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Kapitel 1 Einleitung

1.1 Die extrazellulire Matrix

Im multizelluldren Organismus fligen sich autonome Zellen zu verschiedenen Geweben
und Organen zusammen. Die hierbei entstehenden Zellzwischenrdume werden durch die
extrazellulire Matrix (ECM) ausgefiillt. Diese bildet ein hochorganisiertes, komplexes
Netzwerk aus Strukturglykoproteinen, Proteoglykanen und verschiedenen Kollagenen mit
besonderen mechanischen Eigenschaften aus und ermdoglicht dariiber hinaus den Zellen
eine gegenseitige Kommunikation (Cawston 1996).

Die Strukturglykoproteine des extrazellulairen Raumes, wie z.B. Fibronektin, Elastin und
Laminin, zeichnen sich durch Oligosaccharid-Einheiten aus. Diese Kohlenhydrate haben
einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur dieser Proteine. Die Glykoproteine
verkniipfen verschiedener ECM-Komponenten und ermdglichen dadurch eine gegenseiti-
ge Kommunikation. Besonders wichtig sind hierbei die adhdsiven Glykoproteine, die
gleichzeitig mehrere Fragmente binden kdnnen (Ehrig et al. 1990; Bornstein et al. 1991).
Die Proteoglykane, wie Decorin, Perlecan und Aggrecan, sind grole Komplexe aus
Kohlenhydraten und Proteinen, bei denen der Oligosaccharid-Anteil ca. 95% betrégt. Sie
besitzen eine flaschenbiirstenartige Struktur, die auf die Anheftung der Kohlenhydrate an
ein Hyaluronatfilament zuriickgeht. Da viele Kohlenhydrate acylierte Amino-Gruppen
enthalten, werden sie auch als Glykosaminglykane bezeichnet. Aufgrund ihrer Polaritét
und der hohen negativen Ladungsdichte binden die Proteoglykane interstitielle Fliissigkeit
und osmotisch aktive Kationen, wodurch sie hydratisierte Gele ausbilden, die fiir die
Druckfestigkeit des entsprechenden Gewebes verantwortlich sind (Ruoslahti 1989). Dieser
gelartige Aufbau der extrazelluldren Matrix ermdglicht den Transport wasserldslicher
Molekiile und die Wanderung von Zellen.

Die Kollagene sind extrazelluldre Strukturproteine mit einer eigenen charakteristischen
Struktur. Die Tertidrstruktur wird aus drei linksdrehenden o-Helices aufgebaut, die sich zu
einer rechtsdrehenden Tripel-Helix zusammenlagern. Die Primérstruktur beinhaltet jeweils
das wiederkehrende [Gly-X-Y].-Sequenz-Motiv. Wihrend die Y Position meistens von
Hydroxy-Prolin oder Hydroxy-Lysin eingenommen wird, findet man in der Position X,

aber auch manchmal in Y, hédufig ein Prolin. Die modifizierten Aminosduren dienen der
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Quervernetzung und damit der Strukturstabilitit. Die Kollagene bilden unldsliche Aggre-
gate und tibernehmen so die Stabilitit des Gewebes (Brown & Timpl 1995; Cawston
1996).

Bis vor wenigen Jahren galt die Struktur der extrazelluldren Matrix als stabil und inert und
es wurde angenommen, sie erfiille nur die Stiitzfunktion des Gewebes. Heute weill man,
dass es sich bei der ECM um ein dynamisches System handelt, welches einem sténdigen
Auf- und Abbau einzelner Matrixkomponenten unterliegt. Durch diese Verdnderungen
sind physiologische Prozesse wie Wachstum, Wundheilung und Angiogenese, aber auch
pathologische Befunde wie rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose und Tumormetasta-
sierung gekennzeichnet. Wahrend sich im gesunden Organismus Matrixaufbau und -abbau
die Waage halten, liegt bei den pathologischen Erkrankungen ein Ungleichgewicht vor
(Kreis & Vale 1994, Docherty et al. 1992).

Fiir dieses fein regulierte System aus Katabolismus und Anabolismus sind die Matrix
degradierenden Proteinasen und ihre natiirlichen Inhibitoren von entscheidender Bedeu-
tung. Je nach Art ihrer katalytischen Zentren lassen sich diese Proteinasen in fiinf Gruppen
unterteilen: Die Serinproteasen, die Cysteinproteasen, die Aspartatproteasen, die Threonin-
proteasen und die Metalloproteasen. Eine wichtige Unterklasse der Metalloproteasen sind
die Matrix Metalloproteasen (MMPs) oder auch Matrixine (Matrisian 1990, Birkedal-Han-
sen et al. 1993). Diese zeigen bevorzugt eine Aktivitit gegeniiber Bestandteilen der ECM

und libernehmen somit eine Hauptfunktion bei deren Umbau.
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1.2 Matrix Metalloproteinasen

Extrazelluldre Proteinasen spielen eine entscheidende Rolle in zahlreichen entwicklungs-
und krankheitsrelevanten Prozessen. Die Degradierung extrazelluldrer Proteine ist dabei
fiir die individuelle Zelle ein wichtiger Faktor in Bezug auf die Kommunikation mit ihrer
Umgebung und eine normale Entwicklung und Funktion. Seit Gross und Lapiere 1962
beobachteten, dass diffusionsfidhige Enzyme aus Kaulquappenschwénzen Gele aus nativem
tripelhelikalem Kollagen zerstéren konnten, wurden verschiedene Mitglieder einer Enzym-
familie entdeckt, die aufgrund ihrer Fahigkeit zum Abbau extrazelluldrer Proteine und zur
Unterscheidung von anderen verwandten Metalloproteasen, Matrix Metalloproteinasen
genannt wurden (Stocker et al. 1995).

Die Matrix Metalloproteinasen (MMPs)  bilden eine  Enzymfamilie von
strukturverwandten, zinkabhangigen Endopeptidasen, die in Kombination fast alle Proteine
der ECM degradieren konnen. Somit kommt ihnen eine entscheidende Rolle in physiologi-
schen und pathologischen Prozessen zu. Bisher konnten 22 humane MMPs charakterisiert

werden (Tabelle 1).

Klasse Name der Enzyme

Kollagenasen Interstitielle Kollagenase (MMP-1)
Neutrophile Kollagenase (MMP-8)
Kollagenase-3 (MMP-13)
Stromelysine Stromelysin-1 (MMP-3)
Stromelysin-2 (MMP-10)
Stromelysin-3 (MMP-11)
Matrilysin (MMP-7)
Makrophagen Elastase (MMP-12)
Gelatinasen Gelatinase A (MMP-2)

Gelatinase B (MMP-9)
Membranstindige MMPs | MT1-MMP (MMP-14)
MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)
MT5-MMP (MMP-24)
MT6-MMP (MMP-25)

Andere MMPs RASI-1 (MMP-19)
Enamelysin (MMP-20)
MMP-23

Endometase (MMP-26)
MMP-27

Epilysin (MMP-28)

Tabelle 1: Die Familie der humanen Matrix Metalloproteinasen (Sternlicht & Werb 2001)
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MMP-7, MMP-26:

Zn2+

MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-10, MMP-12,
MMP-13, MMP-19, MMP-20, MMP-27:

Zn2+

MMP-2:

Ham

MMP-9:

H

Ham

MMP11, MMP-28:

KaDo

Ham
MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP:

KaDo

MT4-MMP, MT6-MMP:

H

MMP-23:

Zn2* Cys /1L-1

Abbildung 1: Doménenstruktur der humanen Matrix Metalloproteinasen (Pre, Signalpeptid;
Pro, Propeptid; F, Furin-Spaltstelle; Fib, Fibronektin-dhnliche Doméne; V, Typ V Kollagen-
Doméne; H, “hinge”-Region; Ham, Hamopexin-dhnliche Domine; TM, Transmembran-
Doméne; C, Cytoplasmatischer Teil; GPI, Glykophosphatidylinositol-Anker; Cys / IL-1,
Cystein-/Prolin-reiche und Interleukin-1 Rezeptor-dhnliche Doméne) (modifiziert nach Stern-
licht & Werb 2001).
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Basierend auf ihrer Struktur und Substratspezifitit werden die Matrix Metalloproteinasen
in finf Klassen eingeteilt: Kollagenasen, Stromelysine, Gelatinasen, membranstindige
MMPs und andere MMPs.

Obwohl die in diesen Klassen auftretenden Strukturmotive hoch konserviert sind, bewir-
ken mehrere signifikante Unterschiede eine gro3e Funktions- und Substratvielfalt (Abbil-
dung 1). Alle MMPs haben ein Signalpeptid (oder Pre-Doméne), das zur Ausschleusung
aus der Zelle in den extrazelluldren Raum dient.

Die Pro-Doméne besteht aus 80 bis 90 Aminosduren und enthélt eine konservier-
te PRCGXPD-Sequenz. Die Wechselwirkung des Cystein-Restes mit dem katalytischen
Zink-Atom fiihrt zur Latenz des Enzyms (Abbildung 2). Bei der Abspaltung der Pro-Do-

mine wird diese Komplexierung - auch als “cysteine-switch”’-Mechanismus bezeichnet -

aufgehoben und das Enzym aktiviert (Springmann et al. 1990).

(A161) (L160) (1159)  (Gis8)

S

H
(P217) 0

Abbildung 2: Interaktion der Pro-Doméne der MMP-3 mit der “active site”. Die in Klammern
angegebenen Aminosduren beziehen sich auf die entsprechenden Reste in der MMP-8 (Abbil-
dung nach Becker et al. 1995).
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Die katalytische Doméne enthélt das konservierte HExGHxxGxxHS-Motiv. Abbildung 3
zeigt, wie die drei Histidin-Reste das Zn(II)-Ion in der “active site” koordinieren (Bode et
al. 1994). Von dem Glutamat-Rest wird angenommen, dass er das fiir die Katalyse essenti-

elle Wassermolekiil im aktiven Zentrum komplexiert (Spurlino et al. 1994).

Abbildung 3: Kristallstruktur der katalytischen Domine der Gelatinase A ohne Fibronektin-
dhnliche Domine. A) Ribbon-Struktur: In griin die o-Helices und in beige die B-Faltblitter, in
rot markiert die Positionen der drei Zink-koordinierenden Histidine. B) Detaildarstellung mit
Protein-Seitenketten: In rot die Seitenketten der Histidine (nach Dhanaraj et al. 1999).

Die Gelatinasen sind durch eine zusétzliche Fibronektin-dhnliche Doméne gekennzeichnet.
Sie besteht aus drei Abschnitten, die zum Typ II Modul des Fibronektins homolog sind.
Diese Domine beeinflusst die Aktivitit gegeniiber Gelatin und Typ IV Kollagen (Strongin
et al. 1993, Murphy et al. 1994).

Mit Ausnahme von Matrilysin, Endometase und der MMP-23 besitzen alle Matrix Metal-
loproteinasen eine Hamopexin-dhnliche Domine. Diese zeigt Sequenz-Homologien zu
dem Serum-Protein Himopexin und dem Glykoprotein Vitronektin. Die Himopexin-dhnli-
che Doméne beeinflusst die Substratbindung, wie z.B. von Kollagenen, und bestimmt
somit die Substratspezifitit. Bei den Gelatinasen ermdglicht sie die Interaktion der latenten
Enzyme mit den “tissue inhibitors of metalloproteinases” (TIMPs), den natiirlichen

MMP-Inhibitoren.
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Die MMP-23 verfiigt anstelle der Himopexin-dhnlichen Doméne {iber eine Cystein/Prolin-
reiche und Interleukin-1 Rezeptor-dhnliche Domine (Velasco et al. 1999).

Die “hinge”-Region stellt ein Verbindungsglied zwischen der katalytischen Doméne und
den C-terminalen Doménen dar, das als flexibles “Scharnier” postuliert wird. Dieser
Region wird durch einen “sandwich”-Mechanismus eine essentielle Bedeutung bei der
Substrathydrolyse nachgesagt. Die Bindung von ECM-Molekiilen an die Himopexin-&hn-
liche Doméne fiihrt demnach zur Konformationsédnderung in der “hinge”-Region, die das
Substrat in das aktive Zentrum der katalytischen Doméne bewegt, so dass das Enzym das
Zielmolekiil “sandwich”-artig umschlie8t. (Tschesche 1995, Gomis-Riith et al. 1996). Die
Gelatinase B enthélt in der “hinge”-Region noch eine 54 Aminosduren grofe Insertion, die
eine Sequenz-Homologie zum o,-Strang des Typ V Kollagens aufweist. Uber die Funktion
dieser Doméne konnten allerdings noch keine Erkenntnisse gewonnen werden.

Die membranstindigen MMPs besitzen fiir die Verankerung in der Zellmembran eine
C-terminale Transmembran-Doméne und einen kurzen cytoplasmatischen Teil
(MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP und MT5-MMP) oder eine hydrophobe Region, die
als Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) dient (MT4-MMP und MT6-MMP)
(Itoh et al. 1999, Kojima et al. 2000).

1.2.1 Regulation der Matrix Metalloproteinasen

Viele physiologische und pathologische Prozesse werden von einer Umstrukturierung der
extrazelluldren Matrix begleitet. Die hierflir mitverantwortlichen Matrix Metalloproteina-
sen unterliegen einer strengen Aktivitdtskontrolle, sowohl auf genetischer als auch auf
proteinchemischer Ebene (Abbildung 4). Die Transkription und Expression von MMP-Ge-
nen wird durch eine Reihe von stimulierenden oder hemmenden Faktoren kontrolliert und
die in latenter Form sezernierten Enzyme miissen extrazellulédr aktiviert werden. Schlie3-
lich werden die aktiven MMPs durch ihre natiirlichen Inhibitoren gehemmt, so dass ihre

Aktivitét zeitlich und 6rtlich begrenzt wird.
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Abbildung 4: Regulation der Matrix Metalloproteinasen

1.2.1.1 Regulation der Genexpression

Mit Ausnahme der Gelatinase A, die konstitutiv exprimiert und durch einen besonderen
Aktivierungsmechanismus kontrolliert wird, werden alle MMPs auf der Ebene der
Transkription reguliert. Neben der “TATA-Box” enthalten MMP-Gene induzierbare
Promotor-Sequenzen. So bewirken u.a. Cytokine und Wachstumsfaktoren die Bindung des
Transkriptionsfaktors AP-1 (“activator protein-1”’), einem Dimer aus Jun und Fos Protei-
nen, an den entsprechenden Promotor TRE (*12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
responsive element”), was zu einer Aktivierung der Transkription fiihrt.

Neben dem TRE-Element unterstiitzt das PEA-3-Element (“polynoma enhancer
activator”), welches Transkriptionsfaktoren der Ets-Klasse bindet, die MMP-Expression.

Weiterhin sind Promotorsequenzen wie z.B. Bindungsstellen fiir SP-1 und NFB bekannt.

Uber die TRE-Sequenz kann die MMP-Produktion auch negativ gehemmt werden.
Steroide stimulieren z.B. Faktoren, die auf den AP-1-Transkriptionskomplex einwirken
und diesen so hemmen. Zusitzlich enthalten MMP-Gene inhibitorische Elemente wie die

TIE-Sequenz.

1.2.1.2  Aktivierung latenter MMPs

Die meisten Matrix Metalloproteinasen werden als inaktive Vorstufen (Zymogene) von

den Zellen sezerniert und spiter proteolytisch aktiviert. Anders verhélt es sich bei den
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MT-MMPs, Stromelysin-3, MMP-23 und Epilysin, die am Ende der Pro-Domine eine
RX(K/R)R-Sequenz enthalten. Diese Enzyme konnen bei der Ausschleusung aus dem
Golgi-Apparat durch Furin-dhnliche Proteinasen aktiviert werden (Pei & Weiss 1995, Sato
et al. 1996).

Die Latenz der proMMPs wird durch den freien Cystein-Rest der Pro-Doméne hervorgeru-
fen, welcher die vierte Koordinationsstelle fiir das katalytische Zn(II)-Ion bildet. Bei der
Aktivierung der MMPs muss diese Cystein-Zink-Interaktion aufgebrochen werden. Van
Wart postulierte fiir diese extrazellulare Aktivierug den “cysteine-switch”’-Mechanismus
(Van Wart & Birkedal-Hansen 1990). Bei einer in vitro Aktivierung durch Quecksilberver-
bindungen und andere thiolmodifizierende Reagenzien reagieren diese mit dem teilweise
dissozierten Cysteinrest. Dieses verhindert eine Reassoziation des Cysteins mit dem Zink-
Ion und ein fiir die Katalyse essentielles Wassermolekiil kann an das Zink koordinieren. Es
kommt zur Abspaltung eines Pro-Doménen-Fragments und die Pro-Doméne wird durch

das bereits aktive Intermediat oder schon aktive MMPs vollstindig entfernt (Abbildung 5).

N Proteinases @ j
( @ / MMP Intermediate W
(Inactive) % v%&,{
T* o

MMP
H Mercurials (Active)
SH-reactive agents
Chaotropic agents
Reactive oxygens
(Active) ) @ Heat, Low pH MMPs

ProMMP

. LA
B T [P

MMP Intermediate
(Active)

Intermolecular
processing

Abbildung 5: Schrittweise Aktivierung der proMMPs. 1) Aktivierung durch Proteinasen: Eine
“Aktivator-Proteinase” spaltet einen Teil der Pro-Doméne ab. Hierdurch wird die Cystein-
Zink-Bindung aufgehoben und es kommt zur vollstindigen Abspaltung der Pro-Doméne. 2)
Nicht-Proteolytische Aktivierung: Das teilweise dissozierte Cystein reagiert mit thiolmodifi-
zierenden Reagenzien oder die proMMP-Struktur wird durch denaturierende Einfliisse, wie
z.B. Hitze oder niedrige pH-Werte, zerstort. Dieses resultiert in einer teilweisen Abspaltung
der Pro-Doméne, in deren Anschluss die komplette Doméne durch bereits aktive MMPs oder
ein Intermediat entfernt wird (Abbildung nach Nagase 1997).
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In vivo spalten Serinproteinasen, wie z.B. Trypsin oder Plasmin, aber auch aktive MMPs
einen N-terminalen Teil der Pro-Doméne ab, was zu einer Destabilisierung der Cystein-
Zink-Interaktion fiihrt. Ein Wassermolekiil kann somit das Zink-Ion koordinieren und es
kommt zu einer vollstdndigen autoproteolytischen oder durch aktive MMPs hervorgerufe-
nen Abspaltung der Pro-Doméne.

Die Gelatinase A (MMP-2) besitzt in der Familie der Matrix Metalloproteinasen eine
Sonderstellung. Zum einen kann sie aufgrund der fehlenden RX(K/R)R-Sequenz nicht
intrazelluldr aktiviert werden, zum anderen ist keine Serinprotease bekannt, die die Gelati-
nase A aktiviert. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die MMP-2 {iber einen
membransténdigen terndren Komplex mit einer MT1-MMP und TIMP-2 aktiviert wird
(siehe Kapitel 1.3.5).

In Abbildung 6 sind die verschiedenen Aktivierungswege der MMPs noch einmal schema-

tisch zusammengefasst.

Cytokine

Aktivierung|

ekretlon

Plasmin MMP

-§ MT-MMP MT MMP
®
D
o & )

| e gy % s MMn
/ ﬂf TIMP

c e T e

MMP MMP

MMP 3

ECM-Hydrolyse

Abbildung 6: Aktivierung der Matrix Metalloproteinasen
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1.2.1.3 Inhibierung der Matrix Metalloproteinasen

Neben der Kontrolle der Transkription und der Aktivierung von MMPs ist die Inhibierung
von aktiven Enzymen von besonderer Bedeutung. Wihrend ein Gleichgewicht zwischen
Aktivitdt und Inhibierung bei physiologischen Prozessen von grolem Interesse ist, fiihrt
eine ungehemmte Aktivitit zu den bereits angesprochenen pathologischen Erkrankungen.

Die natiirlichen Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen sind die “tissue inhibitors of
metalloproteinases” (TIMPs). Sie inhibieren die MMPs in einer 1:1 Stochiometrie. Der
erste TIMP wurde 1975 identifiziert und bis heute konnten insgesamt vier Mitglieder
dieser Familie charakterisiert werden (Tabelle 2). Sie bestehen aus 184 bis 195 Aminoséu-
ren und weisen eine AS-Homologie von 40-50% auf. Strukturgebendes Merkmal sind
zwOlf hochkonservierte Cysteine, die durch Disulfidbriickenbildung zur Ausbildung einer
sechs Schleifen-, zwei Doménen-Struktur fithren. Wahrend die drei N-terminalen “loops”
die inhibitorische Domine bilden, kommt es liber die C-terminalen “loops” zu zusétzlichen
Wechselwirkungen mit den MMPs. Nur TIMP-1 und TIMP-3 besitzen mogliche Glykosy-
lierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr) und TIMP-3 ist der einzige TIMP, der iiber Glykosamino-

glykan-Sulfate an Komponenten der extrazelluldren Matrix bindet.

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Zahl der Amino-
sduren 184 194 188 195
Molmasse 20,7 kDa 21,8 kDa 21,7 kDa 22,4 kDa
Glykosylierung + 8-9 kDa - + 0-7 kDa -
Komplexbildung proGelatinase A
mit proGelatinase B | proGelatinase A | proGelatinase B | proGelatinase A
proGelatinasen
Loslichkeit + + Bindet an ECM +

Tabelle 2: Ubersichtstabelle TIMPs

1997 konnten Gomis-Riith et al. die Kristallstruktur des MMP-3/TIMP-1-Komplexes
aufkldren. Die schematische Darstellung (Abbildung 7) belegt, dass die N-terminale
Domine mit den ersten fiinf Aminoséuren (Cys'-Thr-Cys-Val-Pro) sowie die Aminosiuren
Ser® und Val® im aktiven Zentrum der MMPs binden und diese so inaktivieren (Gomis-

Riith et al. 1997).
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Abbildung 7: Interaktion von TIMP-1 mit dem katalytischen Zentrum der MMP-3 (Gomis-
Riith et al. 1997).

Abbildung 8: Ribbon-Struktur des MMP-3/TIMP-1-Komplexes. In blau die katalytische
Domine der MMP-3 und in rot TIMP-1. Die Aminosduren Cys'-Thr-Cys-Val-Pro und Ser®
und Val®, die mit der “active site” wechselwirken, sind in griin hervorgehoben (Gomis-Riith et
al. 1997).

Neben den natiirlichen Inhibitoren wie den TIMPs, aber auch dem o»-Macroglobulin, das

im Serum mit MMPs einen kovalenten Enzym-Inhibitor-Komplex bildet, sind synthetische
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Inhibitoren von groBem Interesse. Diese Inhibitoren koénnen in ein pathologisches
MMP-TIMP-Ungleichgewicht eingreifen und bilden somit einen wichtigen
Therapieansatz. Bei diesen synthetischen Inhibitoren handelt es sich hdufig um substrat-
analoge Substanzen, die liber Hydroxamate, Carboxylate, Sulfhydryle und Derivate der
Phosphorséure das katalytisch wirksame Zn(II)-lon komplexieren.

Aufgrund der vorhandenen Kristallstrukturen von MMP-Inhibitor-Komplexen und der
Moglichkeit einer computergestiitzten Strukturanpassung konnten in den letzten Jahren die
Inhibitoren in ihrer Spezifitdit und inhibitorischen Aktivitidt stark verbessert werden.
Hierdurch konnen die benétigten Inhibitormengen minimiert und die in klinischen Studien

beobachteten Nebenwirkungen reduziert werden.

1.2.2 Substrate der Matrix Metalloproteinasen

Eine der wichtigen noch ungeldsten Aufgaben im biologischen Verstdndnis der MMPs ist
die Identifizierung ihrer Substrate in vivo. Denn auch wenn ein Substrat in vitro gespalten
wird (Tabelle 3) und dieses Protein wihrend eines biologischen Prozesses degeneriert

wird, konnen andere Faktoren diesen Prozess beeinflussen und regulieren.

MMP 1 {21317 1819 ((10]11]12]13]14([16[18]19] 26
ECM Proteine:
Aggrekan
Kollagen I
Kollagen 11
Kollagen 111
Kollagen IV -
Kollagen V -
Kollagen VI
Kollagen VII
Kollagen VIII
Kollagen IX
Kollagen X
Kollagen XI
Kollagen XIV -
Decorin -
Elastin -
Entactin / Nidogen +
Fibrillin
Fibronektin +
Fibuline
Gelatin I +
IGFBPs +

+
+

4+ +
+++]+
+++]+

+|+ ]+

+|+ ]+
J’_

+]+]
+
1
J’_
+
J’_

1
1
+

+|+]
+
+

+ |+

+]+]
+ |+
++ |+

+

++ |+ +

++]+]

+++[+[+]
+

+++]+

+
1
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+

+ |+

+
+
+
|

+
+

Laminin +
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MMP 1 {21317 1819 ((10]11]12]13]|]14[16[18]19] 26
Myelin Basis Protein + |+ 1+ ]+ n +

Osteonektin + | + | + + +

Tenascin + 1+ + 1+ _ n
Vitronektin + |+ + ]+ + + +

Andere Proteine:

ol-Antichymotrypsin + 1+ ]+ -

o.2-Makroglobulin + | - | + + + 1+ 1 1=
ol-Proteinaseinhibitor + |+ 1+ | + + + | + T n
Casein + - + | + + | + _ T " N
E-Cadherin + | +

Faktor XII - + |+ +

Fibrin + |+ 1+ n n

Fibrinogen + |+ + ]+ ]+ ]+ ]|+ + | + | + +
Interleukin 1o - - -

Interleukin 1B + |+ | + +

proMMP-2 T+

proTGFf + +

proTNFo + + + + + + +

Plasminogen + 1+ + + T n
Substanz P + | + + |+ i

T Kininogen +

Tabelle 3: Ubersichtstabelle MMP-Substrate in vitro. Die Symbole zeigen, ob das Substrat
gespalten (+) oder nicht gespalten (-) wird (Tabelle nach Sternlicht & Werb 2001, Kocourek
2002).

Zur Bestimmung von in vivo Substraten stehen zwei Verfahren zur Auswahl. Zum einen
die Bestimmung der Spaltstellen von isolierten Abbauprodukten und zum anderen die
Auswirkung von knockout-Experimenten auf die Substratspaltung. Bei der ersten Methode
werden die in vivo Sequenzen mit den in vitro gefundenen Spaltstellen verglichen. Da
allerdings mehrere MMPs dieselben Bindungen spalten, ist eine eindeutige Zuordnung oft
nicht moglich. Auflerdem kommt es héufig zu einer Verfilschung der MMP-Spaltstellen,
da diese durch Einwirkungen von anderen Matrix-Enzymen verdndert werden konnen. Bei
der zweiten Methode wird die Substratspaltung in Abwesenheit bestimmter MMPs

beobachtet und so auf die Aktivitit dieser Enzyme zuriickgeschlossen.
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Bis heute konnten erst drei natiirliche Substrate der MMPs in vivo identifiziert werden:

o< Das interstitielle Kollagen Typ II wird durch die Kollagenase-3 (MMP-13)
gespalten (Billinghorst et al. 1997). Aufgrund der gleichen Spaltstellen von
vier verschiedenen MMPs konnte erst durch einen spezifischen Inhibitor die
entsprechende Matrix Metalloproteinase identifiziert werden.

o< Die Spaltung von Aggrekan durch die Kollagenase-2 (MMP-8) (Fosang et al.
1994). Die in vivo Spaltstelle ist hier allerdings nur eine der in vitro gefunde-
nen Spaltstellen (Fosang et al. 1993).

< Das “Link Protein”, Bindungsprotein von Aggrekan an Hyaluronsdure, wird
durch die Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), Matrilysin (MMP-7) und
Stromelysin-2 (MMP-10) gespalten (Nguyen et al. 1993). Hierbei wurde fiir
die Gelatinase B eine andere Spaltstelle identifiziert (His'’-Leu) als bei den

drei anderen MMPs (Leu®-Leu).

1.2.2.1 Katalysemechanismus der MMPs

Basierend auf dem bekannten Katalysemechanismus von Thermolysin und Strukturverglei-
chen mit den katalytischen Doménen der Matrix Metalloproteinasen postulierten Spurlino
et al. 1994 und Becker et al. 1995 den entsprechenden Mechanismus fiir die MMPs
(Abbildung 9).

Der Glutamat-Rest im aktiven Zentrum unterstiitzt den nucleophilen Angriff des fiir die
Katalyse essentiellen Wassermolekiils auf die Carbonylgruppe der zu spaltenden Bindung
und es kommt zur Ausbildung eines Hemiketals. Im zweiten Schritt wird die Aminogruppe
der Spaltstelle protoniert und durch Wasserstoffbriicken mit Carbonylfunktionen benach-
barter Alanin- und Asparagin-Reste stabilisiert. AbschlieBend kommt es zur Oxidation des

Hemiketals und damit zur Spaltung der Bindung.
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Abbildung 9: Katalysemechanismus der MMPs (nach Spurlino et al. 1994). Die Nummerie-

rung entspricht der MMP-1.

1. Nucleophiler Angriff des Wassermolekiils auf die Carbonylfunktion der Spaltstelle und
Ausbildung eines Hemiketals

2. Protonierung und Stabilisierung der Aminogruppe

3. Oxidation des Hemiketals und Spaltung der Bindung

1.2.3 Matrix Metalloproteinasen in biologischen Prozessen

Biologische Prozesse wie Wachstum, Reparatur und Entwicklung sind mit Gewebeverén-
derungen verbunden. Diese werden durch matrixmodifizierende Enzyme mittels Matrix-
Degenerierung und de novo Synthese neuer ECM-Komponenten reguliert. Es ist von
besonderer Bedeutung, dass die Expression und Aktivierung dieser Enzyme streng kontrol-
liert wird, so dass die Integritdt des Organismus erhalten bleibt. Ein Zusammenbruch
dieser Kontrollmechanismen fiihrt zu dramatischen Verédnderungen, die zum Ausbruch von
Krankheiten fithren konnen.

Die genaue Beteiligung von Matrix Metalloproteinasen an diesen biologischen Prozessen
ist schwer zu verifizieren. Die bisherigen Erkenntnisse beruhen auf einer Korrelation von

medizinischen Befunden und erh6hter MMP-Expression. Hieraus wurde eine Beteiligung
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von MMPs postuliert. Allerdings konnte eine direkte, spezielle Funktion einzelner MMPs,
z.B. durch Einsatz von Inhibitoren, noch nicht nachgewiesen werden. Eine Mdglichkeit,
bestimmten MMPs eine Beteiligung an speziellen Prozessen zuordnen zu koénnen, ist die
Untersuchung von knockout Méusen. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse beschranken
sich dann allerdings auf das Fehlen bestimmter MMPs und konnen somit keine eindeutigen

Aussagen iiber die Funktion einer verstirkten MMP-Expression zulassen.

1.2.3.1 Physiologische Prozesse

Der Umbildung der extrazelluliren Matrix als Gleichgewichtsreaktion aus Katabolismus
und Anabolismus liegt eine Reihe physiologischer Vorgénge zugrunde. So ist eine lokale
Degradierung der Matrix fiir die Migration und Proliferation von Zellen wihrend des
Gewebeumbaus von entscheidender Bedeutung. Es wird z.B. wihrend der weiblichen
Menstruation eine Anderung der Expression von Matrilysin, Stromelysin-1 und Kollagena-
se-1 beobachtet (Rodgers et al. 1993 und 1994), wihrend die basalen Keratinozyten am
Rand einer Wunde einen erhohten mRNA-"level” von Kollagenasen aufweisen und in den
Fibroblasten der Dermis sowie im umliegenden Gewebe vermehrt die mRNA von Strome-
lysin-1 nachweisbar ist (Saarialho-Kere et al. 1994). Die Synthese von Kollagenasen durch
Osteoblasten ist ein wichtiger Schritt im Knochenwachstum (Gack et al. 1995).
MT1-MMP und Gelatinase A sind von entscheidender Bedeutung bei der Embryogenese
(Ota et al. 1995). Allerdings findet man bei all diesen Prozessen das fein regulierte Gleich-

gewicht aus Aktivitdt und Inhibierung.

Gleichgewicht Ungleichgewicht
Angiogenese Organbildung Aneurysmen Metastasierung
Brustentwicklung Ovulation Arteriosklerose Multiple Sklerose
Embryogenese Uterusentwicklung Chronische Wunden Osteoarthritis
Knochenwachstum Wundheilung Coreale Ulceration Osteosklerose
Makrophagenfunktion Zahnung Fibrosen Parodontose
Menstruation Zervixdilatation Glomerulonephritis Rheumatoide Arthritis
Neutrophilenfunktion Krebsinvasion Skleroderma

Tabelle 4: Ubersichtstabelle von physiologischen und pathologischen Prozessen, die auf ein
Gleichgewicht bzw. Ungleichgewicht von MMPs und TIMPs zuriickzufiihren sind (Tabelle
erweitert nach Ries & Petrides 1995).
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1.2.3.2 Pathologische Prozesse

Im Gegensatz zum Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs in den physiologischen
Prozessen liegt den pathologischen ein Ungleichgewicht zugrunde. Die Beteiligung von
MMPs bei diesen Erkrankungen ldsst sich in drei Bereiche einteilen: Gewebezerstorung,
fibrotische Erkrankungen und Schwichung der Matrix-Stabilitdt. Die bedeutensten Krank-
heitsbilder umfassen das Tumorgeschehen, die Multiple Sklerose und die rheumatoide
Arthritis.

Verschiedene Matrix Metalloproteinasen konnten in groer Menge in tumorumgebenden
Stroma-Zellen identifiziert werden. Weiterhin konnte eine signifikante positive Korrelation
zwischen der MMP-Expression und verschiedenen Tumormarkern fiir eine schlechte
Prognose und geringe Uberlebenswahrscheinlichkeit gefunden werden (Sternlicht &
Bergers 2000). Von besonderem Interesse in diesem Zusammenhang sind die Kollagena-
se-1, Stromelysin-1, die Gelatinasen und die MT1-MMP.

Die rheumatoide Arthritis stellt die hdufigste chronisch entziindliche Erkrankung des
Bindegewebes dar. Hauptcharakteristikum dieser Krankheit ist eine fortschreitende Zersto-
rung der Matrix-Strukturen in den Gelenken und der damit einhergehende Funktionsver-
lust. Als Ursache ist eine erhohte Aktivitdt der Kollagenasen und Gelatinasen zu sehen,
wobei aber auch beinahe alle anderen MMPs involviert sind (Okada et al. 1990, Cawston
et al. 1994).

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems, charakterisiert durch eine Demyelinisierung (Schidigung der Myelin-
scheide), axonalen Verletzungen und dem Verlust neurologischer Funktionen. In diesem
Krankheitsbild kommt den Matrix Metalloproteinasen die Aufgabe der Zerstérung der
Basalmembran der Blut-Hirn-Schranke zu. Hierdurch kénnen autoreaktive T-Zellen zum
zentralen Nervensystem vordringen und die Myelinscheide beschéddigen. In diesem Zusam-

menhang ist die Gelatinase B von besonderem Interesse (Bar-Or et al. 1999).
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1.3 Die Gelatinasen

In der Familie der Matrix Metalloproteinasen nehmen die Gelatinasen eine Sonderstellung
ein. Diese Ausnahmestellung beruht nicht nur auf ihrer Féhigkeit, das Typ IV Kollagen der
Basalmembran abzubauen und somit einen entscheidenden Beitrag zur Tumormetastasie-

rung zu leisten, sondern lésst sich vielmehr an vier Punkten festmachen:

¢ Eine besondere Substratspezifitit und Aktivitit, die durch die zusitzliche Fibro-
nektin-dhnliche Doméne bestimmt wird.

¢ Eine besondere Wechselwirkung mit den TIMPs aufgrund der Maoglichkeit einer
Interaktion der latenten Enzyme mit ihren Inhibitoren {iber die Himopexin-&hnli-
che Doméne.

¢ Eine besondere Variante der Aktivierung der Gelatinase A iiber einen terniren
Komplex, bestehend aus proGelatinase, MT1-MMP und TIMP-2.

¢ Bindung der Gelatinasen an Integrine iiber die Himopexin-dhnliche Doméne.

In diesem Kapitel soll, neben den allgemeinen Eigenschaften der Gelatinasen, besonders

auf diese Punkte und die damit verbundene Sonderstellung eingegangen werden.

1.3.1 Die Gelatinase A

Die vermeintliche Entdeckung der Gelatinase A (MMP-2; EC 3.4.24.24) gelang 1972
Harris und Klein, als sie eine Gelatinaseaktivitit in rheumatoidem Synovialgewebe
beobachteten (Harris & Klein 1972). Allerdings erkannten sie nicht, dass es sich hierbei
um ein noch unbekanntes Enzym handelte. 1978 konnten Sellers ef al. eine Gelatinaseakti-
vitit im Kulturmedium von Kaninchenknochen nachweisen und zeigen, dass dieses Enzym
nicht mit der Kollagenase-1 oder Stromelysin-1 identisch war (Sellers et al. 1978). Im
folgenden Jahr entdeckten Liotta ef al. ein dhnliches Enzym, welches in einem Méusetu-
mor das Typ IV Kollagen der Basalmembran abbaute (Liotta et al. 1979). 1988 verdffent-
lichten Collier et al. dann die Sequenz der proGelatinase A (Collier et al. 1988).

Das Gen der Gelatinase A ist auf dem Chromosom 16q13 lokalisiert und wird in verschie-

denen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen, Chondrozyten,
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Osteoblasten und Monozyten exprimiert. Das latente Protein hat ein Molekulargewicht von
72.000 und besteht aus 631 Aminoséuren.

Nach der Veroffentlichung der Strukturen von Hadmopexin-dhnlicher und katalytischer
Doméne (Libson et al. 1995, Gohlke et al. 1996, Dhanaraj et al. 1999), gelang es 1999
Morgunova und Kollegen, die gesamte Struktur der proGelatinase A aufzukliren (Abbil-
dung 10).

Abbildung 10: Kristallstruktur der proGelatinase A (Morgunova et al. 1999). Die einzelnen
Dominen sind in verschiedenen Farben dargestellt: Pro-Doméne (tiirkis), katalytische Doméne
(grlin), Fibronektin-dhnliche Doméne (rot und blau), “hinge”-Region (rosa) und Hémopexin-
dhnliche Doméne (gelb).

Deutlich ist auch die vierblittrige B-Propeller-Struktur der Himopexin-dhnlichen Doméne mit
dem zentralen lonenkanal zu erkennen.

1.3.2 Die Gelatinase B

1974 entdeckten Soparta und Dancewicz eine Gelatinaseaktivitit in polymorphkernigen
Leukozyten (Soparta & Dancewicz 1974). Ein dhnliches Enzym, das Typ V Kollagen
spalten konnte, wurde in Kaninchen-Makrophagen gefunden (Mainardi et al. 1980). 1983
konnten Rantala-Ryhdnen und Kollegen erstmals die Gelatinase B (MMP-9, EC 3.4.24.35)
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aus polymorphkernigen Leukozyten isolieren und charakterisieren (Rantala-Rhyhdnen et
al. 1983). Sechs Jahre spiter gelang Wilhelm et al. die Aufklarung der cDNA-Sequenz
(Wilhelm et al. 1989).

Das Gen der Gelatinase B ist auf dem Chromosom 20q12-q13 lokalisiert und wird u.a. in
Makrophagen, polymorphkernigen Leukozyten, Keratinozyten, Trophoblasten und Osteo-
clasten exprimiert. Im Gegensatz zur Gelatinase A wird sie aber nicht konstitutiv syntheti-
siert, sondern wird Zelltyp-abhéngig durch unterschiedliche Stimuli induziert. So wird z.B.
die Gelatinase B fiir eine schnelle Immunantwort in den Granula der Neutrophilen gespei-
chert, wihrend z.B. Monozyten die MMP-9 de novo synthetisieren.

Die latente Form besteht aus 688 Aminosduren und hat eine Molmasse von 92 kDa. In
Neutrophilen findet man drei Formen der Gelatinase B: Ein 92 kDa Monomer, ein
Homodimer (ca. 200 kDa) und einen Komplex mit kovalent gebundenem Lipokalin (130
kDa) (Triebel et al. 1992, Tschesche et al. 1992).

Rowsell et al. konnten 2002 die Struktur eines Komplexes der katalytischen Doméne der
MMP-9 mit einem peptidischen reversen Hydroxamatinhibitor aufkléren (Abbildung 11).
Diese Struktur zeigt eine sehr groBe Homologie zu den anderen bereits bekannten Struktu-

ren der katalytischen Domédnen der Matrix Metalloproteinasen.

Abbildung 11: Ribbon-Struktur der katalytischen Domidne der MMP-9. In griin sind die
o-Helices und in beige die B-Faltblatt-Strukturen dargestellt. In die “active site” eingelagert ist
ein peptidischer reverser Hydroxamatinhibitor (nach Rowsell et al. 2002).
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1.3.3 Einfluss der Fibronektin-dhnlichen Doméne

Die Fibronektin-dhnliche Domine besteht aus drei Untereinheiten, die jeweils homolog
zum Typ II Modul des Fibronektins und in die katalytische Doméine eingelagert sind. Uber
diese Domine sind die Gelatinasen in der Lage, denaturiertes Kollagen (Gelatin) zu
binden. Eine Deletion der Fibronektin-dhnlichen Doméne fiihrt sowohl zur signifikanten
Aufhebung der gelatinolytischen Kapazitit als auch zur Unterdriickung der Bindungsfahig-
keit von Kollagen. Dieses beeinflusst allerdings nicht die Spaltung von Peptiden oder die
Bindung von TIMPs (Murphy et al. 1994). Steffensen et al. identifizierten 1995 zwei
Bindungsstellen fiir Gelatin und natives Typ I Kollagen in der Fibronektin-dhnlichen
Domine (Steffensen et al. 1995).

Untersuchungen von Patterson und Kollegen zeigten, dass die Fibronektin-dhnliche
Doméne fiir eine effiziente Spaltung des nativen Typ I Kollagens verantwortlich ist, da
eine Deletionsmutante nur noch 38% der Aktivitit der Wildtyp-Form der Gelatinase A
zeigte. Dieses unterstreicht den Einfluss der Doméne auf die Enzym-Substrat-Bindung und
fiihrt zu der Hypothese, dass dieses Modul an der Auffaltung fibrilldrer Substrate partizi-
piert. Weiterhin kam es bei der Deletionsmutante nicht zum weiteren Abbau der klassi-
schen % und 4 Fragmente, wie es bei der Wildtyp-Form beobachtet wurde, was den
Einfluss auf die Aktivitdt der Gelatinasen bestdtigt (Patterson et al. 2001).

Den Einfluss der Fibronektin-dhnlichen Doméne auf die fibrilldre Substratspezifitit unter-
suchten auch O’Farrell und Pourmotabbed an der Gelatinase B. So war eine Deletionsmu-
tante nicht mehr in der Lage, fibrilldres Typ V und Typ XI Kollagen zu binden und zu
spalten. Eine weitere Studie zeigte sogar, dass ein chimires Enzym bestehend aus der
Kollagenase-1 und der Fibronektin-dhnlichen Doméne der Gelatinase B in der Lage war,
Typ V Kollagen zu spalten, wo hingegen die Kollagenase-1 kein Typ V Kollagen spaltet
(O’Farrell & Pourmotabbed 1998 und 2000).

Einen ganz anderen Einfluss hat die Fibronektin-dhnliche Doméne auf die Aktivierung der
proGelatinase A. Zum einen besteht eine Wechselwirkung zwischen der Fibronektin-dhnli-
chen Doméne und der Pro-Doméine, wie auch Abbildung 10 veranschaulicht, was zu einer
weiteren Stabilisierung fiihrt. Zum anderen interagiert sie wihrend der Aktivierung mit
dem “MT-loop” der MT1-MMP, was die Aktivierungsrate beeinflusst (English et al.
2001).
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1.3.4 Wechselwirkungen der proGelatinasen mit TIMPs

Eine Besonderheit der Gelatinasen beruht auf ihrer Fahigkeit, in latenter Form Komplexe
mit den TIMPs auszubilden. Hierbei kommt es zu einer Wechselwirkung der Himopexin-
dhnlichen Doménen der Gelatinasen und den C-terminalen Domédnen der TIMPs. Aller-
dings sind nicht alle Kombinationen von Gelatinase und TIMP mdglich. Bis heute sind
Komplexe der proGelatinase A mit TIMP-2, -3 und -4 sowie von proGelatinase B mit
TIMP-1 und -3 bekannt (Stetler-Stevenson et al. 1989, Overall et al.1999, Butler et al.
1999, Bigg et al. 1997, Wilhelm et al. 1989). In diesen Komplexen mit 1:1 Stochiometrie
ist die inhibitorische Doméne des TIMPs nicht in die Bindung involviert und frei zugéng-
lich, so dass diese Komplexe als Inhibitoren fiir aktive MMPs dienen kénnen (Kolken-
brock et al. 1997).

Howard et al. konnten den proMMP2/TIMP-2-Komplex isolieren und zeigen, dass die
Gegenwart von TIMP-2 eine Autokatalyse unterdriickte, aber keinen Einfluss auf die
Gelatinolyse hatte (Howard et al. 1991, Howard und Banda 1991). Es wurde vermutet,
dass dem TIMP in diesem Komplex die Aufgabe eines Stabilisierungsfaktors zukommit.
Hierfiir spricht, dass die 10-fache TIMP-2 Menge benétigt wird, um eine MMP-2 Variante
ohne Hamopexin-dhnliche Doméine zu hemmen (Fridman et al. 1992).

Overall et al. konnten zeigen, dass sich im Bereich der Himopexin-dhnlichen Domine der
Gelatinase A zwei Bindungsstellen fiir TIMP-2 befinden (Overall et al. 1999 und 2000).
Ein Lysincluster im Bereich der Module III und IV bildet mit seinem starken Dipolmo-
ment eine “docking site” fiir das TIMP-2. Aufgrund der starken Dipolwechselwirkung
kommt es so schon friihzeitig zu einer korrekten Orientierung der beiden Bindungspartner,
bevor die eigentliche Interaktion stattfindet. Die inhibitorische TIMP-Interaktion mit der
“active site” der Gelatinase A wird dann durch eine weitere Wechselwirkung mit der
Hamopexin-dhnlichen Doméne stabilisiert. Diese “stabilisation site”, die bei fast allen
MMPs gefunden wird, befindet sich auf der entgegengesetzten Seite der Doméne zwischen
den Modulen I (Val*®-Thr'") und II (Ser**-Gly™>").

Morgunova und Kollegen verdffentlichten 2002 die Kristallstruktur des proMMP-2/TIMP-
2-Komplexes (Morgunova et al. 2002). Fiir die Interaktion von Proenzym und Inhibitor
sind zwei Bindungsregionen verantwortlich. Zum einen bindet der GH-"loop” des TIMP
an das Modul IV der Hamopexin-dhnlichen Doméne der proMMP. Zum anderen intera-

giert der C-terminale Teil des Inhibitors mit den Modulen III und IV der
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Hamopexin-dhnlichen Doméne. Wie Abbildung 12 A veranschaulicht, sind die katalyti-
sche Doméne der proMMP-2 und die inhibitorische Domine des TIMP-2 voneinander
abgewandt, so dass eine inhibitorische Interaktion ausgeschlossen wird und beide
Bindungspartner voll aktiv bleiben.

Die Stabilitidt des Komplexes beruht hauptsichlich auf hydrophoben Wechselwirkungen.
Hervorzuheben ist hier die Interaktion des Met'* des TIMP-2 mit dem Phe®!' der
proMMP-2 sowie der Kontakt des Phe'®® des Inhibitors mit einer hydrophoben Tasche an
der Oberfliche der Hdmopexin-dhnlichen Domédne (Abbildung 12 B und C). Zusitzlich
stabilisieren polare und elektrostatische Wechselwirkungen den Komplex. Hierbei kommt
den bereits angesprochenen Lysinresten der Hamopexin-dhnlichen Doméne eine grofle

Bedeutung zu.

A
MMP-2

Catalytic

C-terminus

Abbildung 12: Ribbon-Struktur des proMMP-2/TIMP-2-Komplexes (Morgunova et al. 2002).
A) Gesamtstruktur: Die Proteinase und der Inhibitor interagieren iiber die C-terminalen
Doménen. Die “active site” der MMP-2 und die inhibitorische Domédne des TIMP-2 sind

voneinander abgewandt. Die grauen Bereiche an den Modulen IIT und IV der Himopexin-ghn-
lichen Domine verdeutlichen die beiden Bereiche der Interaktion. B) Detailansicht der
Wechselwirkung des GH-"loops” des TIMP-2 (magenta) mit dem Modul IV der Hidmopexin-
dhnlichen Domine (orange). Das Met'* des TIMP (griin), ein wichtiger Rest in der hydropho-
ben Interaktion, wechselwirkt mit dem Phe®! der proMMP-2. C) Der C-Terminus des TIMP-2
(magenta) bindet an die Module III und IV der Himopexin-dhnlichen Domine. Das Phe'®
(griin) liegt in einer hydrophoben Tasche, die durch aromatische Seitenketten an der Oberflé-
che der Himopexin-dhnlichen Doméne gebildet wird.
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Durch die Entdeckung der MTI-MMP 1994 durch Sato et al. erlangte der
proMMP-2/TIMP-2-Komplex eine neue Bedeutung. Wihrend der Aktivierung der proGe-
latinase A auf der Zellmembran bildet sich ein terndrer Komplex aus MT1-MMP, TIMP-2
und proMMP-2, in dem der TIMP {iber die inhibitorische Doméne mit der “active site” der
MT1-MMP und iiber die C-terminale Doméne mit der Gelatinase interagiert.

Uber die Bedeutung der anderen proGelatinase/TIMP-Komplexe ist nicht sehr viel
bekannt. Der proMMP-2/TIMP-4-Komplex spielt ebenfalls eine Rolle bei der Aktivierung
der proGelatinase A, hat aber nicht die gleiche Funktion wie der entsprechende TIMP-2-
Komplex. Fiir den proMMP-9/TIMP-1-Komplex konnte gezeigt werden, dass er wihrend
der proGelatinase-Aktivierung iiber die inhibitorische Doméne des TIMPs mit Stromely-

sin-1 zu einem terndren Komplex interagiert (Ogata et al. 1995).

1.3.5 Aktivierung der proGelatinase A

Seit der Entdeckung der MT1-MMP 1994 durch Sato ef al. und der Beobachtung, dass mit
der MT1-MMP transfizierte COS-Zellen die proGelatinase A aktivieren konnen, hat sich
die membranstindige Aktivierung der proMMP-2 zu einem bedeutenden Forschungsgebiet
entwickelt. Bereits 1995 wurde ein Mechanismus fiir die Aktivierung postuliert, der liber
einen terndren Komplex aus MT1-MMP, TIMP-2 und proGelatinase A verlduft (Strongin
et al. 1995). Hierbei bindet die membranstindige MT1-MMP an den N-Terminus des
TIMP-2, welches dann iiber die C-terminale Doméne mit der proGelatinase A interagiert
(Abbildung 13). Aktiviert wird die proMMP-2 durch eine zweite aktive MT1-MMP, was
zu einem 68 kDa Intermediat fiihrt (Spaltung der Bindung Asn*’-Leu). Die vollstindige
Aktivierung erfolgt durch eine autokatalytische intermolekulare (in frans) Spaltung der
Bindung Asn®-Tyr® (Abbildung 14) (Will et al. 1996, Sato et al. 1996 und Atkinson et al.
1995). Weitere Forschungsergebnisse zeigten aber, dass die membranstiandige Aktivierung
nicht auf dieses Modell beschrinkt ist. Vielmehr sind weitere Faktoren, wie z.B. andere
MT-MMPs, TIMP-4 und o.B;-Integrin, ebenfalls von Bedeutung. Ebenso wurden
verschiedene spezielle Einfliisse, wie die des “MT-loops” und die der Pro-Domine, der

MT1-MMP untersucht.
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Abbildung 13: Ribbon-Struktur eines hypothetischen Modells des terndren Komplexes von
proMMP-2, TIMP-2 und katalytischer Doméne der MT1-MMP (Morgunova et al. 2002).
Diesem Modell liegen die Strukturen des proMMP-2/TIMP-2-Komplexes und des
MT1-MMP/TIMP-2-Komplexes zugrunde. Anfarbung fiir die proMMP-2: Propeptid pink,
katalytische Doméne blau, Fibronektin-dhnliche Doméne griin und H&mopexin-dhnliche
Doméne orange. Anfarbung fiir TIMP-2: N-terminale Domédne rotbraun und C-terminale
Doméne magenta. Die katalytische Doméne der MT1-MMP ist in hellblau dargestellt.

g il o
Zelloberflache

Abbildung 14: Aktivierungsmechanismus der proGelatinase A iiber den terndren Komplex
aus MT1-MMP (blau), TIMP-2 (griin) und proMMP-2 (gelb-rot). Schritt 1: Spaltung zum 68
kDa Intermediat durch zweite aktive MT1-MMP (Spaltung der Bindung Asn*’-Leu); Schritt 2:
Autokatalytische Spaltung in trans zur vollaktivierten 62 kDa Form (Spaltung der Bindung
Asn®-Tyr)

Neben der MT1-MMP konnte eine Aktivierung der proGelatinase A auch durch andere
MT-MMPs gezeigt werden. So konnte die proMMP-2 in vitro durch die katalytischen
Dominen der MT2-, MT4- und MT5-MMP (Wang et al. 1999, Butler et al. 1997, Kolken-
brock et al. 1997 und Llano et al. 1999) sowie die in Sédugetierzellen exprimierten full-
length Enzyme MT2-, MT3-, MT5- und MT6-MMP (Morrisson et al. 2001, Kang et al.
2000, Pei 1999 und Velasco et al. 2000) aktiviert werden. Morrison et al. konnten fiir die
MT2-MMP in vivo zeigen, dass diese die proGelatinase A {iiber einen TIMP-2
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unabhingigen Weg aktiviert. Diese Aktivierung verlduft wesentlich schneller als bei dem
MT1-Mechanismus und kann durch TIMP-2 und TIMP-4 gehemmt werden. Bemerkens-
wert ist allerdings die Tatsache, dass dieser membranstindige Mechanismus abhidngig von
der Hamopexin-dhnlichen Doméne der proMMP-2 ist, da eine C-terminal verkiirzte
proMMP-2-Variante nicht aktiviert wird und ein Uberschuss an isolierter Himopexin-&hn-
licher Doméne zu einer Blockierung der vollstindigen Aktivierung und einer Akkumula-
tion des 68 kDa Intermediats fiihrt (Morrisson et al. 2001). Eine mogliche Erkldrung liegt
in der RGD-Sequenz der Himopexin-dhnlichen Domine der MT2-MMP. Uber diese
Sequenz konnte eine Bindung der MT2-MMP an Integrine erfolgen, die dann wiederum an

die proMMP-2 binden, so wie z.B. das o.;-Integrin an die Himopexin-dhnliche Doméne
der Gelatinase A bindet.

Obwohl TIMP-4 sowohl an die Himopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase A bindet als
auch die MT1-MMP inhibiert, hat es nicht die gleiche Bedeutung fiir die Aktivierung der
proGelatinase A wie TIMP-2. Im Gegensatz zu TIMP-2 fordert TIMP-4 nicht die Aktivie-
rung der proMMP-2, inhibiert allerdings die autokatalytische Degradation der MT1-MMP
und sorgt somit fiir eine Akkumulation der MT1-MMP an der Zelloberflache (Toth et al.
2000). Dieser Effekt kann aber nicht synergistisch genutzt werden, vielmehr reduziert
TIMP-4 bei einer Co-Expression mit TIMP-2 die Rate der proMMP-2 Aktivierung
(Hernandez-Barrantes et al. 2001).

Ein wichtiger Schritt bei der Aktivierung der proGelatinase A ist die autokatalytische in
trans Aktivierung zur 62 kDa Form. Deryugina et al. untersuchten den Einfluss von o [3;-
Integrin auf diesen Aktivierungsschritt. Es stellte sich heraus, dass es in Zellen, in denen
MTI1-MMP und o.f;-Integrin co-lokalisiert sind, zu einer Kooperation dieser beiden
kommt. Hierbei bindet das durch den terndren Komplex und eine aktive MT1-MMP gebil-
dete 68 kDa Intermediat der Gelatinase A an das Integrin und wird dort in trans autokata-
lytisch gespalten. Die 62 kDa Form wird anschlieend in das extrazelluldre Gewebe sezer-
niert. Beglinstigt wird dieser Prozess durch die Tatsache, dass das 68 kDa Intermediat im
Vergleich zur proMMP-2 und 62 kDa Form besonders gut an das Integrin bindet und im
Gegenzug die 62 kDa Form besonders leicht abgegeben wird. Inhibiert wird dieser Prozess
durch Vitronectin, einen potentiellen o,fs-Liganden, der die Bindung des Intermediats an
das Integrin und damit die autokatalytische Aktivierung blockiert (Deryugina et al. 2001).
Eine Besonderheit der Typ I transmembranstindigen MMPs ist eine Insertion von acht

Aminosduren (P'*YAYIREG'” bei der MT1-MMP) in der katalytischen Doméne. Dieser
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sogenannte “MT-loop” hat zwar keinen Einfluss auf die Aktivitit z.B. der MT1-MMP oder
deren Inhibierung durch TIMP-2, beeinflusst aber die Kinetik der Aktivierung der proGe-
latinase A. So bendétigt eine entsprechende Deletionsmutante wesentlich ldnger, um die
proMMP-2 zu aktivieren und die Gesamtmenge aktiver MMP-2 liegt nur bei ca. 50% im
Vergleich zur Wildtyp-Form. Der “MT-loop” beeinflusst hier die Aktivierungsrate durch
eine Interaktion mit der Fibronektin-dhnlichen Domédne der Gelatinase A und iiber die
Assoziationsrate von TIMP-2, indem er die Bindungstasche fiir den AB-Loop von TIMP-2
mit ausbildet (Abbildung 15) (English et al. 2001).

Abbildung 15: Kristallstruktur des MT1-MMP/TIMP-2-Komplexes. In griin dargestellt der
TIMP-2, in blau die katalytische Doméne der MT1-MMP. Rot hervorgehoben der “MT-loop”.
A) Ribbon-Struktur B) Spacefill-Struktur (Fernandez-Catalan et al. 1998)

Von groBBem Interesse ist auch der Einfluss der Pro-Domine der MT1-MMP auf die
Aktivierung der proGelatinase A. Cao et al. konnten zeigen, dass nur mit der latenten
Form transfizierte COS-Zellen in der Lage waren, TIMP-2 an der Zelloberfldche zu binden
und damit die Aktivierung der proMMP-2 zu ermdglichen (Cao et al. 1998). Im Gegensatz
dazu zeigten andere Forschungsgruppen, dass die Pro-Doméne fiir die Aktivierung keine
Funktion besitzt (Jo et al. 2000), sondern vielmehr nur die aktive Form der MT1-MMP die
proGelatinase und damit auch den TIMP binden kann (Lehti et al. 1998). Weiterhin kann
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die Aktivierung der proMT1-MMP durch das Calcium-lonophor Ionomycin inhibiert
werden, wodurch auch die proMMP-2 Aktivierung blockiert wird (Yu et al. 1997 und
Lehti et al. 1998).

Untersuchungen von Itoh ef al. und Lehti ef al. weisen darauf hin, dass eine homophile
Komplexbildung der MTI-MMP iiber ihre Hamopexin-dhnliche Domidne zu einer
Akkumulation an der Zelloberfldche fithrt und damit die Aktivierung der proGelatinase A
erleichtert wird (Itoh et al. 2001, Lehti et al. 2002).

hohe TIMP-2- homophiler
Inhibierung  @fonzentration MT1 Komplexy, Akkumulation
Kkein terniirer TIMP-4 ovB3 o intrans
Komplex Aktivierung
Inhibierung ~ g-lonomycin_ _MTMMPs  alternative
MT1-Aktivierung Aktivierungen

kein ternirer ‘PYOMTl'MMP

"MT-loop" .
Komplex —l AKktivierungsrate

Abbildung 16: Ubersicht der positiven und negativen Einfliisse auf die Aktivierung der
proGelatinase A.

1.3.6 Interaktionen der Gelatinasen mit Integrinen

Die Integrine sind eine Familie von Membranrezeptoren, die aus o- und B-Untereinheiten
bestehen. Insgesamt bilden 15 o- und 8 P-Einheiten mehr als zwanzig verschiedene
Heterodimere. Die Integrine regulieren die Interaktion zwischen den Zellen und der extra-
zelluldren Matrix und beeinflussen so die Organisation von Zellen in Organen und
Geweben wihrend des Wachstums, aber auch die Zell-Differenzierung und Proliferation.
Eine wichtige Rolle kommt den Integrinen auch bei pathologischen Prozessen, wie z.B. bei
der Tumormetastasierung, Herzerkrankungen und der rheumatoiden Arthritis zu.

Einige Integrine interagieren mit ihrem Bindungspartner iiber eine RGD-Sequenz und
benotigen fiir die Ligandenbindung zweiwertige Kationen wie Ca**, Mn*" oder Mg**, die

die Bindungsaffinitét unterschiedlich beeinflussen.
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Neben der schon angesprochenen Bedeutung des o.[3;-Integrins bei der Aktivierung der
proMMP-2 kommt diesem Integrin eine besondere Bedeutung im Tumorgeschehen zu. So
zeigten Brooks ef al., dass die aktive Gelatinase A bei invasiven Zellen an der Zelloberfli-
che lokalisiert ist. Dabei kommt es zu einer Interaktion von o,f;-Integrin mit der MMP-2
iiber die Himopexin-dhnliche Doméne. In weiteren Untersuchungen konnte die Bindung
zwischen Integrin und MMP-2 durch Zugabe der isolierten Hamopexin-dhnlichen Doméne
blockiert werden. Dieses inhibierte die kollagenolytische Aktivitit, verhinderte die Neubil-
dung von BlutgefaBBen und minimierte das Tumorwachstum (Brooks et al. 1996 und 1998).
Ebenso fiihrt eine Unterdriickung der MMP-2/a.,35-Interaktion durch organische Molekiile
zur Inhibierung der Angiogenese und des Tumorwachstums (Silletti et al. 2001). Deryu-
gina et al. konnten zeigen, dass die Affinitdt zwischen der Gelatinase und diesem Integrin
durch eine Modifizierung der B;-Untereinheit durch die MT1-MMP noch verbessert wird
(Deryugina et al. 2000). Zu beachten ist bei diesen Befunden, dass die Himopexin-ahnli-
che Domiéne der Gelatinase A keine RGD-Sequenz enthélt, und somit ein anderer
Bindungsmechanismus vorliegen muss.

Im Gegensatz zur Gelatinase A ist liber die Wechselwirkung von Gelatinase B und Integri-
nen nur sehr wenig bekannt. Agrez et al. haben allerdings nachgewiesen, dass bei
Dickdarmkrebs eine o.¢-Integrin Expression zu einer erhohten Sekretion der MMP-9

fithrt und mit der Progressivitdt des Tumorgeschehens korreliert (Agrez et al. 1999).
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1.4 Biomolekulare Interaktionsanalyse

Die biomolekulare Interaktionsanalyse (BIA) ermdglicht seit ca. 1990 die Bindungsstudie
von Biomolekiilen. Die besonderen Vorteile dieser Messtechnik liegen in den geringen
Protein- oder DNA-Mengen, die bendtigt werden, der Bindungsstudie in Echtzeit, der
groflen Vielzahl von messbaren Molekiilklassen und der Tatsache, dass keine Markierung
der Biomolekiile fiir die Messung notwendig ist. Detektiert wird die Interaktion durch die
Oberfldchen-Plasmonresonanz (SPR).

Das Prinzip dieser Messung besteht darin, dass bei der totalen inneren Lichtreflektion an
der Grenzfliche von Medien mit unterschiedlichen Brechungsindizes (Carboxydextran-
Matrix und Glasschicht) sogenannte evaneszierende Wellen auftreten. Diese konnen
Oberflachenelektronen (“surface plasmons”) einer diinnen Goldschicht, die zwischen Glas
und Matrix liegt, in Schwingungen versetzen. Diese Resonanz bedingt eine Abnahme der
Lichtintensitiit des reflektierten Lichts, diese Anderung wird bei der Oberflichen-Plasmon-
resonanz bestimmt. Fiir Licht einer bestimmten Wellenldnge ist diese Resonanz abhéngig
von einer Funktion aus dem Winkel des eingestrahlten Lichts und dem Brechungsindex der
Matrix. Somit kommt es bei einem SPR-Experiment bei einer Anderung des Brechungsin-
dexes aufgrund von Wechselwirkungen an der Matrix zu einer Anderung der winkelabhén-

gigen Lichtintensitdt (Abbildung 17) (Hall 2001).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung eines BIA-Systems (modifiziert nach Jager 2001).
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Bindet ein Analyt an die Ligandenmatrix, so &ndert sich mit der Masse auch der
Brechungsindex. Somit besteht ein Zusammenhang zwischen der detektierten Oberfld-
chen-Plasmonresonanz und der Massendnderung der Sensorchipmatrix. Dabei entspricht
ein Massenunterschied von einem Picogramm/mm? einer Anderung des Messsignals um
eine “response unit” (RU).

Jede BIA-Analyse besteht aus drei Schritten: Zuerst wird ein Biomolekiil, der sogenannte
Ligand, mit der Sensorchipoberfliche kovalent verkniipft (immobilisiert). Es folgt die
eigentliche Bindungsstudie bestehend aus der Assoziation der beiden Bindungspartner und
der folgenden Dissoziation des Komplexes. AbschlieBend wird die Chipoberfldche regene-
riert, indem der restliche Komplex durch Reagenzien abgebaut wird. Der gebundene
Ligand sollte dabei unbeeinflusst bleiben, so dass die immobilisierte Chipoberfldche
mehrfach benutzt werden kann.

Da die Bindungskurve, das sogenannte Sensorgramm, eine Auftragung der “response
units” gegen die Zeit darstellt (Abbildung 18), ermodglicht die BIA-Analyse nicht nur die
Aussage, ob iiberhaupt eine Bindung stattfindet, sondern auch eine gezielte Bestimmung

von kinetischen Daten (Morton et al. 1995).

RU 4

Regeneration

Abbildung 18: Sensorgramm. Der Kurvenverlauf zeigt den Signalanstieg wahrend der Injek-
tion des Analyten (Assoziation) und den Abfall aufgrund der Dissoziation des Komplexes. Die
Kastchen zeigen den jeweiligen Zustand am Sensor-Chip (modifiziert nach Jager 2001).
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Kapitel 2 Zusammenfassung der Arbeit

Die Matrix Metalloproteinasen, eine Familie von Zink-abhdngigen Enzymen, degradieren
in Kombination alle Komponenten der extrazelluliren Matrix. Daher sind sie in vielen
physiologischen und pathologischen Prozessen, wie z.B Wachstum, Wundheilung,
rheumatoide Arthritis und Tumormetastasierung, von entscheidender Bedeutung.

In dieser Familie nehmen die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-9) eine Sonderstel-
lung ein. Diese beruht hauptsichlich auf der zusitzlichen Fibronektin-dhnlichen Doméne
und der Moglichkeit einer Interaktion von latenten Gelatinasen mit ihren natiirlichen
Inhibitoren, den TIMPs. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten fiir unterschiedliche
Doménen Expressionssysteme etabliert und die rekombinanten Proteine weiter charakteri-
siert werden.

Fiir die Fibronektin-dhnliche Domidne der Gelatinase A stand ein etabliertes Expressions-
system in E. coli zur Verfiigung (Stute 1998). Hierauf aufbauend wurde diese Domine im
GroBmalstab exprimiert und mittels RedOx-"shuffling”-System und Affinitdtschromato-
graphie an Gelatin-Sepharose aktiviert und gereinigt. Durch dieses effiziente Verfahren
konnten mehrere Chargen mit unterschiedlichen Pufferzusamensetzungen produziert und
dem Max-Planck-Institut in Martinsried zur Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse zur
Verfiigung gestellt werden.

Um den Einfluss einer Glykosylierung auf die Stabilitidt der katalytischen Doméne der
Gelatinase B zu evaluieren, konnte ein Expressionssystem in Pichia pastoris erfolgreich
etabliert werden. Hierfiir wurde mittels PCR die codierende cDNA amplifiziert und nach
Subklonierung in E. coli das Genfragment in den Hefe-Expressionsvektor pPICZaA
einkloniert. Nach erfolgreicher Transformation verschiedener Pichia pastoris Stimme
konnte die Expression der gewiinschten Domine mittels Western-Blot nachgewiesen
werden. Parallel zur Wildtyp-Form der katalytischen Doméane wurde ebenfalls eine poten-
tiell inaktive Mutante (Glu***Gln, Leu*’Ala) kloniert und exprimiert.

Die Expressionsanalyse zeigte bei beiden Varianten sowohl die Expression des gewliinsch-
ten Monomers als auch die eines Dimers. Ein Aktivititstest mittels Gelatin-Zymogramm
wies eine Substratdegradierung fiir die Wildtyp-Form und die Mutante aus. Die autopro-

teolytische Degradierung wéhrend der Reinigung mittels Ionenaustauschchromatographie
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und Gelfiltration verdeutlicht den nicht ausreichenden Schutz der Glykosylierung fiir die
Stabilitdt der rekombinanten Doméne.

Fiir die Himopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase A stand ein etabliertes Expressions-
system in E. coli zur Verfligung (Stute 1998). Aufgrund der Isolierung des Proteins aus
“inclusion bodies” und anschlieBender Reinigung unter denaturierenden Bedingungen
sollte eine geeignete Methode zur Uberfiihrung in die native Konformation entwickelt
werden. Unter Verwendung verschiedener Verfahren (stufenweise Dialyse gegen nicht-de-
naturierenden Puffer und RedOx-"shuffling”-System) konnte keine Komplexierung mit
TIMP-2 und damit eine Bestédtigung der nativen Konformation der Himopexin-dhnlichen
Doméne nachgewiesen werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde zusétzlich fiir die Hamopexin-dhnlichen Domédnen der
Gelatinasen A und B ein Expressionssystem in Pichia pastoris erfolgreich etabliert.
Mittels PCR wurden die codierenden cDNAs amplifiziert und im Anschluss an eine

Subklonierung in E. coli die Genfragmente in den Hefe-Expressionsvektor pPICZaA

einkloniert. Nach erfolgreicher Transformation verschiedener Pichia pastoris Stimme
konnte die Expression der gewiinschten Doménen mittels SDS-PAGE und N-terminaler
Aminosduresequenzierung nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Hdmopexin-&dhnlichen Doménen
und den “tissue inhibitors of metalloproteinases” (TIMPs) wurde eine biomolekulare Inter-
aktionsanalyse (BIA) durchgefiihrt. Die Analyse der hierbei bestimmten Assoziations- und
Dissoziationskurven ergab fiir die Komplexe 72-Ham/b-TIMP-2 und 92-Ham/TIMP-1
jeweils einen zweistufigen Bindungsmechanismus. Dieses Ergebnis steht zwar im Gegen-
satz zu dem von Olson et al. veroffentlichten Einstufen-Mechanismus (Olson et al. 1997),
stimmt aber mit der von Morgunova et al. bestimmten Kristallstruktur des Komplexes
proMMP-2/TIMP-2 {iiberein (Morgunova et al. 2002). Parallel zur Untersuchung des
Bindungsmechanismus konnten die Dissoziationskonstanten (Kgq) mit 170 nM fiir
72-Ham/b-TIMP-2 und 5,5 nM fiir 92-Ham/TIMP-1 bestimmt werden.

Hierzu erginzend wurde ebenfalls eine biomolekulare Interaktionsanalyse fiir den
Komplex proMMP-9/TIMP-1 durchgefiihrt. Dieses System unterscheidet sich grundlegend
von den anderen. Zum einen wird dieser Komplex in einem dreistufigen Bindungsmecha-
nismus gebildet und zum anderen zeigt der Komplex kaum eine Dissoziation.

Im Gegensatz zu den bekannten Komplexen 72-H&m/TIMP-4 und 72-Ham/o.f;-Integrin

konnten keine entsprechenden Komplexe mit der Hadmopexin-dhnlichen Domine der
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Gelatinase B nachgewiesen werden. Weiterhin konnte keine Wechselwirkung zwischen
92-Hém und dem o,Bs-Integrin identifiziert werden.

Erginzend zur Komplexbildung auf einer Sensorchipoberflidche bei der Interaktionsanalyse
wurde ein Verfahren zur Bereitstellung des 92-Ham/TIMP-1-Komplexes etabliert. Hierbei
werden die Proteine zuerst komplexiert und anschlieBend wird der entstandene Komplex
iiber eine Gelfiltrationssdule isoliert.

Mit diesen Ergebnissen leistet die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum
Verstindnis einzelner Gelatinase-Doménen in Bezug auf Struktur, Stabilitdt und Interak-

tion mit potentiellen Bindungspartnern.
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Kapitel 3 Experimenteller Teil

3.1 Kultivierung von Zellen

Bei der Kultivierung von E. coli Bakterien muss mit sterilen Materialien gearbeitet
werden, um eine Kontamination mit anderen Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Alle
Medien, Reaktionsgefile und Materialien werden vor Gebrauch autoklaviert und
thermisch labile Substanzen sterilfiltriert. Die eingesetzten Bakterienstimme sind durch-
weg Sicherheitsstimme, die bestimmte Stoffwechseldefekte aufweisen und daher nur im

Vollmedium tiberleben.

3.1.1 Escherichia coli

Uber-Nacht-Kulturen dienen zur Herstellung frischer Zellkulturen eines Stammes oder der
Plasmid-Anreicherung. Da alle verwendeten Plasmide eine Ampicillin-Resistenz aufwei-
sen, werden nur die gewlinschten E. coli Zellen vermehrt (Sambrook et al. 1989).
Zellkulturen konnen bei -20°C oder -80°C iiber einen langeren Zeitraum gelagert werden.
Um eine Zerstorung der Zellen durch Kristallisation des Mediums zu verhindern, wird der
Gefrierkultur Glycerin zugesetzt (Sambrook et al. 1989).

Mischkolonien lassen sich mit Hilfe eines Einzelkolonieausstrichs selektieren. Die Bakte-

rienstimme werden hierfiir mit einer sterilen Platindse ausgestrichen.

3.1.2 Pichia pastoris

Die Kultivierung von Pichia pastoris Stimmen erfolgte nach Benutzerhandbuch (EasySe-
lect™ Pichia Expression Kit, Invitrogen, NL). Die verwendeten Stémme wurden in Kultur-
kolben 16-20 Stunden bei 28°C unter Schiitteln (150 rpm) kultiviert. Zur Langzeitlagerung
werden die Kulturen mit 50% Glycerin bei -20°C oder -80°C tiefgefroren.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR konnen sehr geringe Mengen eines DNA-Fragmentes vervielféltigt
werden (Saiki et al. 1988). Neben einer DNA-Polymerase werden hierfiir zwei Oligonu-
kleotide (“primer”) benoétigt, die sich antiparallel zueinander an die Einzelstringe der
DNA-Matrix anlagern. Zu Beginn der Polymerasekettenreaktion wird der DNA-Doppel-
strang zu Einzelstringen denaturiert, an die bei nachfolgender Abkiihlung die Oligonu-
kleotide iiber homologe Basenpaarung hybridisieren (‘“annealing”). Die “primer” dienen
der DNA-Polymerase als Startpunkt fiir die DNA-Neusynthese, die unter Verwendung
zugegebener Nukleotide komplementidr zum jeweiligen “template”-Strang erfolgt. Eine
mehrmalige Wiederholung dieser Reaktionsschritte fiihrt zu einer exponentiellen Anrei-
cherung der durch die Oligonukleotide begrenzten DNA-Fragmente. Hierbei sind die
Fragmentenden durch die 5'-Enden der “primer” charakterisiert, so dass durch diese eine
Einfilhrung von Restriktionsschnittstellen sowie eines Start- und Stopp-"codons” moglich

ist (Mullis 1990).

Folgendes allgemeines Programm wurde fiir die PCR verwendet. Die entsprechende

“annealing”-Temperatur ist abhdngig von der Schmelztemperatur der Oligonukleotide.

» 1 min 95°C Denaturierung

» 39 Zyklen: - 45 s 95°C Denaturierung

> - 30 s X°C + 0,2°C / Zyklus “annealing”
> -30s 72°C + 1 s/ Zyklus Polymerisation
» 10 min 72°C Extension

»  4°C

X = individuelle “annealing”-Temperatur
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3.2.2 DNA-Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese erfolgt eine Auftrennung von DNA-Fragmenten aufgrund ihres
Molekulargewichtes. Dabei wandern im elektrischen Feld die negativ geladenen
DNA-Fragmente in linearer Abhangigkeit ihrer Grof3e zur Anode (Sambrook et al. 1989).
Die doppelstringige DNA ist mittels planarer, aromatischer Kationen wie z.B. Ethidium
(5-Ethyl-3,8-diamino-6-phenyl-phenanthridinium) leicht anzufdrben. Dieser Farbstoff
lagert sich in die DNA ein und kann dann mit UV-Licht geeigneter Wellenlinge zur
Fluoreszenz angeregt werden.

Die DNA-Gelelektrophorese wird hauptsichlich zur Uberpriifung der GroBe sowie der
Reinheit von DNA-Fragmenten durchgefiihrt. Weiterhin kann die Elektrophorese zur
Restriktionsanalyse oder mit anschlieBender Elution der DNA-Fragmente zur Reinigung
eingesetzt werden.

Die Grof3e von DNA-Fragmenten wird mit Hilfe eines DNA-Vergleichsstandards ermittelt.
Die verwendete 1 kb-Leiter enthdlt DNA-Fragmente folgender definierter Grofen:

12216 bp 7126 bp 2036 bp 394 bp
11198 bp 6108 bp 1635 bp 344 bp
10180 bp 5090 bp 1018 bp 298 bp
9162 bp 4072 bp 516 bp 220 bp
8144 bp 3054 bp 506 bp 200 bp

3.2.3 Reinigung amplifizierter DNA

Die Reinheit von Nukleinsduren ist in der Gentechnik von besonderer Bedeutung. Nach
einer PCR muss die amplifizierte DNA von unerwiinschten Nebenprodukten sowie Primer-
resten, Paraffin, Polymerasen und dNTP-Resten gereinigt werden. Diese Verunreinigungen
wiirden spéter eine Klonierung erschweren oder sogar zu falschen Ergebnissen fiithren.

Bei der Reinigung nach einer PCR wird die Bindung von DNA-Fragmenten in stark
salzhaltigen Puffern an Silikat-Membranen ausgenutzt. Fragmente kleiner 100 bp, wie z.B.
"PCR-primer", binden nicht an die Membran und kénnen durch verschiedene Wasch-

schritte entfernt werden. Die Elution der DNA erfolgt mit bidestilliertem Wasser.
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3.2.4 Klonierung mittels '"TA cloning"

Das "TA cloning" wurde speziell zur Klonierung von PCR-Produkten entwickelt. Mit
Hilfe dieser Technik ist die direkte Insertion von PCR-Amplifikaten ohne vorhergehende
enzymatische Modifikation in spezielle Vektorsysteme moglich. Das "TA cloning" arbeitet
unter Ausnutzung der "template"-unabhingigen Polymerase-Aktivitit, die in der PCR zur
Addition eines Adenosins am 3’-Ende der Amplifikate fiihrt. Wird bei der PCR eine
Polymerase mit 3'—5"-Exonukleaseaktivitit verwendet, die am Amplifikat kein {iberhin-
gendes Adenosin addiert, ist vor der Ligation eine Polymerase-Nachbehandlung erforder-
lich. Der 3’-A-Uberhang dient zur Einfiihrung der PCR-Produkte in linearisierte Vektoren
mit 3’-T-Uberhang. Unter Verwendung der 74-Ligase werden die komplementiren Enden
miteinander verkniipft. Eine Transformation kompetenter E. coli Zellen mit dem konstru-

ierten Plasmid kann sofort angeschlossen werden.

3.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Mit Hilfe des Enzyms Lysozym werden die Zellen unter geeigneten Bedingungen aufge-
brochen, die Plasmide von weiteren E. coli Bestandteilen separiert und gereinigt
(Sambrook et al. 1989, Winnacker 1990). Je nach gewlinschter Qualitit konnen zur
DNA-Isolierung verschiedene Methoden angewendet werden.

Bei der alkalischen Mini-Lyse werden die E. coli Zellen zunichst lysiert und im alkali-
schen Milieu die genomische DNA denaturiert (Birnboim & Doly 1979). Durch Zentrifu-
gation erfolgt eine Isolierung der Plasmid-DNA, die durch Phenolextraktion und Ethanol-
fallung gereinigt wird.

Handelsiibliche “plasmid isolation kits” wurden entwickelt, um sehr saubere, insbesondere
zur Sequenzierung geeignete DNA zu erhalten. Das Verfahren stellt eine modifizierte
alkalische Mini-Lyse dar. Das Reinigungsprinzip basiert auf der Fahigkeit von Plasmiden,
in salzhaltigen Puffern an Silikat-Matrices zu binden. Somit kann nach der Zell-Lyse im
basischen Milieu die Plasmid-haltige Losung direkt iiber die Silikat-Sdulen gereinigt
werden. Die DNA-Féllung und vor allem die giftige Phenolisierung entfallen bei dieser

Methode.
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3.2.6 Klonierungsexperimente

Fiir das Einbringen eines Genabschnitts in einen Klonierungsvektor und dessen anschlie-
Bende Vermehrung in E. coli sind neben den bereits angesprochenen weitere Klonierungs-
experimente erforderlich (Winnacker 1990).

Durch geeignete Restriktions-Endonukleasen lassen sich Plasmide in eine spezifische
Vektor- und "insert"-DNA spalten. Diese Restriktions-Endonukleasen erkennen auf
DNA-Doppelstrangen bestimmte palindrome Sequenzen, die von ihnen hydrolysiert
werden (Sambrook et al. 1989).

Die Gelextraktion stellt eine schnelle und effektive Methode zur Isolierung und Reinigung
von DNA aus Agarosegelen dar. Handelsiibliche “kits” machen sich wiederum die
Bindungseigenschaften von DNA-Fragmenten an Silikat-Séulen zunutze.

Bei der Ligation wird eine Phosphodiester-Bindung zwischen benachbarten 3’-Hydroxy-
und 5’-Phosphatenden gebildet. Katalysiert wird dieses durch die DNA-Ligase aus dem
Phagen 74 (Ferretti & Sgaramella 1981). Man verwendet einen drei- bis fiinffachen
Uberschuss an "insert" gegeniiber dem Vektor. Das erhaltene Ligationsgemisch wird direkt

zur anschlieBenden Transformation eingesetzt.

3.2.7 Transformation von Escherichia coli

Voraussetzung fiir die Einflihrung rekombinanter Plasmid-DNA in Wirtszellen ist die
Uberfithrung der E. coli Zellen in einen kompetenten Zustand, der zur Aufnahme von
Fremd-DNA befahigt. Durch darauffolgende Transformation wird die Plasmid-DNA in die
Zellen eingefiihrt.

Durch eine Behandlung der E. coli Zellen mit CaCl,-Losung werden diese fiir eine leichte
Aufnahme der Plasmid-DNA vorbereitet (Sambrook et al. 1989, Tang et al. 1994, Hanahan
1985).

Transformationskompetente E. coli Zellen kdnnen an ihrer Oberfldche Plasmide adsorbie-
ren, die durch Hitzeimpulse die Zellmembran passieren (Mandel & Higa 1970). Dieser
Effekt wird durch Zusatz von reduzierenden Agenzien verstdrkt. Im Vollmedium werden
die transformierten Bakterienzellen regeneriert und anschliefend auf einem Antibiotikum-

Selektionsmedium ausgestrichen. Durch die Aufnahme der Plasmid-DNA erlangen die



Kapitel 3 Experimenteller Teil Seite 41

E. coli Zellen eine Antibiotika-Resistenz, die ein Wachstum auf diesem Medium
ermoglicht.

Bei Vektoren, die liber das /acZ-Gen verfiigen, ist eine erste Selektion korrekt transfor-
mierter E. coli Zellen mit Hilfe des X-Gal-Tests moglich. Mit Hilfe dieses Tests konnen
Transformanden, die ein Plasmid mit integrierter DNA aufgenommen haben, von negati-
ven Transformanden mit religiertem Plasmid-Vektor differenziert werden (Sambrook et al.
1989, Winnacker 1990).

Zur ldentifizierung positiver Transformanden miissen spezifische Nachweisreaktionen
eingesetzt werden, die Aussagen iiber die transformierten Plasmide zulassen (Winnacker
1990). Ein méglicher Nachweis einer positiven Klonierung erfolgt durch eine Restrikti-
onsanalyse, bei der Restriktionsenzyme die Plasmid-DNA hydrolysieren und durch
anschlieBende Gelelektrophorese eine GroBenbestimmung der DNA-Fragmente stattfindet

(Gray et al. 1985).

3.2.8 Transformation von Pichia pastoris

Voraussetzung fiir das Einbringen einer rekombinanten Fremd-DNA in Pichia pastoris
Zellen ist ebenfalls die Uberfiihrung der Zellen in einen kompetenten Zustand, der sie zur
Aufnahme einer linearen DNA befdhigt. Die durch Hitzeimpulse eingefiihrte lineare
Fremd-DNA ist in der Lage, iiber homologe Sequenzen in das Genom von Pichia pastoris
zu integrieren. Nach Regeneration der transformierten Zellen im Vollmedium erfolgt die
Selektion positiver Transformanden auf einem Antibiotikum-Selektionsmedium. Hier
sollten nur korrekt transformierte Zellen wachsen, die durch die integrierte Vektor-DNA
eine entsprechende Antibiotikum-Resistenz erlangt haben.

Zur Integration der Fremd-cDNA in den AOXI-Locus des Hefegenoms wurde der verwen-

dete pPICZoA-Vektor mit der Restriktionsendonuklease Sacl bzw. Pmel geschnitten

(Clare et al. 1991). Die Transformation der Hefestimme erfolgte mittels Lithiumchlorid-
Methode bzw. “EasyComp™ Transformation”-Methode nach Benutzerhandbuch. Nach der
Transformation mit dem Zeocin-Resistenz vermittelnden Vektor erfolgte die Anzucht der
Transformanden auf YPDS-Zeocin-Platten (EasySelect™ Pichia Expression Kit, Invitro-

gen, NL).
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3.2.9 Expression rekombinanter Proteine

3.2.9.1 Escherichia coli

Mit Hilfe der Gentechnik lassen sich Proteine in Wirtsorganismen herstellen. Die Expres-
sion gewiinschter Proteine in E. coli ermoglicht die Gewinnung in groleren Mengen. Ein
Nachteil besteht jedoch in der Tatsache, dass die Proteine hdufig in denaturierter Form
isoliert werden und anschlieBend aktiviert werden miissen (Fischer et al. 1993).

Die Genexpression der Proteine im E. coli Wirtsorganismus erfolgt mittels Vektoren des
pET-Systems. Dieses System ermoglicht eine Kontrolle der Expression durch /ac-Repres-
soren und -Promotoren, die mit Induktoren wie dem Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) regulierbar sind. Vor der Induktion verhindert der lac-Repressor durch Bindung an
die UVS5-Promotorregion die Transkription des 77-Polymerasegens. Durch Zugabe von
IPTG wird der /ac-Repressor inaktiviert und gleichzeitig der lac-UV5-Promotor angeschal-
tet. Dies wiederum fiihrt zur Synthese der 77-Polymerase, die durch Anlagerung an den
T7-lac-Promotor die Expression des entsprechenden Gens induziert (Studier & Moffatt
1986).

Zu Testzwecken werden rekombinante Proteine im kleinen Maf3stab exprimiert. Hierbei
werden positiv identifizierte E. coli Transformanden auf ihre Fahigkeit zur Proteinexpres-
sion iiberpriift (Studier & Moffatt 1986, Sambrook et al. 1989).

Zur Herstellung groBerer Mengen rekombinanter Proteine werden expressionsfdhige E.
coli Kulturen im Grofmafstab hergestellt. Die Zellen werden bis zu einer optischen Dichte
von 0,6 - 0,8 kultiviert, bevor die Expression der Gene induziert wird. Zur Maximierung
der Proteinproduktion werden die induzierten E. coli Zellen mehrere Stunden inkubiert.
Zur Kontrolle der Expression werden der Kultur in addquaten Zeitabstinden vor und nach
der Induktion Proben entnommen. Die Bakterien-Suspension wird zentrifugiert, die
Proteine denaturiert und die so erhaltenen Proben zur Polyacrylamid-Gelelektrophorese
eingesetzt.

Die Synthese rekombinanter Proteine im E. coli Wirtsorganismus erfolgt mit anschlieBen-
der intrazelluldrer Sekretion. Haufig werden die Proteine in denaturierter Form als unlosli-
che Proteinaggregate ("inclusion bodies", IBs) abgelagert. Durch Zellaufschluss mit Hilfe

von Lysozym und anschlieBenden Waschschritten lassen sich die "inclusion bodies"



Kapitel 3 Experimenteller Teil Seite 43

isolieren. Diese werden dann durch denaturierende und reduzierende Reagenzien aufge-

schlossen (Auerswald et al. 1988, Kleine et al. 1993).

3.2.9.2 Pichia pastoris

Pichia pastoris besitzt als methylotrophe Hefe die Moglichkeit, Methanol als einzige
Kohlenstoffquelle tiber die Alkoholoxidase zu verwerten. Dieses Enzym wird wéhrend der
Verstoffwechslung von Glucose oder Glycerin als Kohlenstoff- und Energiequelle in der
Zelle nicht exprimiert. Somit kann der Promotor der Alkoholoxidase als starker gentech-
nisch induzierbarer Promotor durch den Wechsel von Glycerin-haltigem auf Methanol-hal-
tiges Kulturmedium eingesetzt werden (Ellis et al. 1985, Cregg & Madden 1988, Koutz et
al. 1989, Sreekrishna & Kropp 1996).

Rekombinante Proteine konnen mit P. pastoris sowohl cytosolisch als auch in sezernierter
Form hergestellt werden. Die cytosolische Expression findet eigentlich nur Anwendung,
wenn das rekombinante Protein auch im urspriinglichen Wirt im Cytosol vorkommt.
GroBBere Bedeutung hat dagegen die sekretorische Expression nativer Glykoproteine, da
die endstdndige Mannosylierung und das damit verbundene Risiko der Hyperglykosylie-
rung in P. pastoris weitaus weniger ausgepragt ist als bei anderen Hefen (Tschopp et al.,

1987).

Fiir die Sekretion von Proteinen ins Kulturmedium ist auf dem Vektor pPICZaA die S.
cerevisiae 0-Faktor-Priprosignalsequenz verantwortlich. Diese wird nach der Erkennungs-

sequenz ELR durch die Protease KEX2 im Golgiapparat abgespalten, insbesondere wenn
nach dem R die Dipeptidwiederholung EAEA folgt. Diese wird wiederum durch die
Dipeptidylpeptidase STE13 des Golgiapparates abgespalten (Cregg et al. 1993, Scorer et
al. 1993).

Primirsequenzen, die von P. pastoris als zu glykosylierende Stellen erkannt werden, sind
Asn-X-Ser/Thr. Hier findet im endoplasmatischen Retikulum die N-Glykosylierung des
Mannose-Typs statt, bei der 8-14 Mannose-Reste pro Oligosaccharidkette posttranslational
an das Protein angefiigt werden (Grinna und Tschopp, 1989).

Die transformierten Hefezellen wurden in BMGY-Wachstumsmedium angezogen und die
Expression durch Wechsel auf BMMY-Medium induziert (EasySelect™ Pichia Expressi-
on Kit, Invitrogen, NL). Zur Expressionskontrolle wurden in Tagesabstinden Proben

entnommen und diese mittels SDS-PAGE analysiert.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Gelelektrophorese in Polyacrylamid-Gelen (PAA-Gelen) ist eine der effektivsten
Methoden zur Trennung von Makromolekiilen sowie zur Molekulargewichtsbestimmung
von Proteinen. Die Elektrophorese wird meist in Gegenwart eines Uberschusses an Natri-
umdodecylsulfat (SDS) durchgefiihrt. Dieses lagert sich an hydrophobe Regionen der
Proteine an, wodurch diese maximal negativ aufgeladen werden und im elektrischen Feld
unabhingig von ihrer eigenen Ladung wandern (Laemmli 1970).

Die Gelmatrix wird in einer radikalischen Polymerisation aus Acrylamid mit N,N’-Methy-
lenbisacrylamid als Quervernetzer hergestellt. Die Porengrof3e kann durch Variation der
Acrylamidkonzentration gesteuert werden. Die Polymerisation wird durch Zugabe von
Ammoniumperoxodisulfat (APS) gestartet. Auspolymerisierte Gele werden als Gelmatrix
verwendet. Die Trennung der Proteingemische wird bei konstanter Stromstérke von 40 mA
durchgefiihrt.

Die Proteinproben werden mit 30% (v/v) Laemmli-Puffer versetzt. Durch das enthalte-

ne B-Mercaptoethanol werden die Disulfidbriicken in den Proteinen reduziert und globu-

lare Proteine dissoziiert. Schwerlosliche Proteine werden zusitzlich durch Erhitzen auf
100°C fiir 10 min denaturiert. Bei Proteinen, die keine Disulfidbriicken enthalten, kann auf

B-Mercaptoethanol verzichtet werden.

Die Wanderungsgeschwindigkeit SDS-markierter Proteine im PAA-Gel ist ihrer Grof3e
direkt proportional. Bei der PAA-Gelelektrophorese wird als Eichsubstanz ein Proteinge-
misch mit genau definierten Molmassen verwendet (Weber & Osborne 1969). Der verwen-

dete LMW-Marker enthilt folgende Proteine:

Phosphorylase B (Kaninchenmuskel) 94.000 Da
Rinderserumalbumin (Rinderserum) 67.000 Da
Ovalbumin (Eiweil3) 43.000 Da
Carboanhydrase (Rinder-Erythrocyten) 30.000 Da
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (Sojabohnen)  20.100 Da
o-Lactalbumin (Kuhmilch) 14.400 Da

Je nach Konzentration bzw. verwendeter Menge an Protein werden zwei Methoden zur

Féarbung von Proteinbanden in PAA-Gelen verwendet. Hochkonzentrierte Proteine werden
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mit "Coomassie Blue" nachgewiesen; geringer konzentrierte Proteine werden mit Silber
angefarbt. Die "Coomassie Blue"-Farbung beruht auf einer Reaktion des Farbreagenzes
mit den NH,-Gruppen der Lysin-Seitenketten und den freien N-Termini der Proteine. In
alkoholischer Losung lagert sich der Farbstoff an die denaturierten Proteine an. Nach
Auswaschen von liberschiissigem "Coomassie Blue" lassen sich die Proteine nachweisen
(Schiagger et al. 1988). Die Silberfairbung basiert auf der Komplexbildung zwischen
Ag(I)-Ionen und aciden Seitenketten der Proteine. Diese werden im PAA-Gel reduziert
und unter sauren Bedingungen mit den Ag(I)-lonen komplexiert. Im basischen Milieu
werden die Kationen in Gegenwart von Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert und

die Proteine in der Gelmatrix angefarbt (Heukeshoven & Dernick 1988).

3.3.2 Automatisierte Protein-Sequenzierung

Durch ein "blotting" wird das Protein im elektrischen Feld auf eine Membran transferiert
und mit "Coomassie Blue" detektiert (Xu & Shively 1988). Die anschlieBende Protein-Se-
quenzierung mittels Edman-Abbau dient der Bestimmung der N-terminalen Aminosaure-
Sequenz von Proteinen (Edman & Begg 1967). Die automatisierte Bestimmung der AS-Se-
quenz wird in einem Fliissigphasen-Sequenzer durchgefiihrt. Der eigentliche Edman-Ab-
bau erfolgt hierbei in einem Eluatreaktor. Die zu analysierende Probe wird auf einer
Membran in den Reaktor eingebracht und dort mit Phenylisothiocyanat (PITC) umgesetzt.
Die N-terminale AS des Proteins zyklisiert mit dem gekuppelten PITC zum Phenylthiazo-
linon-Derivat (PTZ) unter gleichzeitiger Abspaltung vom Restpeptid. Im nachgeschalteten
Konverter wird das PTZ zum stabileren Phenylthiohydantoin-Derivat (PTH) umgelagert.
Die PTH-AS wird "online" im RP-HPLC-System mit einer C;s-Sdule aufgetrennt und kann
durch Vergleiche mit AS-Standards identifiziert werden (Reinke et al. 1991, Fischer
1992).

3.3.3 Waestern Blot

Beim Western-Blot werden elektrophoretisch fraktionierte Proteine aus der Gelmatrix auf
eine PVDF-Membran iibertragen. Die Detektion der auf der Membran adsorbierten

Proteine erfolgt in einer immunologischen Nachweisreaktion. Zunéchst erkennt ein
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spezifischer Antikdrper das Zielprotein auf der Membran. Ein zweiter Antikorper, der mit
Alkalischer Phosphatase konjugiert ist, reagiert mit dem Immunkomplex {iber den F.-Teil
des ersten Antikorpers. Die an den zweiten Antikorper gekoppelte Alkalische Phosphatase
katalysiert die Umwandlung der 16slichen Farbstoffe BCIP und NBT zu einem gefarbten
Prizipitat aus Indigo und Diformazan, wodurch die Proteine an der Membran detektiert

werden (Langone & Vunakis 1982, Blake et al. 1984).

3.3.4 Reinigung rekombinanter Proteine

Die Reinigung von Proteinen beruht auf Eigenschaften wie ihrer GrofBe, Ladung und
Bindungsaffinitit. Eine Trennung der Makromolekiile voneinander aufgrund ihrer Grof3e
erfolgt durch Gelfiltration. Die lonenaustauschchromatographie ermoglicht eine Reinigung
der Proteine durch ihre unterschiedlichen Nettoladungen. Beide Verfahren konnen sowohl
unter nativen als auch unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt werden. Viele
native Proteine besitzen allerdings eine hohe Affinitdt zu bestimmten chemischen
Gruppen. Dies wird in der Affinitdtschromatographie ausgenutzt.

Anionische Proteine lassen sich an Chromatographie-Sédulen mit positiv geladener Diethyl-
aminoethyl-Cellulose (DEAE-Sepharose) oder Diethyl-(2-hydroxypropyl)aminoethyl-Cel-
lulose (Q-Sepharose) binden. Je nach Starke der Wechselwirkungen lassen sich die einzel-
nen Proteine mit ansteigendem Salzgradienten der Reihe nach eluieren. Hierbei konkurrie-
ren die Chlorid-Ionen mit den Proteinen um die Bindungsstellen an der Siule. Molekiile
mit geringer negativer Ladungsdichte verlassen die Séule zuerst, dann folgen die mit
hoherer Ladungsdichte (Pharmacia).

Bei der Gelfiltration wird eine Trennung der Proteine abhingig von ithrem Molekularge-
wicht erreicht. Die Chromatographie-Sdule setzt sich aus einer stationdren und einer
mobilen Phase zusammen. Die stationdre Phase besteht aus Kiigelchen eines gelartigen,
quervernetzten Polymers wie Dextran, Agarose oder Polyacrylamid. Mittels Schwerkraft
werden Molekiile der mobilen Phase an der stationdren Phase vorbeigefiihrt. Kleine
Proteine konnen hierbei in die Poren eindringen, wodurch sie die Siule langsamer passie-
ren als groBere Molekiile (Pharmacia).

Bei der Affinititschromatographie wird die spezifische Bindungseigenschaft vieler
Proteine zu anderen Biomolekiilen ausgenutzt. Durch die kovalente Kopplung dieser

Biomolekiile (Liganden) an das Sdulenmaterial erhdlt man Chromatographie-Sédulen grof3er
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Aufnahmekapazitit. Voraussetzung fiir die Bindung der Proteine an das Sdulenmaterial
sind jedoch native Bedingungen, da die Proteine nur in der richtigen dreidimensionalen
Konformation mit dem Liganden interagieren (Pharmacia). Durch Zugabe von Komplex-

dissoziierenden Agenzien kann hoch reines Protein eluiert werden.

Verwendete Puffer:

denaturierende Q-Sepharose: 50 mM Tris/HCl ~ pH 9,0
5SmM CaCl,
4 M Harnstoff
40 mM B-Mercaptoethanol

Elution mit NaCl-Gradient 0-500 mM in Puffer

nicht-denaturierende
O-Sepharose: 50 mM Tris/HCl  pH 9,0
5 mM CaCl,
Elution mit NaCl-Gradient 0-500 mM in Puffer

DEAE-Sepharose: 50mM Tris/HCI  pH 8,5
5 mM CaCl,
5 mM ZnCl,
Elution mit NaCl-Gradienten 0-1 M in Puffer

Gelatin-Sepharose: 50 mM Tris/HCI  pH 7,5
5 mM CaCl,
500 mM NaCl
0.001% (v/v) Brij 35
Elution mit 10% DMSO in Puffer
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denaturierende Gelfiltration: 50 mM Tris/HClI ~ pH 9,0
5 mM CaCl,
4 M Harnstoff
100 mM NaCl
40 mM B-Mercaptoethanol

nicht-denaturierende
Gelfiltration: 50mM Tris/HCI  pH 7,5
5SmM CaCl,
100 mM NaCl
0.01% (v/v) Brij 35

3.3.5 Aktivierung denaturierter Proteine

Sowohl nach einem Aufschluss von “inclusion bodies” als auch nach Proteinreinigungs-
schritten unter denaturierenden Bedingungen ist es notwendig, die Polypeptidketten durch
Entzug der denaturierenden Agenzien in ihre native Konformation zu tiberfithren und diese
durch Disulfidbriicken zu stabilisieren.

Generell ist die in vitro Aktivierung ein spontaner Prozess, bei dem das Protein die
Konformation des energetischen Minimums einnimmt. Die treibende Kraft ist der hydro-
phobe Effekt. Dieser fiihrt jedoch hiufig zu falschen Konformationen, die zwar energe-
tisch begilinstigt sind, aber von der nativen Struktur abweichen. Daher miissen bei der
Aktivierung der rekombinanten Proteine optimale Faltungsbedingungen erreicht werden
(Fischer et al. 1993). Das einfachste Verfahren stellt die stufenweise Dialyse dar, bei der

den Proteinen langsam die denaturierenden Agenzien (Harnstoff und B-Mercaptoethanol)

entzogen werden.

Bei Proteinen mit mehreren Disulfidbriicken fiihrt die Dialyse allerdings nicht immer zur
nativen Konformation. Das RedOx-"shuffling”-System unterstiitzt die Bildung der korrek-
ten Disulfidbriicken. Dieses System katalysiert den Thiol-Disulfid-Austausch zwischen
dem denaturierten Protein und einem Reagenz mit Disulfidbriicken (Dithiothreitol (DTT)).
Um das DTT zum Disulfid zu regenerieren, wird dem System oxidiertes Glutathion
(GSSG) zugesetzt. In reduzierter Form ist dieses gleichzeitig zur Spaltung nicht nativer

Disulfide im Protein erforderlich. Zur Vermeidung intermolekularer Wechselwirkungen,



Kapitel 3 Experimenteller Teil Seite 49

die zur Proteinaggregation fithren, wird dem System zusétzlich Arginin zugesetzt (Creigh-
ton 1988 & 1990, Buchner 1992, Hodges et al. 1998). Da die Aktivierung thermodyna-
misch kontrolliert wird, ist eine Inkubation bei 4°C iiber mehrere Tage erforderlich. Die
Proteinlosung kann entweder durch Ultrafiltration wieder konzentriert oder durch

Kupplung an Sdulenmaterial gereinigt werden.

3.3.6 Aktivitatsnachweis durch Zymographie

Die Zymographie ist eine der empfindlichsten Methoden zum Aktivititsnachweis von
Proteinasen gegeniiber Substraten der extrazelluldren Matrix. Hierbei wird ausgenutzt,
dass Substrate wie Gelatin oder Casein sich in Polyacrylamid-Gele (PAA-Gele) einpoly-
merisieren lassen. Im sogenannten Substratgel werden die zu analysierenden Proteinpro-
ben elektrophoretisch fraktioniert und, in der Matrix fixiert, einer Substratumsetzung
zuginglich gemacht. Durch “Coomassie Blue”-Farbung werden die Matrixproteine im Gel
angefarbt. Die durch aktive Proteinasen fragmentierten Substrate erscheinen hierbei auf
dem blauen Hintergrund als farblose Banden (Heussen & Dowdle 1980).

Da die zu analysierenden Proteingemische nach erfolgter gelelektrophoretischer Fraktio-
nierung direkt dem Aktivitdtsnachweis zugefiihrt werden, diirfen diese nicht denaturiert
vorliegen. Die Proben werden daher vor der Elektrophorese mit einem Probenpuffer

gemischt, der weder Harnstoff noch B-Mercaptoethanol enthilt.

Die Entwicklung des Zymogramms erfolgt im nicht-denaturierenden Puffer bei physiologi-
schen Temperaturen. Zur Entfernung von tiberschiissigem SDS wird die Gelmatrix mit
Triton X-100 gewaschen. Die Inkubation bei 37°C im physiologischen Puffer ermdglicht

daraufhin aktiven Proteinasen den Abbau des im Gel vernetzten Substrates.

3.3.7 Aktivititstests mit synthetischen Substraten

Niedermolekulare, synthetische Verbindungen sind kommerziell erhiltlich und kénnen
zum Nachweis der Protease-Aktivitit eingesetzt werden. Diese Aktivititstests basieren auf
der Eigenschaft von Proteinasen, solche synthetischen Verbindungen zu hydrolysieren. Die
dabei entstehenden Spaltprodukte sind mit Farbreagenzien markiert, so dass die proteolyti-

sche Aktivitit spektroskopisch verfolgt werden kann.
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Das synthetische Peptid nach Murphy, Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NHo, ist ein
Substrat fiir Matrix Metalloproteinasen, das sich durch eine hohe Sensitivitit auszeichnet
(Knight et al. 1992). In dem Hexapeptid liegt in enger Nachbarschaft zu dem stark fluores-
zierenden 7-Methoxycumarin-Substituenten (Mca) ein 3-[2,4-Dinitrophenyl]-L-2,3-di-
aminopropionyl-Rest (Dpa). Wird der Mca-Substituent mit elektromagnetischer Strahlung
geeigneter Wellenldnge angeregt, so wird dieser Zustand durch Energietransfer zum
Dpa-Rest ausgeloscht (“quenchen”). Erst durch die MMP-spezifische Hydrolyse zwischen
Gly und Leu wird der Dpa-Rest im Substrat abgespalten und es entsteht ein fluoreszieren-
des Produkt. Der auftretende Fluoreszenzanstieg wird mit einem Spektrometer in Abhdn-
gigkeit von der Zeit registriert und dient als MaB fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der
Protease.

Da die proteolytische Aktivitit der MMPs bei diesem Test kontinuierlich verfolgt werden
kann, findet dieses Substrat bei kinetischen Untersuchungen seinen Einsatz. Die Wirksam-
keit von Inhibitoren gegeniiber der Protease-Aktivitdt kann mit dem Mca-Peptid gleicher-

malfen gut untersucht werden.

3.3.8 Proteolytische Spaltung von Proteinen

Zur Untersuchung der Substratspezifitdt von Proteinen wurden die Substrate bei 37°C mit
dem Enzym im Verhiltnis 10:1 inkubiert. Eine Umsetzung des Substrates zeigte sich nach

anschlieBender SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese anhand der sichtbaren Abbaubanden.

3.3.9 Darstellung von Protein-Komplexen

Zur Komplexbildung wurden die Proteine bei 4°C 14 Stunden oder bei 25°C 30-60
Minuten inkubiert und anschlieBend die Komplexbildung durch eine Gelelektrophorese
unter nicht-denaturierenden Bedingungen analysiert oder nicht komplexierte Proteinreste

durch eine Gelfiltration unter nicht-denaturierenden Bedingungen abgetrennt.
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3.3.10 Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen

Die Elektrophorese in Polyacrylamid-Gelen (PAA-Gele) erlaubt auch die Untersuchung
von Makromolekiilen unter nicht-denaturierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen.
Sie wird hdufig zum Nachweis von Protein-Komplexen eingesetzt, die unter dem Zusatz
von SDS dissoziieren (Westermeier 1990).

Die Trennung der Proteine in der Gelmatrix basiert auf der Eigenschaft geladener Molekii-
le, im elektrischen Feld zu wandern. Die Mobilitdt im PAA-Gel zeigt somit eine Abhdn-
gigkeit von Masse und Gestalt des Makromolekiils. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird
aber vorrangig durch die Eigenladung der Proteine bestimmt (Schéigger & Jagow 1991).
Bei der Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedin-

gungen wird ein Probenpuffer verwendet, der weder SDS noch Harnstoff und B-Mercap-

toethanol enthélt. Die Proben diirfen nicht erhitzt werden, da dies eine thermische Denatu-
rierung der Proteine bzw. eine Dissoziation der Komplexe zur Folge hitte. Aus diesem
Grund wird die Spannung niedrig gehalten (10 mA) und die Fraktionierung bei 4°C durch-
geflihrt (Westermeier 1990).

3.3.11 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration stellt ein schnelles und effektives Verfahren zur Konzentrierung von
Proteinproben dar. Die sich in der Ultrafiltrationskammer befindende Membran besitzt
eine Ausschlussgrenze, so dass sie nur von kleinen Molekiilen, wie z.B. den Salzen des
Puffers, passiert werden kann. Dadurch werden die Proteine zuriickgehalten und
konzentriert.

Zur Konzentrierung verdiinnter Proteinlosungen wurden Ultrafiltrationskammern
(Amicon, Beverly) unter einem Stickstoff-Uberdruck von 3 bar bei 4°C verwendet. Die
Membranen mit einer Ausschlussgrenze von 3 kDa wurden von Millipore, Bedford

bezogen.
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3.3.12 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration einer Proteinprobe kann durch Messung ihrer optischen Dichte (OD)
ermittelt werden (Gill & von Hippel 1989). Da die OD-Bestimmung bei einer Wellenlédnge
von 280 nm erfolgt, steht der Extinktionskoeffizient des Molekiils vor allem in Abhéngig-
keit von den Tryptophanen und Tyrosinen. Daher kann aus den Extinktionskoeffizienten
dieser Aminosduren der Koeffizient des Gesamtproteins annédhernd berechnet werden. Mit
Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes ldsst sich die Konzentration des Proteins

berechnen:

AE=¢xcXxd AE = ODag
¢ = Extinktionkoeffizient
¢ = Konzentration [mol/l]
d = Schichtdicke (1cm)
c=0Dy /€ C = Konzentration [mg/ml]
C= Ongo /E E = &Xx Molekulargewicht
Eprotein — NTyr X ETyr + Ntrp X ETrp €roin = Extinktionskoeffizient
des Proteins
nr: =  Anzahl Tyrosine
et =  Extinktionskoeffizient
des Tyrosins
1280 [M"! cm™]
nrp, =  Anzahl Tryptophane
erp, =  Extinktionskoeffizient
des Tryptophans

5600 [M" cn'']
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3.4 Biomolekulare Interaktionsanalyse

Die biomolekulare Interaktionsanalyse wurde mit dem System “Biacore™ 3000 durchge-
fiihrt (Biacore AB, Freiburg).
Um bei den Messungen Artefakte aufgrund von Luftblasen und Staubpartikeln zu vermei-

den, werden die verwendeten Proben und Puffer stets partikelfrei filtriert und entgast.

3.4.1 Immobilisierung der Liganden

Bei der Immobilisierung wird die Chipoberfldche kovalent mit einem Liganden beladen.
Hierfiir stehen grundsitzlich mehrere Bindungsmechanismen zur Verfligung. Neben der
eigentlichen Messzelle dient eine weitere Flusszelle als Referenzoberfldche fiir unspezifi-
sche Wechselwirkungen.

Bei der Aminokopplung werden die Carboxygruppen der Dextran-Matrix durch eine
Reaktion mit N-Hydroxysuccinimid und N-Ethyl-N"-(dimethylaminopropyl)carbodiimid in
aktive Ester libergefiihrt. Diese reagieren spontan mit den freien Aminogruppen des Ligan-
den und dieser bindet so kovalent an die Chipoberfliche. Uberschiissige freie Ester werden
durch Umsetzung mit Ethanolamin deaktiviert. AbschlieBend wird der Sensorchip mit
Phosphatpufter (7,8 mM NaH,PO4, 8 mM Na,HPO,, 0,1 mM CaCl,, 137 mM NaCl, 3 mM
KCl, 1,5 mM KH,POs,, 0,01% Brij35, pH 7,2) dquilibriert.

Die Immobilisierung erfolgte anhand eines Biacore-Programms auf einem CM5 Sensor-
chip (Biacore 1999). Der Ligand wurde in einer Konzentration von 5 pg/ml in 10 mM
Natriumacetat, pH 4,8 eingesetzt. Das Immobilisierungsziel lag bei 100 “response units”

(RU).

3.4.2 Bindung der Analyten

Die Bindung der Analyten an die Liganden wurde bei 25°C in Phosphatpuffer mit
verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt. Die Flussrate betrug 30 pL/min. Fiir die
Messungen wurde das Biacore-Programm “binding analysis” verwendet, um reproduzier-

bare Versuchsabldufe zu gewihrleisten (Biacore 1999).
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3.4.3 Regeneration der Chipoberfliche

Bei der Regeneration der Chipoberfliche wird der Komplex spezifisch dissoziiert. Der
Ligand sollte hierbei nicht beeinflusst werden, damit die Chipoberfliche mehrfach verwen-
det werden kann.

Die Komplexdissoziation von Ligand und Analyt erfolgte durch einen 30 s Puls mit 20
mM HCI gefolgt von einem 60 s Puls mit Phosphatpuffer. Die Flussrate wéihrend der
Regeneration betrug 100 pL/min.

3.4.4 Analyse der Reaktionsstufen

Die Bindungskurven wurden mit dem Programm “Origin™ 5.0” von Microcal fiir nicht
lineare Kurvenanpassung analysiert. Zur Bestimmung der Reaktionsschritte wurden die
Bindungskurven mit Standardfunktionen fiir eine verschiedene Anzahl von Reaktions-
schritten angepasst:

y=yo+A1e 0" fiir eine Ein-Stufen-Reaktion, y =yq +4 ;e 7071 4+ 4, (71072 fiir eine
Zwei-Stufen-Reaktion und y = yo + 4 e (7071 + 47072 4 43~ fiir eine Drei-Stu-
fen-Reaktion (to, Injektionsstartpunkt; y,, maximale RU-Wert; A3, Amplitude der Relaxa-
tion; Ti.3, Relaxationszeit).

Aufgrund der Ubereinstimmung der Messkurve mit der angepassten Kurve konnen Aussa-

gen liber die Anzahl der Reaktionsschritte gemacht werden.

3.4.5 Bestimmung der Dissoziationskonstanten

Die Dissoziationskonstante Kg ist ein Mal} fiir die Stabilitit eines Komplexes. Die
Komplexbildung eines immobilisierten Liganden (L) und eines Analyten (A) kann mathe-

matisch beschrieben werden:

[4])[L]

Ka="0

Die Dissoziationskonstante kann aus den Biacore-Messungen bestimmt werden (Farr et al.

1999). Hierzu wird die Sattigungskurve (ARU = f{([A¢])) durch Auftragung der maximalen
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Signalzunahme der Einzelmessungen gegen die totale Analytkonzentration aus freiem und
gebundenem Analyten bestimmt. Durch eine gleichzeitige computergestiitzte Anpassung
der drei Parameter ARUpmax (maximal mogliche Signalzunahme), [Li] (Konzentration des
immobilisierten Liganden) und der Dissoziationskonstanten Ky an die Sattigungskurve

iiber die folgende Gleichung erhélt man die Dissoziationskonstante.

ARUmax (K ML A ] [K ML A ] 2
ARU: [Lsof] .[ = [2[+ “ _\/_[LZOI]'[AtOZ]_'_( 4 [2[+ tt) J

Diese Gleichung resultiert aus einer schrittweisen Substitution ausgehend von dem

Ausdruck fiir die Dissoziationskonstante (s = frei; , = gebunden):

_[411L]
Kq= [4L]

ARU-| Ly,
[4,] = 280kl
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Kapitel 4 Beschreibung der Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
den latenten Gelatinasen und ihren natiirlichen Inhibitoren, den TIMPs. Das besondere
Augenmerk lag dabei auf der Bedeutung der Hidmopexin-dhnlichen Doménen. Daher
sollten diese rekombinant dargestellt und anschlieBend ihre Interaktion mit den TIMPs
ndher analysiert werden. Auf Grund der Arbeiten von Brooks et al. ist auch eine Interak-

tion der Hdmopexin-dhnlichen Domidne der Gelatinase A mit dem Integrin o.f3; von

groBBem Interesse (Brooks et al. 1996 und 1998). In Erginzung zu diesen Arbeiten sollten
mogliche Wechselwirkungen der Hdmopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase B mit
Integrinen untersucht werden.

Als Grundlage fiir diese Arbeiten diente die wiahrend der Diplomarbeit in E. coli darge-
stellte und aufgereinigte Hamopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase A (Stute 1998). Fiir
die weiterhin durchgefiihrten Klonierungen stand dem Arbeitskreis eine full-length cDNA
der Gelatinase A und eine cDNA codierend fiir den C-terminalen Teil (Typ V Kollagen-
Domine, Hinge-Region und Himopexin-dhnliche Doméne) der Gelatinase B zur Verfii-
gung (Kooperation mit Dr. Pourmotabbed, University of Tennesse, Memphis, USA).
Ergénzend zu diesen Arbeiten sollte die Fibronektin-dhnliche Doméne der Gelatinase A im
GroBmalBstab dargestellt und in Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut (MPI) in
Martinsried die Kristallstruktur aufgeklart werden. Weiterhin war der mogliche Einfluss
einer Glykosylierung auf die Stabilitdt der katalytischen Domine der Gelatinase B gegen-
iber einer Autolyse von Interesse. Hierfiir sollte diese Doméne in dem Hefesystem Pichia

pastoris exprimiert und anschlieend charakterisiert werden.
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4.1 Die Fibronektin-ahnliche Domséne der Gelatinase A

Fiir die Aufkldrung der Kristallstruktur der Fibronektin-dhnlichen Doméane der Gelatinase
A wurde unter Verwendung des etablierten Expressionssystems (Stute 1998) die
gewiinschte Doméne im GrofBmaBstab hergestellt (Abbildung 19).

Das rekombinante Protein wurde hierbei in Form von “inclusion bodies” (IBs) abgelagert.
Diese konnten nur unter volliger Denaturierung der Proteine (8 M Harnstoff und 100 mM
B-Mercaptoethanol) aufgeschlossen werden. Die Aktivierung der denaturierten Doméne
erfolgte im RedOx-"shuffling”-System. In Gegenwart von Zink(II)- und Calcium(II)-lonen

katalysiert das System aus oxidiertem Glutathion und Dithiothreitol die Bildung von Disul-
fidbriicken.
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Abbildung 19: Expression der Fibronektin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A. Analyse

der Proteinmengen im PAA-Gel mit "Coomassie Blue" angefarbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 3: Proteine der E. coli Bakterien vor der Induktion mit IPTG

Bahn 4-10: In addquaten Abstinden entnommene Kultur nach Induktion (Proteine nach
15 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 3 h, 4 h)

Die Reinigung des Expressionsproduktes erfolgte mittels Affinitdtschromatographie an
Gelatin-Sepharose. Hierbei bindet die Fibronektin-dhnliche Doméne spezifisch an Gelatin,
wihrend E. coli Proteine nicht gebunden werden. Die Elution des reinen, aktiven Proteins

erfolgte mit einem DMSO-haltigen Puffer (Abbildung 20).
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Durch dieses effiziente Verfahren konnten mehrere Chargen der Fibronektin-dhnlichen
Doméne der Gelatinase A mit verschiedenen Pufferzusammensetzungen fiir die Kristallisa-

tion und Strukturaufklarung bereitgestellt werden.

Abbildung 20: Reinigungskontrolle der Fibronektin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A.
Proteine im PAA-Gel mit Silber angefarbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 3: Gereinigtes Protein nach Affinititschromatographie an Gelatin-Sepharose
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4.2 Die Himopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase A aus E. coli

4.2.1 Uberfiithrung der Himopexin-dhnlichen Domine in die native

Konformation

Die wihrend der Diplomarbeit dargestellte Variante der Hidmopexin-dhnlichen Doméne
der Gelatinase A (Ala*’-Cys®") lag aufgrund der Isolierung des Proteins aus E. coli “inclu-
sion bodies” und der daran anschlieBenden Aufreinigungsstrategie in denaturierter Form
vor (Stute 1998). Fiir eine Untersuchung der Interaktion mit TIMPs musste das gereinigte
Protein in seine native Konformation {ibergefiihrt werden.

Eine Mdoglichkeit der Faltung bestand in einer Dialyse gegen nicht-denaturierende Puffer.
Bei diesem Verfahren werden Harnstoff und -Mercaptoethanol dem Probenpuffer entzo-
gen und das Protein kann so seine natiirliche Struktur ausbilden.

Ein zweiter Ansatz beruhte auf dem sogenannten RedOx-"shuffling”-System. Dieses
Verfahren wurde nach Creighton modifiziert und in der Arbeitsgruppe fiir die Faltung von
Proteinen mit Disulfidbriicken eingefiihrt (Creighton 1990, Bucher 1992). Das System aus
oxidiertem Glutathion (GSSG) und Dithiothreitol (DTT) katalysiert die Bildung der Disul-
fidbriicken. Durch eine grof3e Verdiinnung sowie die Zugabe von Arginin werden intermo-

lekulare Wechselwirkungen der Enzyme minimiert.

4.2.2 Charakterisierung der Himopexin-ihnlichen Domine

Mit Hilfe einer Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen sollte eine
Komplexbildung zwischen der Hamopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A und
TIMP-2 dokumentiert werden. Dieser bekannte Komplex diente zur Uberpriifung der
nativen Konformation der Himopexin-dhnlichen Doméne. Da allerdings keine Komplex-
bildung nachgewiesen werden konnte, war davon auszugehen, dass die Himopexin-ahnli-
che Doméne nicht in ihrer nativen Konformation vorlag. Dieses Ergebnis wurde durch
spétere Untersuchungen bestitigt, da die aus E. coli stammende Domédne sowohl durch das
Enzym Trypsin als auch durch die MMP-12 gespalten wurde, wo hingegen keine Spaltung
bei der in Pichia pastoris exprimierten Doméne (siche 4.3) stattfand, da die Spaltstellen

bei der nativen Konformation nicht zugidnglich waren (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Uberpriifung des proteolytischen Abbaus der in E. coli (Bahnen 2-5) und
Pichia pastoris (Bahnen 6-9) exprimierten Hamopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase
A durch verschiedene Enzyme. Proteine im PAA-Gel mit Silber angefarbt.

Bahn 1: SeeBlue“Plus2-Marker

Bahn 2: keine Spaltung durch MT1-MMP
Bahn 3: keine Spaltung durch MMP-§
Bahn 4: Spaltung durch MMP-12

Bahn 5: Spaltung durch Trypsin

Bahn 6: keine Spaltung durch MT1-MMP
Bahn 7: keine Spaltung durch MMP-§
Bahn 8: keine Spaltung durch MMP-12
Bahn 9: keine Spaltung durch Trypsin
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4.3 Die Himopexin-dhnliche Doméine der Gelatinase A aus P. pastoris

Aufgrund der denaturierten Konformation der Himopexin-dhnlichen Doméne aus E. coli
wurde eine Darstellung im Expressionssystem Pichia pastoris durchgefiihrt. Dieses
eukaryotische System zeichnet sich durch die Moglichkeit einer sekretorischen Expression

nativer Proteine aus.

4.3.1 Amplifizierung der cDNA

Zur rekombinanten Darstellung der Hémopexin-dhnlichen Domédne wurde zunéchst die
Protein-kodierende ¢cDNA mittels PCR aus der vorhandenen Gesamtsequenz der Gelati-
nase A selektiv amplifiziert. Voraussetzung fiir die gezielte Amplifizierung war die
Entwicklung spezifischer Oligonukleotide (siche Anhang (Kapitel 7)), die die gewiinschte
Doméne flankierten und Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme X#%ol und Notl enthiel-
ten. AuBerdem verfligte der sogenannte “forward-primer” am 5’-Ende iiber Sequenzen des
a-Faktors, die ansonsten bei einer Klonierung iiber die X4ol Schnittstelle des Expressions-
vektors entfallen wéren. Die Transkription des gewiinschten Fragments erfolgte mit Hilfe

eines optimierten PCR-Protokolls. Die amplifizierten Produkte wurden im Agarosegel

analysiert (Abbildung 22).

Abbildung 22: GroBenbestimmung der PCR-Produkte im Agarosegel. EtBr geférbtes
DNA-Agarosegel, unter UV-Licht fotografiert.

Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2: PCR-Produkt aus 72-Ham/pET12b “template”

Bahn 3-5: PCR-Produkte aus proMMP-2/pET15 “template”
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4.3.2 Klonierung in den Expressionsvektor pPICZaA

Aufgrund der “template”-unabhéngigen Polymeraseaktivitit waren die PCR-Produkte am
3’-Ende mit einem Adenosin versehen. Dieser 3'-A-Uberhang diente der Einfiihrung in
einen linearisierten Vektor mit angefiigtem 3’-Thymidin. So wurden die Amplifikate
erwarteter GroBBe mit dem Vektor pGEM-T ligiert und der E. coli Stamm [JM 109] mit
dem entstandenen Plasmid transformiert. Anhand des X-Gal-Tests wurden positive Trans-
formanden selektiert und durch Restriktionsanalyse (Abbildung 23 A) analysiert.

Die ¢cDNA eines positiven Transformanden konnte, iiber die mit den PCR-"primern”

eingefiithrten Schnittstellen, mit dem Expressionsvektor pPICZoA ligiert werden und E.

coli Bakterien des Stammes [XL1blue MRF’] wurden mit dem rekombinanten Plasmid
transformiert. Positive Klone konnten durch eine Restriktionsanalyse (Abbildung 23 B)

und DNA-Sequenzierung identifiziert werden.

Abbildung 23: Restriktionsanalyse der Plasmide A) 72-Him/pGEM-T und B)
72-Ham/pPICZaA. EtBr gefiarbtes DNA-Agarosegel, unter UV-Licht fotografiert.
A) Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-4: Xhol/Notl Hydrolyse unterschiedlicher 72-Ham/pGEM-T Plasmide
B) Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-3: Xhol/Notl Hydrolyse unterschiedlicher 72-Ham/pPICZalA Plasmide
Durch anschlieBende DNA-Sequenzierung wurden die Klone in den Bahnen A) 3 und B)
2 als positiv identifiziert.
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4.3.3 Etablierung eines Expressionssystems in Pichia pastoris

Nach der Klonierung des entsprechenden Expressionsplasmids wurde dieses durch
Behandlung mit dem Restriktionsenzym Pmel linearisiert. Hierdurch wurde eine homolo-
ge Rekombination innerhalb des 4OXI-Lokus des Hefe Genoms ermdglicht. Hefezellen
der Stamme [KM 717, [GS 115] und [X 33] wurden unter Verwendung der Lithiumchlorid-

Methode mit der linearisierten DNA transformiert und auf Zeocin®-haltigen Nihrbdden als

Selektionsmedium kultiviert.

Die nach 72 Stunden gewachsenen Klone wurden fiir Testexpressionen im 25 mL MalBstab
eingesetzt und der Expressionsverlauf zeitabhingig mittels SDS-PAGE verfolgt. Der am
stirksten exprimierende Klon wurde fiir die Expression im GroBmaBstab ausgewdhlt
(Abbildung 24) und das Expressionsprodukt durch Bestimmung der N-terminalen
Aminosduresequenz identifiziert (NH,-ASPDIDLG). Somit konnte fiir die Darstellung der
Hamopexin-dhnlichen Doméine der Gelatinase A erfolgreich das Expressionssystem

72-Ham/pPICZoA/[KM 71] etabliert werden.

Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der Expression der Himopexin-dhnlichen Doméne der
Gelatinase A im Pichia pastoris Stamm [KM 71]. Analyse der Proteinmengen im PAA-Gel
mit Silber angefarbt.

Bahn 1: Vor Induktion der Expression entnommene Kultur

Bahn 2-7: In Tagesabstéinden entnommene Kultur nach Induktion

Bahn 8: LMW-Marker

4.3.4 Reinigung des Expressionsproduktes

Nach der Expression der Hamopexin-dhnlichen Domine der Gelatinase A wurde ein

Reinigungsverfahren entwickelt. In dem gewéhlten Expressionssystem wurde das
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rekombinante Protein in das Kulturmedium sezerniert. Dieses Medium wurde durch
Zentrifugation von den Hefezellen abgetrennt und gegen einen nicht-denaturierenden Tris-
Puffer dialysiert. Durch eine Kombination von Ionenaustauschchromatographie an
Q-Sepharose (NaCl-Gradient 0-500 mM) und Gelfiltration mit Sephacryl S 300 HR konnte
das Protein bis zur Homogenitit gereinigt werden. Die SDS-PAGE-Analyse der erhaltenen

Fraktionen zeigt im Vergleich zum Kulturmedium keine Verunreinigungen mehr (Abbil-

dung 26).
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Abbildung 25: Représentative Elutionsprofile der Reinigung der Hdmopexin-ghnlichen
Doméne der Gelatinase A
A) Ionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose.
Das gewiinschte Protein wurde in den Fraktionen 66-81 eluiert.
B) Gelfiltration an Sephacryl S 300 HR.
Das gewiinschte Protein wurde in den Fraktionen 64-68 eluiert.

Abbildung 26: Reinigung der Himopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A. Proteine
im PAA-Gel mit Silber angeférbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2: Kulturiiberstand vor der Induktion

Bahn 3: Kulturiiberstand nach der Expression

Bahn 4: Gereinigtes Protein nach Ionenaustauschchromatographie und Gelfiltration
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4.4 Die Himopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase B aus P. pastoris

Analog der Gelatinase A Domine sollte ebenfalls die Himopexin-dhnliche Domine der

Gelatinase B (Thr**®*-Asp™’) in Pichia pastoris exprimiert werden.

4.4.1 Amplifizierung der cDNA

Voraussetzung flir die rekombinante Darstellung der Himopexin-dhnlichen Doméne der
Gelatinase B war die spezifische Anreicherung der Protein-kodierenden cDNA aus der
dem Arbeitskreis zur Verfligung stehenden “template”-DNA mittels PCR-Technik. Fiir die
korrekte Amplifizierung wurden spezifische Oligonukleotide (siche Anhang (Kapitel 7))
eingesetzt, die sowohl Restriktionsschnittstellen als auch das zu ersetzende Fragment des
a-Faktors enthielten. Mit dem im Vorfeld erarbeiteten PCR-Protokoll wurde die cDNA-
Synthese durchgefiihrt. Die erfolgreiche Transkription des gewiinschten Produktes wurde
im Agarosegel analysiert (Abbildung 27).

Abbildung 27: GroBenbestimmung der PCR-Produkte im Agarosegel. EtBr geférbtes
DNA-Agarosegel, unter UV-Licht fotografiert.

Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-4: PCR-Produkte

4.4.2 Klonierung in den Expressionsvektor pPICZaA

Aufgrund der verwendeten Polymerase musste das PCR-Produkt durch eine Nachbehand-
lung mit einer “template”-unabhingigen Polymerase mit einem A-Uberhang versehen
werden. So konnte das Amplifikat direkt mit dem Vektor pCR2.1-TOPO ligiert und der E.

coli Stamm [JM 109] mit dem entstandenen Plasmid transformiert werden. Anhand des
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X-Gal-Tests wurden positive Transformanden selektiert und durch Restriktionsanalyse
(Abbildung 28 A) charakterisiert.

Die fiir die Hamopexin-dhnliche Doméne kodierende cDNA wurde fiir anschlieende
Expressionsversuche subkloniert. Uber die bei der PCR eingefiihrten Restriktionsschnitt-
stellen Xhol und Nofl wurde zunichst die Ligation in den Expressionsvektor pPICZaA
vorgenommen und E. coli Bakterien vom Typ [XLI1blue MRF’] mit dem entstandenen
Plasmid transformiert. Positive Klone konnten durch Restriktionsanalyse (Abbildung 28 B)

und DNA-Sequenzierung identifiziert werden.

Abbildung 28: Restriktionsanalyse der Plasmide A) 92-Him/pCR2.1-TOPO und B)
92-Ham/pPICZaA. EtBr gefirbtes DNA-Agarosegel, unter UV-Licht fotografiert.
A) Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-7: Xhol/Notl Hydrolyse unterschiedlicher 92-Him/pCR2.1-TOPO Plasmide
B) Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-7: Xhol/Notl Hydrolyse unterschiedlicher 92-Ham/pPICZalA Plasmide
Durch anschlieBende DNA-Sequenzierung wurden die Klone in den Bahnen A) 2 und B)
3 als positiv identifiziert.

4.4.3 [Etablierung eines Expressionssystems in Pichia pastoris

Das entsprechende Expressionsplasmid konnte durch eine Linearisierung mit dem Restrik-
tionsenzym Sacl homolog mit dem Hefegenom rekombiniert werden. Fiir die Transforma-
tion der Hefestimme [KM 71], [GS 115] und [X 33] wurde die Lithiumchlorid-Methode
verwendet. Die Kultivierung der Transformanden erfolgte unter Selektionsdruck auf

Zeocin®-haltigen Néhrbodenplatten.
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Die gewachsenen Klone wurden fiir Testexpressionen eingesetzt und der Expressionsver-
lauf zeitabhéngig mittels SDS-PAGE verfolgt. Der am stirksten exprimierende Klon
wurde fiir weitere Expressionen im Grof3mafBstab ausgewihlt. Sowohl die elektrophoreti-
sche Auftrennung der Expressionsprodukte (Abbildung 29) als auch deren N-terminale
Sequenzierungen zeigten zwei Varianten der Hdmopexin-dhnlichen Doméne. Es konnte
ein Protein mit dem erwarteten N-Terminus NH,-TAGPSTATTVPL und eine um die
ersten vier Aminosduren verkiirzte Variante identifiziert werden. Somit konnte fiir die
Darstellung der Himopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase B das Expressionssystem

92-Ham/pPICZaA/[GS 115] erfolgreich etabliert werden.

Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf der Expression der Himopexin-dhnlichen Doméne der
Gelatinase B im Pichia pastoris Stamm [GS 115]. Analyse der Proteinmengen im
PAA-Gel mit Silber angefarbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2: Vor Induktion der Expression entnommene Kultur

Bahn 3-7: In Tagesabstéinden entnommene Kultur nach Induktion

4.4.4 Reinigung des Expressionsproduktes

Die Reinigung des Expressionsproduktes erfolgte analog dem etablierten Verfahren zur
Reinigung der Himopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A. Das Kulturmedium wurde
durch Zentrifugation von den Hefezellen abgetrennt und gegen nicht-denaturierenden Tris-
Puffer dialysiert. Durch die Kombination von Ionenaustauschchromatographie an

Q-Sepharose (NaCl-Gradient 0-500 mM) und Gelfiltration mit Sephacryl S 300 HR konnte
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das Protein ebenfalls bis zur Homogenitit gereinigt werden. Die Reinheit des Proteins

wurde durch SDS-PAGE analysiert (Abbildung 31).
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Abbildung 30: Reprisentative Elutionsprofile der Reinigung der Hamopexin-dhnlichen

Doméne der Gelatinase B.
A) Tonenaustauschchromatographie an Q-Sepharose.
Das gewiinschte Protein wurde in den Fraktionen 85-100 eluiert.

B) Gelfiltration an Sephacryl S 300 HR.
Das gewiinschte Protein wurde in den Fraktionen 118-128 eluiert.

Abbildung 31: Reinigung der Himopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase B. Proteine

im PAA-Gel mit Silber angefarbt.
Bahn 1: LMW-Marker
Bahn 2: Kulturiiberstand vor der Induktion

Bahn 3: Kulturiiberstand nach der Expression
Bahn 4: Gereinigtes Protein nach lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration
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4.5 Bereitstellung eines Komplexes aus der Himopexin-dhnlichen

Domiine der Gelatinase B und rekombinantem TIMP-1

Fir die Untersuchung der Eigenschaften eines Komplexes aus Hdmopexin-dhnlicher
Domine der Gelatinase B und TIMP-1 stand dem Arbeitskreis ein in E. coli exprimierter
TIMP-1 zur Verfligung. Dieser war bereits zur Homogenitit gereinigt, lag allerdings noch
in denaturierter Form vor.

Die Faltung erfolgte auf der Basis des RedOx-"shuffling”’-Systems nach einer Methode
von Hodges (Hodges et al. 1998). Durch dieses Verfahren konnte der TIMP-1 in seine
native Konformation iibergefithrt werden. Inhibierungsstudien mit der katalytischen
Doméne der MMP-8 ergaben eine Ausbeute von 70% aktivem und damit korrekt gefalte-
tem TIMP-1.

Die Komplexbildung der Himopexin-&dhnlichen Doméne der MMP-9 und TIMP-1 erfolgte
entweder fiir 30-60 Minuten bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4°C. Durch
anschlieBende Gelfiltration unter nicht-denaturierenden Bedingungen konnte der Komplex
von liberschiissigen Edukten isoliert werden (Abbildungen 32 und 33).

Aufgrund der denaturierenden Bedingungen einer SDS-Gelelektrophorese ist nur ein
indirekter Nachweis der Komplexbildung mdglich. Allerdings kann durch die zeitversetz-
te Elution von reinem TIMP-1 und TIMP-1 in Verbindung mit 92-Ham auf einen Komplex

zuriickgeschlossen werden.
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Abbildung 32: Reprisentatives Elutionsprofil der Reinigung des Komplexes aus Hamope-
xin-ghnlicher Doméne der Gelatinase B und rekombinantem TIMP-1 durch Gelfiltration an
Sephacryl S 300 HR. In den Fraktionen 90-98 wurde der Komplex und in den Fraktionen
120-123 tiberschiissiger TIMP eluiert.
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Abbildung 33: SDS-PAGE nach Isolierung des 92-Hiam/TIMP-1-Komplexes von
iiberschiissigem TIMP-1 mittels Gelfiltration. Proteine mit Silber angefarbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2-7: Elution des 92-Ham/TIMP-1-Komplexes (Fraktionen 90-98 der Gelfiltration)
Bahn 8-10: Elution von iiberschiissigem TIMP (Fraktionen 120-123 der Gelfiltration)
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4.6 Biomolekulare Interaktionsanalyse

Die biomolekulare Interaktionsanalyse stellt eine effiziente Echtzeitmethode zur Untersu-
chung von Protein-Protein-, aber auch DNA-Protein-Wechselwirkungen dar. Mit diesem
Verfahren sollte die Komplexbildung zwischen den Hiamopexin-dhnlichen Doménen der
Gelatinasen und den TIMPs, aber auch Integrinen, untersucht werden. Die erzielten Ergeb-
nisse sollten neue Erkenntnisse {iber mogliche Bindungspartner und den zugrunde liegen-
den Bindungsmechanismus geben.

Fiir diese Untersuchungen wurde ein Biacore 3000°-Instrument mit CM5-Sensorchip
verwendet. Die spitere Auswertung der Messdaten erfolgte mit dem Programm

“Origin®5.0” von Microcal.

4.6.1 Biacore-Messungen

Fiir die Messungen mit Biacore-Geréten wird ein Komplexpartner (Ligand) an die Chip-
oberfliche gekoppelt. Vorversuche ergaben, dass sowohl die Hidmopexin-dhnlichen
Dominen als auch die TIMPs fiir eine Kopplung an die Oberflichenmatrix geeignet sind.
Aufgrund der beschriankten Verfiigbarkeit und der Vergleichbarkeit mit schon bekannten
Untersuchungen (Olson et al. 1997) wurden die TIMPs als Liganden ausgewaihlt.

Fiir die Kopplung (Immobilisierung) der Liganden an die Oberfldche wurde die Carboxy-
dextranmatrix durch eine Mischung aus N-Ethyl-N’-(dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert. Der entstandene Succinimidester
reagierte spontan mit dem Liganden bis zu einer Bindungsrate von ca. hundert “response
units” (RU). Uberschiissige aktive Ester wurden durch Ethanolamin deaktiviert. Anschlie-
Bend wurde die Messzelle mit Phosphatpuffer dquilibriert.

Um Serien von Komplexassoziations- und Dissoziationszyklen auf einer einzelnen Sensor-
chipoberfliche durchfiihren zu konnen, musste eine vollstindige Regeneration der Chip-
oberfldche ohne Zerstorung des Liganden gewéhrleistet werden. Hierzu wurden verschie-
dene Regenerationsmethoden getestet. Es stellte sich heraus, dass ein 30 s Puls mit 20 mM
HCI (Flussrate 100 pL/min) eine vollstandige Dissoziation des Komplexes bewirkt. Zur
Aquilibrierung folgte ein 90 s Puls mit Phosphatpuffer (Flussrate 100 uL/min). Die eigent-

liche Komplexierung erfolgte bei einer Flussrate von 30 pL/min.
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Abbildung 34: Reprisentatives Sensorgramm fiir die Immobilisierung eines Liganden.
1.) Grundlinie des unmodifizierten Sensorchips, 2.) Injektion von EDC/NHS zur Aktivie-
rung der Oberfliche, 3.) Injektion des Liganden, 4.) Deaktivierung iiberschiissiger aktiver
Ester mit 1 M Ethanolamin-HCI (pH 8,5), 5.) Grundlinie des immobilisierten Sensorchips.

4.6.1.1 Komplexe aus Himopexin-dhnlichen Dominen und TIMPs

Fir den Komplex aus Hédmopexin-dhnlicher Doméne der Gelatinase A und bovinem
TIMP-2 wurden Konzentrationen von 773,7 nM, 386,9 nM, 193,4 nM, 77,4 nM und
25,8 nM an 72-Ham eingesetzt (Abbildung 35).

Die Abnahme der “response units” am Ende der Assoziationsphase ist auf unspezifische
Wechselwirkungen an der Chipoberfliche zuriickzufiihren. Derselbe Effekt wurde an einer
nicht immobilisierten Kontrolloberfliche beobachtet. Fiir die spitere Auswertung wurde

der Gleichgewichtswert bei 870 s verwendet.
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Abbildung 35: Sensorgramm der Komplexbildung zwischen der Hémopexin-dhnlichen
Domine der Gelatinase A und b-TIMP-2. Die Konzentrationen an 72-Ham betrugen
773,7 1M, 386,9 nM, 193,4 nM, 77,4 nM und 25,8 nM.
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Fir den 92-Ham/TIMP-1-Komplex wurden zwei unterschiedliche TIMP-1-Varianten
verwendet. Die erste Versuchsreihe wurde mit rekombinantem TIMP aus E. coli durchge-
fiihrt. Die Konzentrationen der Himopexin-dhnlichen Domine betrugen dabei 3175 nM,
2116,7 nM, 1587,5 nM, 1058,3 nM, 793,8 nM, 317,5 nM, 105,8 nM, 52,9 nM und
31,8 nM (Abbildung 36 A).

Bei einer spéteren Wiederholung der Messungen wurde rekombinanter TIMP-1 aus Saduge-
tierzellen (CHO-Zellen) verwendet. Dieser TIMP ist im Gegensatz zum E. coli Produkt
glykosyliert. Bei dieser Versuchsreihe wurden folgende Konzentrationen der 92-Hidm

eingesetzt: 150 nM, 60 nM, 30 nM, 15 nM, 10 nM und 5 nM (Abbildung 36 B).

50 150 250 350 450
Zeit [s]

Abbildung 36: Sensorgramme fiir die Bindung von 92-H&dm an rekombinanten TIMP-1
aus E. coli (A) und rekombinanten, glykosylierten TIMP-1 aus Séugetierzellen (B). Die
Konzentrationen der Hamopexin-dhnlichen Domiéne betrugen bei (A) 3175 nM,
2116,7 nM, 1587,5 nM, 1058,3 nM, 793,8 nM, 317,5 nM, 105,8 nM, 52,9 nM und
31,8 nM und bei (B) 150 nM, 60 nM, 30 nM, 15 nM, 10 nM und 5 nM.

Um die Spezifitit dieser Komplexe zu bestitigen, wurde ebenfalls die Interaktion von

72-Ham mit TIMP-1 und von 92-Him mit TIMP-2 untersucht. Bei diesen Kontrollexperi-

menten konnte aber keine Komplexbildung nachgewiesen werden.
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4.6.1.2 Komplex aus proGelatinase B und TIMP-1

Vergleichend zu der Interaktionsanalyse von Hdmopexin-dhnlicher Doméne und TIMP
sollte auch die Komplexbildung der proGelatinase B und TIMP-1 untersucht werden.
Aufgrund der Latenz des Enzyms und der damit verbundenen Blockierung der “active site”
war davon auszugehen, dass die Interaktion ausschlieBlich {iber die Himopexin-dhnliche
Domine stattfinden wiirde.

Um eine Wechselwirkung iiber die katalytische Domine aufgrund einer autoproteolyti-
schen Aktivierung weitgehend auszuschlielen, wurde eine Mischung aus proGelatinase B
und Batimastat (1:10) fiir die Messungen eingesetzt. Voruntersuchungen hatten keine
Interaktion von Batimastat und TIMP-1 ergeben, so dass keine Beeinflussung der Messer-
gebnisse zu erwarten war. Ebenfalls ergaben Wiederholungen der Messreihen jeweils die
gleichen Ergebnisse, so dass von einem stabilen Messsystem auszugehen ist. Eine autopro-
teolytische Aktivierung der proGelatinase oder eine Verdringung des Batimastats aus
einem Komplex mit aktiver MMP-9 durch das immobilisierte TIMP-1 kann somit ausge-
schlossen werden. Fiir die einzelnen Messreihen wurde die proMMP-9 in den Konzentra-
tionen 383 nM, 191,5 nM, 95,8 nM, 47,9 nM und 38,3 nM eingesetzt (Abbildung 37).

Das Sensorgramm weist einen sehr stabilen Komplex aus, der beinahe keiner Dissoziation
unterliegt. Dieses wird auch durch die Tatsache belegt, dass sich bei kleinen Konzentratio-
nen kein Gleichgewicht zwischen Komplexassoziation und -dissoziation einstellt, sondern

vielmehr ein maximales Bindungssignal fiir alle Messreihen angestrebt wird.
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Abbildung 37: Sensorgramm der Bindung von latenter Gelatinase B (proMMP-9) an
rekombinanten, glykosylierten TIMP-1. Die proMMP-9 wurde in den Konzentrationen
383 nM, 191,5 nM, 95,8 nM, 47,9 nM und 38,3 nM eingesetzt.
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4.6.1.3 Untersuchungen zu Komplexen mit TIMP-4 und Integrinen

Verschiedene Studien haben Komplexe zwischen der Himopexin-dhnlichen Doméne der
Gelatinase A und TIMP-4, sowie dem Integrin o,f; nachgewiesen (Bigg et al. 1997,
Brooks et al. 1996). Mit Hilfe der biomolekularen Interaktionsanalyse sollte iiberpriift
werden, ob auch entsprechende Komplexe mit der Hamopexin-dhnlichen Doméne der
Gelatinase B moglich sind. Damit durch die kovalente Immobilisierung des Liganden auf
der Sensorchipoberfliche nicht entscheidende Bindungsstellen blockiert werden, wurden
bei diesen Untersuchungen beide Komplexpartner sowohl als Ligand als auch als Analyt
eingesetzt. Allerdings konnte bei keinem der Messsysteme eine Bindung nachgewiesen

werden. Ein vergleichbares Resultat ergab sich bei dem System 92-Ham/Integrin o,s, das

ebenfalls getestet wurde.

4.6.2 Bestimmung von Bindungsmechanismen und Dissoziationskon-

stanten

Fiir die Bestimmung der Bindungsmechanismen wurden die Assoziations- und Dissoziati-
onskurven der Sensorgramme mit Standardfunktionen computergestiitzt angepasst. Diese
Funktionen symbolisieren Reaktionsmechanismen mit einer unterschiedlichen Anzahl von
Reaktionsschritten. Aufgrund der Ubereinstimmung von Messkurve und angepasster
Kurve konnte auf die Anzahl der Reaktionsschritte geschlossen werden.

Die Dissoziationskonstanten wurden iiber die Séttigung des immobilisierten Sensorchips
im Gleichgewicht bestimmt. Die Sattigungskurven lieBen sich aus den “response units” im
Gleichgewicht und den dazugehorigen Analytkonzentrationen Ay bestimmen. Eine itera-
tive Niherung des mathematischen Ausdruckes fiir die Anderung des Bindungssignals
ARU = f(Aw) an die experimentellen Sittigungskurven fiihrte zur Bestimmung der
Komplexdissoziationskonstanten K.

Die Analyse der Assoziations- und Dissoziationskurven (Abbildung 38) verdeutlichen,
dass es sich bei der Komplexbildung von Himopexin-dhnlicher Doméne der Gelatinase A
und TIMP-2 nicht um einen Ein-Stufen-Mechanismus handelt, wie es von Olson et al.
beschrieben wurde (Olson et al. 1997), sondern vielmehr um einen Zwei-Stufen-

Mechanismus.
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Abbildung 38: Durch eine nicht lineare Kurvenanpassung wurden die Assoziations- und
Dissoziationskurven der Komplexbildung von 72-Him und bovinem TIMP-2 analysiert.
A) + B) Anpassung mit Kurvengleichung fiir eine Ein-Schritt-Reaktion und C) + D)
Anpassung fiir eine Zwei-Schritt-Reaktion (m Messkurve; — Kurvenanpassung).

2

Yo [RU] | A1 [RU] | 11[s] | A2[RU]| 12]s] chi
Ein-Schritt-Assoziation 27,33 -69,83 1,02 1,20
Zwei-Schritt-Assozation| 28,12 -166,85 0,50 -5,15 30,95 0,02
Ein-Schritt-Dissoziation 18,14 12,02 88,39 0,54
Zwei-Schritt-Dissoziation| 16,21 10,18 5,96 11,23 164,31 0,07

Tabelle 6: Zusammenstellung der Parameter der computergestiitzten Kurvenanpassung fiir
die Komplexbildung 72-Hadm/b-TIMP-2. Der chi>-Wert ist ein MaB fiir die Giite der
Anpassung.

(yo, maximaler RU-Wert; A, Amplitude der Relaxation; T;.,, Relaxationszeit)

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir den Komplex aus Himopexin-&dhnlicher

Doméne der Gelatinase A und bovinem TIMP-2 ergab einen Wert von 0,17 £ 0,08 uM

(Abbildung 39).



Kapitel 4  Beschreibung der Ergebnisse

Seite 77

RU

28

26

24

224

20

T T
0 100

— T
200 300

T T T
400 500 600

c(72-Ham) [nM]

T T
700 800

Abbildung 39: Sittigungskurve des mit bovinem TIMP-2 immobilisierten Sensorchips in

Abhiéngigkeit von der 72-Ham Konzentration.

Fiir den Komplex aus Himopexin-&hnlicher Doméne der Gelatinase B und TIMP-1 ergab

sich mit einer Zwei-Schritt-Reaktion der gleiche Bindungsmechanismus wie fiir das

72-Him/TIMP-2 System (Abbildung 40). Es konnte kein Unterschied zwischen glykosy-

liertem und nicht glykosyliertem TIMP nachgewiesen werden.

2

Yo [RU] | Aj [RU] | 711[s] | A2 [RU] | 12]s] chi
Ein-Schritt-Assoziation 67,02 -65,13 6,37 0,38
Zwei-Schritt-Assozation| 67,21 -45,61 3,61 -26,59 10,81 0,06
Ein-Schritt-Diss oziation 39,26 25,46 57,27 0,75
Zwei-Schritt-Dissoziation| 33,72 10,16 11,06 24,63 116,86 0,31

Tabelle 7: Zusammenstellung der Parameter der computergestiitzten Kurvenanpassung fiir
die Komplexbildung 92-Him/TIMP-1. Der chi>-Wert ist ein MaB fiir die Giite der
Anpassung.
(yo, maximaler RU-Wert; A, Amplitude der Relaxation; T,, Relaxationszeit)
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Abbildung 40: Durch eine nicht lineare Kurvenanpassung wurden die Assoziations- und
Dissoziationskurven der Komplexbildung von 92-Hédm und rekombinantem TIMP-1 analy-
siert (dargestellt ist exemplarisch die Komplexbildung mit glykosyliertem TIMP). A) + B)
Anpassung mit Kurvengleichung fiir eine Ein-Schritt-Reaktion und C) + D) Anpassung fiir
eine Zwei-Schritt-Reaktion (m Messkurve; — Kurvenanpassung).

Anders als beim Bindungsmechanismus hat die Glykosylierung einen erheblichen Einfluss
auf die Stabilitit des Komplexes. Wéhrend die Dissoziationskonstante fiir den nicht glyko-
sylierten Komplex 1,08 + 0,24 uM betrégt, ist der glykosylierte Komplex mit einem
K¢-Wert von 5,5 £ 0,7 nM etwa um den Faktor 200 stabiler (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Sattigungskurven der mit rekombinantem TIMP-1 immobilisierten Sensor-
chips in Abhingigkeit der 92-Him Konzentration. A) Fiir glykosylierten TIMP-1 und B)
fiir nicht glykosylierten TIMP-1.

Die Immobilisierung eines Liganden auf der Sensorchipoberflache kann einen erheblichen
Einfluss auf den Bindungsmechanismus ausiiben. So kann z.B. bei der Bindung des Ligan-
den an die Oberfliache eine Bindungsstelle fiir den Analyten blockiert werden. Ebenso ist
bei Proteinen mit einer unterschiedlichen Anzahl von Bindungsstellen die Wahl von
Ligand und Analyt entscheidend fiir den Bindungsmechanismus. So haben z.B. Antigene
nur eine Bindungsstelle (monovalent), wihrend Antikoérper zwei Bindungsstellen haben
(bivalent). Um diese Einfliisse ausschlieBen zu koénnen, wurde bei den Systemen
72-Ham/TIMP-2 und 92-Hiam/TIMP-1 Analyt und Ligand ausgetauscht. Dieser Austausch
hatte zwar keinen Einfluss auf den Bindungsmechanismus, allerdings zeigte die Hamope-
xin-dhnliche Doméne keine Stabilitdt gegeniiber den Regenerationsbedingungen.

Der Komplex aus proMMP-9 und TIMP-1 weist im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Systemen ein anderes Bindungsverhalten auf. Obwohl das aktive Zentrum durch die
Pro-Doméne blockiert sein sollte und somit fiir eine Bindung des TIMPs nicht zur Verfii-
gung steht, wird der proMMP-9/TIMP-1 Komplex in einer Drei-Stufen-Reaktion gebildet
(Abbildung 42).

Eine Bestimmung der Dissoziationskonstanten ist bei diesem System nicht mdoglich.
Aufgrund der Stabilitit des Komplexes und der damit fehlenden Dissoziation (siche
4.6.1.2) befindet sich das Messsystem nicht im Gleichgewicht. Ein Gleichgewicht ist aber

eine notwendige Voraussetzung fiir die Bestimmung des K4-Wertes.
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Abbildung 42: Durch eine nicht lineare Kurvenanpassung wurde die Assoziationskurve
der Komplexbildung von proMMP-9 und rekombinantem TIMP-1 analysiert. A) Anpas-
sung mit Kurvengleichung fiir eine Ein-Schritt-Reaktion, B) Anpassung fiir eine Zwei-
Schritt-Reaktion und C) Anpassung fiir eine Drei-Schritt-Reaktion (s Messkurve; —

Kurvenanpassung).
2
Yo [RUJJA; [RU]| 7y[s] |A2[RU]| T2[s] |As[RU]| 73[s] | chi
Ein-Schritt-Assozation | 306,89 | -219,95| 23,68 77,06
Zwei-Schritt-Assozation| 314,87 |-191,77| 7,79 |-100,12| 59,68 11,08
Drei-Schritt-Assozation | 317,10 n.d. 0,08 |-176,64| 10,99 | -81,91 | 75,19 2,70

Tabelle 8: Zusammenstellung der Parameter der computergestiitzten Kurvenanpassung fiir
die Komplexbildung proMMP-9/TIMP-1. Der chi*>-Wert ist ein MaB fiir die Giite der
Anpassung.
(yo, maximaler RU-Wert; A, Amplitude der Relaxation; T,.,, Relaxationszeit; n.d.; nicht
definierbar)
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4.7 Die katalytische Domine der Gelatinase B

Vorausgegangene Arbeiten zeigten, dass die katalytische Doméne der Gelatinase B, expri-
miert in E. coli, sehr instabil ist und es bei 4 °C bereits nach wenigen Stunden zu einer
signifikanten autoproteolytischen Zersetzung kommt (Kroger 1998). Als Ursache hierfiir
wurde eine fehlende Glykosylierung angenommen. Um die damals angestellten Uberle-
gungen zu verifizieren, sollte die katalytische Domine im Hefesystem Pichia pastoris
exprimiert und Untersuchungen zur Stabilitdt durchgefiihrt werden. Parallel sollte eine
inaktive Mutante exprimiert werden.

Dem Arbeitskreis standen fiir diese Untersuchungen die entsprechenden E. coli Systeme
92-KaDo/pET-12b/[BL21(DE3)] und 92-KaDoGIn***Ala**/pET-12b/[BL21(DE3)] zur
Verfligung. Beide Varianten der katalytischen Doméne wurden parallel in analoger Weise

kloniert und exprimiert.

4.7.1 Amplifizierung der cDNA

Zur selektiven Amplifizierung der cDNA wurden die entsprechenden Plasmide aus den
vorhandenen E. coli Systemen isoliert und gereinigt. Mit Hilfe spezifischer Oligonukleo-
tide (siche Anhang (Kapitel 7)), die die gewiinschte DNA flankieren und selektive Xhol
und Notl Restriktionsschnittstellen enthalten, wurde die kodierende DNA mittels PCR
amplifiziert. Durch Gelelektrophorese konnte die erfolgreiche Anreicherung der

Fragmente erwarteter Groe (1014 bp) nachgewiesen werden (Abbildung 43).

Abbildung 43: GroBenbestimmung der PCR-Produkte im Agarosegel. EtBr gefirbtes
DNA-Agarosegel, unter UV-Licht fotografiert.

Bahn 1: 1 kb-Leiter

Bahn 2-4: PCR-Amplifikat 92-KaDo

Bahn 5-7: PCR-Amplifikat 92-KaDoGIn***Ala*”
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4.7.2 Klonierung in den Expressionsvektor pPICZaA

Die PCR-Produkte wurden zundchst durch eine Nachbehandlung mit einer
“template”-unabhiingigen Polymerase am 3’-Ende mit einem Adenosin-Uberhang
versehen. Hierdurch war eine Insertion in den linearisierten pGEM-T-Vektor mit
3’-T-Uberhang moglich. Die Ligation der komplementiren Enden von Vektor-DNA und
PCR-Amplifikat erfolgte mit Hilfe der 74-Ligase. Die erhaltenen Plasmide wurden
anschlieend zur Tansformation des E. coli Stammes [JM 109] eingesetzt.

Eine erste Selektion potentiell positiver Transformanden ermdoglichte der X-Gal-Test. Die
Plasmide der positiven Klone wurden isoliert und zur weiteren Charakterisierung einer
Restriktionskontrolle unterzogen. Die Hydrolyse der Plasmide lieferte DNA-Fragmente
von charakteristischer Grof3e (Abbildung 44 A).

Abbildung 44: Restriktionsanalysen A) der Plasmide 92-KaDo/pGEM-T und 92-KaDo-
GIn**Ala*°/pGEM-T und B) der Plasmide 92-KaDo/pPICZaA und 92-KaDoGIn***Ala**/
pPICZoA. EtBr gefirbte DNA-Agarosegele, unter UV-Licht fotografiert.
A) Bahn 1: 1 kb-Leiter
Bahn 2-7: Xhol/Notl Hydrolyse von unterschiedlichen 92-KaDo/pGEM-T Plasmiden
Bahn 8-10: X&ol/Notl Hydrolyse von unterschiedlichen 92-KaDoGlIn***Ala***/
pGEM-T Plasmiden
Durch anschlieBende DNA-Sequenzierung wurden die Klone in den Bahnen 5 und 8
als positiv identifiziert.
B) Bahn 1: 1 kb-Leiter
Bahn 2-4: Xhol/Notl Hydrolyse von unterschiedlichen 92-KaDo/pPICZ0A Plasmiden
Bahn 5-7: Xhol/Notl Hydrolyse von unterschiedlichen 92-KaDoGIn***Ala*®/
pPICZoA Plasmiden
Durch anschlieBende DNA-Sequenzierung wurden die Klone in den Bahnen 3 und 6
als positiv identifiziert.
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Die “insert”-DNA positiver Plasmide konnte nun iiber die bei der PCR eingefiihrten
Restriktionsschnittstellen mit dem Expressionsvektor pPICZaA ligiert werden. Die erhal-
tenen Plasmide wurden zur Transformation des E. coli Stammes [XL 1 blue MRF '] einge-
setzt. Positive Transformanden wurden durch Restriktionsanalyse (Abbildung 44 B) und

DNA-Sequenzierung identifiziert.

4.7.3 [Etablierung eines Expressionssystems in Pichia pastoris

Als positiv identifizierte Plasmide wurden mit Hilfe des Restriktionsenzyms Sacl lineari-
siert und zur Transformation der Pichia pastoris Staimme [X 33], [GS 115] und [KM 71]
nach der “EasyComp®Transformation”-Methode eingesetzt. Die Kultivierung der Hefezel-
len erfolgte unter Selektionsdruck auf Zeocin®-haltigen Nihrbdden.

Die nach 72 Stunden erhaltenen Kulturen wurden fiir Testexpressionen eingesetzt und
einer Expressionsanalyse mittels Western Blot unterzogen. Diese spezifische Expressions-
kontrolle mit Antikdrpern gegen die katalytische Domédne zeigt neben dem erwarteten
Produkt von ca. 38 kDa auch ein dimeres Expressionsprodukt der doppelten GroB3e (Abbil-
dung 45).

Auf diese Weise konnten die beiden Expressionssysteme 92-KaDo/pPICZaA/[KM 71]
und 92-KaDoGIn**Ala**°/pPICZoA/[KM 71] erfolgreich etabliert werden.

kDa

<« Dimer
67,0
<« KaDo-MMP-9

Abbildung 45: Western Blot zur Expressionskontrolle der katalytischen Doméne der
Gelatinase B und der GIn***Ala*’-Mutante. Proteine aufgetrennt im PAA-Gel, transferiert
auf PVDF-Membran und Detektion durch anti-MMP-9 Antikorper.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2: katalytische Doméne der MMP-9

Bahn 3: GIn**Ala**-Mutante der katalytischen Doméne der MMP-9
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4.7.4 Aufreinigung und Charakterisierung

Zur Uberpriifung der Aktivitit wurde sowohl mit dem Expressionsmedium der katalyti-
schen Doméne als auch mit dem der Mutante ein Gelatin-Zymogramm durchgefiihrt. Wie
Abbildung 46 verdeutlicht, zeigt die katalytische Doméne der MMP-9 eine starke Gelati-
naseaktivitdt (Monomer und Dimer). Allerdings ist auch bei der inaktiven Mutante noch

eine gewisse Restaktivitit nachweisbar.

<4— KaDo-MMP-9

Abbildung 46: Aktivititsnachweis der katalytischen Doméne der Gelatinase B und der
GIn*®Ala*”*-Mutante durch Zymographie. Gelatin-Substratgel {iber Nacht inkubiert und
mit "Coomassie Blue" gefirbt.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2: Aktivitét der katalytischen Doméne der MMP-9

Bahn 3: Aktivitit der GIn***Ala*”-Mutante der katalytischen Doméne der MMP-9

Die Aufreinigung der Expressionsprodukte sollte analog dem etablierten Verfahren beim
E. coli Protein {iber Ionenaustauschchromatographie und Gelfiltration unter nicht-denatu-
rierenden Bedingungen erfolgen. Allerdings konnte nach einer Ionenaustauschchromato-
graphie an DEAE-Sepharose keine Fraktion mit dem gewiinschten Protein mehr
nachgewiesen werden. Wie auch schon an der Expressionskontrolle zu erkennen (schwa-
che Abbaubanden), unterliegt die katalytische Doméne einer autoproteolytischen Degra-
dierung, so dass auch bei 4 °C keine lidngere Stabilitdt gewaihrleistet ist. Die gleiche
Beobachtung trifft auch auf die “inaktive” Mutante zu, bei der zusitzlich eine bekannte

autoproteolytische Spaltstelle mutiert ist (Leu*”—Ala).
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Kapitel 5 Diskussion und Ausblick

Die Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) nehmen in der Familie der Matrix Metalloproteina-
sen eine Sonderstellung ein. Diese beruht zum einen auf der zusétzlichen Fibronektin-&dhn-
lichen Doméne, durch die eine besondere Substratspezifitit und Aktivitit gewihrleistet
wird, und zum anderen auf der Himopexin-dhnlichen Doméne, die einen wichtigen Beitrag
zur Substratspezifitit, aber auch der Enzymregulation leistet. Besonders die Komplexbil-
dung von latenten Gelatinasen und ihren Inhibitoren (TIMPs) iiber eine Wechselwirkung
mit der Himopexin-dhnlichen Doméne hat in den letzten Jahren fiir groe Aufmerksamkeit
gesorgt.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Interaktion zwischen den Hémopexin-dhnlichen
Domiénen beider Gelatinasen und den TIMPs ndher beleuchtet werden, um somit einen
Beitrag zur Aufkldrung des Bindungsmechanismus zu leisten. Ebenso sollten ergéinzende
Arbeiten mit der Fibronektin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A und der katalytischen
Domine der Gelatinase B Hinweise auf Strukturen und die Bedeutung einer Glykosylie-

rung liefern.

5.1 Die Fibronektin-ahnliche Domséne der Gelatinase A

Aufgrund von Vorarbeiten stand ein etabliertes Expressionssystem fiir die Fibronektin-
dhnliche Domédne der Gelatinase A zur Verfligung (Stute 1998). Somit konnte diese im
GroBmalstab exprimiert werden. Die Expression in E. coli und die damit verbundene
Ablagerung des Proteins in “inclusion bodies” erforderte eine Faltung im
RedOx-"shuffling”-System. Die Reinigung erfolgte mittels Affinitdtschromatographie an
Gelatin-Sepharose. Durch dieses Verfahren gelang es, dem Max-Planck-Institut in
Martinsried ausreichend Material fiir eine Kristallisation und Strukturaufkldrung zur
Verfiigung zu stellen. Aufgrund der schlechten Kristallisationseigenschaften des Proteins
wurden verschiedene Chargen mit unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen
bereitgestellt.

Aufgrund der Kristallisationseigenschaften und der von Morgunova et al. veréffentlichten
Struktur der proGelatinase A (Morgunova et al. 1999, siehe Abbildung 10) wurde von

einer Strukturaufkldrung Abstand genommen.
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5.2 Die katalytische Domine der Gelatinase B

Die Arbeiten von Kroger zeigten, dass die in E. coli exprimierte katalytische Domine der
Gelatinase B bereits bei 4 °C einer raschen autoproteolytischen Degradierung unterliegt
(Kroger 1998). Als Ursache hierfiir wurde die fehlende Glykosylierung angenommen. Um
diese Uberlegungen zu verifizieren, sollte eine Expression in Pichia pastoris Hefezellen
Aufschliisse liber die Bedeutung der Kohlenhydratreste fiir die Stabilitdt der katalytischen
Domine geben.

Neben der Wildtyp-Form (Glu**Leu™’) der katalytischen Doméne sollte parallel eine
GIn**Ala*’-Mutante exprimiert werden. Bei dieser Variante ist sowohl der fiir die Aktivi-
tdt wichtige Glutamat-Rest als auch eine autoproteolytische Spaltstelle mutiert. Diese
Mutationen sollten eine Inaktivierung des Enzyms und eine Unterdriickung der autoproteo-
lytischen Degradierung bewirken.

Die cDNAs beider Varianten konnten mittels PCR aus einem “template” amplifiziert und

iiber spezifische Restriktionsstellen mit dem Expressionsvektor pPICZaA ligiert werden.

Positiv identifizierte Plasmide wurden linearisiert und zur Transformation verschiedener
Pichia pastoris Stimme eingesetzt. Die unter Selektionsdruck erhaltenen Klone wurden
fiir Testexpressionen verwendet und die Expression mittels Western Blot verfolgt. Durch
diese Verfahren konnte sowohl fiir die Wildtyp-Form als auch fiir die Mutante erfolgreich
ein Expressionssystem etabliert werden.

Die Analyse der Expressionsprodukte ergab neben dem erwarteten Produkt von ca. 38 kDa
auch ein Dimer der doppelten Grofle. Dieses ist in Analogie zum full-length Enzym zu
sehen, das als Monomer, Dimer oder Heterodimer mit Lipokalin aus Neutrophilen isoliert
wurde (Triebel et al. 1992, Tschesche et al. 1992).

Eine Aktivititskontrolle mittels Gelatin-Zymogramm zeigte fiir beide Varianten einen
deutlichen Abbau durch Monomer und Dimer. Die Aktivitit der potentiell inaktiven
Mutante ist zwar wesentlich geringer, aber die Restaktivitit veranschaulicht, dass die
Mutation des Glutamat-Restes nicht ausreichend fiir eine Inaktivierung des Enzymes ist.
Die Aufreinigung der Expressionsprodukte sollte iiber Ionenaustauschchromatographie
und Gelfiltration erfolgen. Obwohl die Reinigung bei 4 °C erfolgte, kam es zu einer Degra-
dierung der Proteine, so dass bereits nach der Ionenaustauschchromatographie, auch
mittels Antikorper, kein Protein mehr detektiert werden konnte. Zusammen mit der

Expressionskontrolle, bei der auch schon Abbaubanden detektiert wurden, verdeutlicht
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dieser Befund, dass die bei der Expression in Pichia pastoris angefiigten Kohlenhydrate
nicht zu einer ausreichenden Stabilisierung der katalytischen Doméne der Gelatinase B
fiihren. Die Arbeiten von Van den Steen et al. mit einer rekombinanten murinen
Gelatinase B zeigten in Pichia pastoris Zuckerstrukturen aus Oligomannose-Resten (Van
den Steen et al. 1998). Im Gegensatz dazu weisen die Untersuchungen von Rudd et al. bei
humaner MMP-9 aus Neutrophilen wesentlich komplexere Kohlenhydratstrukturen auf
(Rudd et al. 1999). Sollte eine Glykosylierung wirklich zu einer ausreichenden Stabilisie-
rung der katalytischen Domine fiihren, konnten diese Expressionssystem-abhingigen

Zuckerstrukturen ein Grund fiir die autoproteolytische Degradierung sein.

5.3 Die Himopexin-ahnliche Domane der Gelatinase A

Die bereits zur Verfiigung stehende Hiamopexin-dhnliche Domine der Gelatinase A lag
aufgrund der Expression in E. coli und der damit verbundenen Aufreinigungsstrategie in
denaturierter Form vor (Stute 1998). Die fiir die Charakterisierung notwendige native
Konformation sollte zum einen durch eine Dialyse gegen nicht-denaturierenden Puffer und
zum anderen mittels RedOx-"shuffling”-System erlangt werden.

Bei anschlieBenden Komplexierungen mit bovinem TIMP-2 konnte mittels Gelelektropho-
rese unter nicht-denaturierenden Bedingungen allerdings kein Komplex detektiert werden.
Spétere Untersuchungen bekréftigten die Annahme einer nicht nativen Konformation der
Hamopexin-dhnlichen Doméne, da das E. coli Produkt durch die Proteinasen Trypsin und
Makrophagen Elastase (MMP-12) gespalten wurde, wihrend keine Spaltung bei dem
nativen Expressionsprodukt aus Pichia pastoris stattfand.

Aufgrund der nicht nativen Konformation wurde eine Expression in Pichia pastoris
angestrebt. Diese Hefezellen ermdglichen eine korrekte Faltung von Proteinen mit Disul-

fidbriicken und, verbunden mit der Ausnutzung des o-Prépropeptids aus S. cerevisiae, eine

Sekretion der nativen Proteine.

Die Protein-kodierende cDNA wurde mittels PCR aus der full-length DNA amplifiziert
und tber selektive Restriktionsschnittstellen mit dem Vektor pPICZoA ligiert. Verschie-
dene Hefezellen wurden mit den linearisierten Plasmiden transformiert und unter Selekti-
onsdruck kultiviert. Der iiber SDS-PAGE verfolgte zeitabhingige Verlauf anschlieBender
Expressionsversuche und eine N-terminale Aminosduresequenzierung des Produktes

belegten die Etablierung eines  Expressionssystems. Die  Reinigung des
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Expressionsproduktes erfolgte durch Kombination von lonenaustauschchromatographie
und Gelfiltration bis zur Homogenitét.

Durch dieses Verfahren konnte die Hdmopexin-dhnliche Doméne der Gelatinase A in
nativer Konformation erfolgreich dargestellt werden. Allerdings ist im Gegensatz zu E.
coli die Expression in Pichia pastoris recht zeitintensiv (Expressionsdauer: 4 Stunden bei
E. coli und 4-6 Tage bei P. pastoris). Im Gegensatz dazu miissen die Proteine nicht zeit-
und kostenintensiv renaturiert werden. Anstelle der gewéhlten Reinigungsstrategie wiirde
eine Aufarbeitung mittels Affinitdtschromatographie an einer TIMP-2-Sdule mehrere
Vorteile haben: Zum einen wiirde es nur noch einen Chromatographieschritt geben und
damit eine erhebliche Zeiteinsparung und zum anderen wiirde eine spezifische Aufreini-
gung Verunreinigungen besser eliminieren. Andererseits wire fiir die Elution ein passen-
der Puffer erforderlich, der den Komplex dissoziiert, aber keines der beiden Proteine
denaturiert.

Fiir die Evaluierung der Wechselwirkungen zwischen der Himopexin-dhnlichen Doméne
der Gelatinase A und TIMP-2 wurde die biomolekulare Interaktionsanalyse herangezogen.
Die Messreihen wurden mit einem Biacore 3000°-Gerit durchgefiihrt. Boviner TIMP-2
wurde als Ligand mittels Aminokopplung auf der Oberfliche eines CMS5-Sensorchips
kovalent immobilisiert und die Komplexbildung bei verschiedenen Konzentrationen der
Hamopexin-dhnlichen Doméne beobachtet. Fiir diese Serien von Komplexassoziation und
-dissoziation musste eine vollstdndige Regeneration der Chipoberfliche ohne Zerstorung
des Liganden gewéhrleistet werden. Der Komplex zeigte eine unerwartete Stabilitét gegen-
iiber milden, aber auch ionenentziehenden Reagenzien wie z.B. 100 mM Glycin, 1 M NaCl
oder 200 mM EDTA, daher mussten verschiedene Regenerationsmethoden getestet
werden. Als Regenerationsmittel der Wahl stellte sich 20 mM HCI bei einer hohen Fluss-
rate von 100 pL/min heraus.

Die Auswertung der Sensorgramme ergab, dass die Komplexbildung nicht nach einer
Reaktion erster Ordnung ablief. Dieser Befund steht im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Olson et al., die die Bindung der C-terminalen Doméne an TIMP-2 mit einem Einpha-
sen-Model beschreiben konnten (Olson et al. 1997). Um den Bindungsmechanismus zu
verifizieren wurden die Assoziations- und Dissoziationskurven der Biacoremessungen mit
Gleichungen fiir Ein-Stufen-, Zwei-Stufen- und Drei-Stufen-Reaktionen computergestiitzt
angepasst. Dieses fiihrte zu der Erkenntnis, dass es sich bei der Bindung von Hdmopexin-

dhnlicher Domidne und TIMP um einen Zwei-Schritt-Mechanismus handelt. Diese
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unterschiedlichen Ergebnisse beruhen moglicherweise auf unterschiedlichen Messsyste-
men. Obwohl beide Untersuchungen auf dem Prinzip der Oberflichenplasmon-Resonanz
beruhen, verwendet das Biacoregerit ein Flusssystem, wihrend die Untersuchungen von
Olson et al. mit einem stationdren Kiivettenassay durchgefiihrt wurden. Dieses wiirde auch
das Ergebnis einer Simulation der Ergebnisse von Olson et al. erklaren. Die anhand der

veroffentlichten Daten mit dem Programm “BlAsimulation software®” simulierte

Bindungskurve weicht dabei deutlich von dem publizierten Sensorgramm ab.

Im Gegensatz dazu stimmt eine Zwei-Stufen-Reaktion mit der von Morgunova et al. verof-
fentlichten Kristallstruktur des proMMP-2/TIMP-2-Komplexes {iberein (Morgunova et al.
2002). Die Struktur weist zwei unabhéngige Regionen fiir die Bindung auf. Der C-termi-
nale Teil des TIMP-2 bindet dabei zwischen den Modulen III und IV der Himopexin-dhn-
lichen Domine. Diese Region ist vergleichbar mit der von Overall et al. beschriebenen
“docking site” (Overall et al. 1999 und 2000). Die andere Bindung erfolgt zwischen dem
GH-"loop” des TIMPs und einer Tasche im Modul IV des B-Propellers (siche Abbildung

12). Aus diesen Erkenntnissen lésst sich fiir den Bindungsmechanismus postulieren, dass
der TIMP-2 mit seinem anionischen C-Terminus eine schnelle ionische Interaktion mit der
kationischen “docking site” eingeht (Schritt 1), wihrend zur weiteren Stabilisierung eine
hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem GH-"loop” des TIMPs und dem Modul IV
ausgebildet wird (Schritt 2).

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten des Komplexes erfolgte {iber die Sattigung
des Ligand-beschichteten Sensorchips. Unter der Voraussetzung, dass es sich um einen
1:1-Komplex handelt, ist der mathematische Ausdruck fiir die Anderung der “response
units” eine Funktion in Abhéngigkeit der gesamten Analytkonzentration. Durch eine itera-
tive Ndherung dieser Gleichung an die Séattigungskurve des Sensorchips lie3 sich die
Dissoziationskonstante mit 0,17 £ 0,08 uM berechnen. Diese Konstante ist um den Faktor
3-6 groBer als die bisher veroffentlichten Werte (Olson et al. 1997, Overall et al. 1999).
Allerdings entspricht sie der von Bigg et al. bestimmten Konstanten fiir den

72-Ham/TIMP-4-Komplex (Bigg et al. 1997).
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5.4 Die Himopexin-dhnliche Domine der Gelatinase B

Die Etablierung eines Expressionssystems fiir die Hdmopexin-dhnliche Doméne der
Gelatinase B erfolgte in analoger Weise zum System fiir die entsprechende Doméne der
Gelatinase A. Als “template” fiir die PCR stand eine cDNA aus der Zusammenarbeit mit
Dr. Pourmotabbed (University of Tennessee) zur Verfligung. Sowohl die Expressionskon-
trolle durch SDS-PAGE als auch eine N-terminale Aminosduresequenzierung zeigten zwei
Expressionsprodukte. Neben dem erwarteten N-Terminus T**AGPSTATTVPL konnte
eine um vier Aminosduren verkiirzte Variante identifiziert werden. Diese verkiirzte
Variante entstand durch eine unspezifische Proteolyse wiahrend der sekretorischen
Ausschleusung des Proteins in das Kulturmedium. Die Reinigung des Expressionsproduk-
tes erfolgte ebenfalls durch Ionenaustauschchromatographie und Gelfiltration.

Die beobachtete N-terminale Deletion betrifft nicht die eigentliche Propellerstruktur der
Héamopexin-dhnlichen Doméne, sondern ist vielmehr ein Teil der “hinge”-Region. Da aber
keine Wechselwirkungen dieser Region mit den TIMPs bekannt sind, wurde von keiner
Beeinflussung der Messergebnisse ausgegangen.

Trotz der erfolgreichen Etablierung eines Verfahrens zur Darstellung des Komplexes aus
Hamopexin-dhnlicher Doméne und TIMP-1 konnte, aufgrund von zu geringem Ausgangs-
material, kein Komplex fiir eine Strukturaufklarung bereitgestellt werden.

Im Gegensatz zum 72-Hidm/TIMP-2-Komplex gab es bisher kaum Untersuchungen zum
Komplex 92-Hiam/TIMP-1. In der vorliegenden Arbeit sollte somit der Bindungsmechanis-
mus dieses Komplexes durch die biomolekulare Interaktionsanalyse untersucht werden.
Durch konzentrationsabhidngige Messreihen und Analyse der Bindungskurven durch nicht
lineare Kurvenanpassung ergab sich in Analogie zum 72-Ham/TIMP-2-Komplex eine
Zweiphasen-Interaktion. Ein Aminosiurevergleich zwischen den beiden Hamopexin-hnli-
chen Dominen der Gelatinasen zeigte gewisse Gemeinsamkeiten auf. Zwar konnte in der
92-Ham-Doméne kein Lysincluster in den Modulen III und IV der Propellerstruktur identi-
fiziert werden, jedoch konnte eine Akkumulation von Argininen bei der passenden dreidi-
mensionalen Konformation eine Bindungsstelle dhnlich der “docking site” bilden
(Abbildung 47). Im Gegensatz zu TIMP-2 weist TIMP-1 keinen anionischen C-terminalen
Teil fiir die Interaktion mit der kationischen “docking site” auf. Dass eine Komplexbildung
trotzdem moglich ist, zeigt die Interaktion von TIMP-3, der ebenfalls keinen anionischen

Teil besitzt, mit der Himopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase A (Butler et al. 1999).
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Diese Komplexbindung ist aber um den Faktor 15 schwécher als bei 72-Him/TIMP-2,
woflr der fehlende anionische C-terminale Teil verantwortlich gemacht wird. Trotzdem
konnte gezeigt werden, dass die Module III und IV fiir die Bildung dieses Komplexes von

entscheidender Bedeutung sind.

Modul I Modul IT
CKQDIVFDGIAQIXGEIFFFKD FIWRTVTP:D- KPMGPLLVATFWPELPEKIDAVYEAPQEEKAVFFAGNEYW I YSAST LEXGYPKPL - TSLGLP
CNVNI- FDAIAEIGNQLYLFKDGKYWFSEGGS PQGPFL IADKWPALP:KLDSVFEEP LSKKLFFF SGRQVWVYTGASVLG - - P LDK-LGLG
Modul I Modul IV
[PDVQ VDAAFNWS-KNKKT YIFAGDKFW YNEVKKKMDPGFPKLlADAWNAH’DNLDAVVDLQGGGHSYFFKGAYYLKLENQSLKSVKFG—— - SlKSDWLGC‘
ADVAQVTGAL -- "SGNGKMLLFSG::LW:FDVKAQMVDP:SASEVD:MFPGVPLDTHDVFQY*EKA - -YFCOD:FYW!VSS:SE-LNQVDQV GYVTYDI LQC

Abbildung 47: Aminosiurevergleich der Himopexin-dhnlichen Doménen der Gelatinasen.
Die obere Zeile gibt die Sequenz der Gelatinase A wieder, die untere die der Gelatinase B.
Dargestellt sind die Aminosduren der Propellerstruktur der MMP-2; hervorgehoben in rot
die Lysinreste und in griin die Argininreste (modifiziert nach Overall et al. 1999).

Im Gegensatz zu diesen Uberlegungen zeigten Morgunova et al. die Spezifitit der Interak-
tionen im proMMP-2/TIMP-2-Komplex auf (Morgunova et al. 2002). So sind einige an der
Bindung beteiligte Aminoséduren einzigartig flir MMP-2 und TIMP-2 und kommen in der
MMP-9 und TIMP-1 nicht vor. Dieses deutet darauf hin, dass sich beide Komplexe zwar in
einer Zweiphasen-Interaktion bilden, die Bindungen in den Komplexen aber signifikant
unterschiedlich sind. Dieses ist eine Erkldrung fiir die Spezifitit der Komplexe und damit
dafiir, dass die Komplexe 72-Him/TIMP-1 und 92-Ham/TIMP-2 nicht nachgewiesen
werden konnten.

Ein iiberraschendes Ergebnis bei der Komplexbildung lieferte der Vergleich zwischen
glykosyliertem TIMP-1 aus Sdugetierzellen (CHO-Zellen) und unglykosyliertem TIMP-1
aus E. coli. Die Glykosylierung hatte zwar keinen Einfluss auf den Bindungsmechanismus,
aber der Komplex mit glykosyliertem TIMP war deutlich stabiler. Die Bestimmung der
Dissoziationskonstanten lieferte fiir das glykosylierte System einen Kg-Wert von 5,5 +
0,7 nM, wohingegen der Wert flir den unglykosylierten Komplex 1,08 + 0,24 uM betrug.
Fiir diese grofle Differenz gibt es zwei mogliche Erkldrungen. Zum einen kdnnte der
TIMP-1 aus E. coli nur unzureichend nativ gefaltet sein. Diese Erkldrung wird durch die
durchgefiihrten Inhibierungsstudien gestiitzt, bei denen nur ca. 70% des eingesetzten
TIMPs die katalytische Doméine der MMP-8 inhibierten. Ergéinzend ist hier anzumerken,
dass sich bei der Uberfilhrung in die native Konformation oft groBe Mengen von

Glutathion an das Protein anlagern (Tschesche 2001), diese Glutathionreste konnten dann
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die Stabilitit des Komlexes beeinflussen. Zum anderen konnte die Glykosylierung einen
wichtigen Beitrag zur Stabilitdt eines Komplexes leisten. Dieses wiirde erklaren, warum
der 92-Ham/TIMP-1-Komplex ohne anionischen C-terminalen TIMP-1-Teil stabiler ist als
der 72-Ham/TIMP-2-Komplex, bei dem keine Glykosylierung vorliegt.

Ganz andere Erkenntnisse brachte die biomolekulare Interaktionsanalyse fiir den Komplex
von proGelatinase B und TIMP-1. Das Sensorgramm wies einen sehr stabilen Komplex
aus, bei dem anndhernd keine Dissoziation zu erkennen war. AuBlerdem erreichte das
Messsystem bei geringen proMMP-9-Konzentrationen keinen Gleichgewichtszustand,
sondern ndherte sich einem maximalen Bindungssignal fiir alle Konzentrationen an,
wodurch eine Bestimmung der Dissoziationskonstanten nicht moglich war.

Obwohl aufgrund der Latenz der proMMP-9 nur eine Bindung an die Himopexin-dhnliche
Domine moglich erschien, ergab die Analyse des Bindungsmechanismus eindeutig eine
Drei-Stufen-Reaktion. Somit muss es fiir den Inhibitor auer den beiden Bindungsstellen
an der Himopexin-dhnlichen Doméne noch eine weitere mogliche Bindungsstelle geben,
die nicht der “active site” entspricht. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Beobachtun-
gen von Olson et al., die sowohl fiir die Bindung von TIMP-1 und TIMP-2 an die aktiven
Formen der Gelatinasen als auch fiir die Bindung an die entsprechenden proEnzyme eine
Zwei-Phasen-Kinetik bestimmten (Olson et al. 1997).

Wihrend Komplexe der Himopexin-dhnlichen Domine der Gelatinase A mit TIMP-4 und
dem Integrin o.f; schon seit langerer Zeit bekannt sind (Bigg et al. 1997, Brooks et al.
1996), sind keine Angaben iiber entsprechende Komplexe mit der Himopexin-dhnlichen
Domine der Gelatinase B bekannt. Ein moglicher 92-Ham/TIMP-4-Komplex wurde aller-
dings durch die Arbeiten von Stratmann postuliert (Stratmann 2000). Hierbei konnte eine
schwache Interaktion zwischen der proGelatinase B und N-terminal blockiertem TIMP-4
festgestellt werden. Aufgrund der Latenz der Gelatinase und der N-terminalen Blockierung
des TIMPs musste diese Wechselwirkung iiber die C-Termini erfolgen. Die in dieser
Arbeit hierzu durchgefiihrten Biacore-Messungen ergaben keine Bestdtigung fiir diesen
Komplex. Auch eine Bindung von 92-Hém an die Integrine o.f3; und o, konnte nicht
nachgewiesen werden. Um einer moglichen Blockierung von Bindungsstellen aufgrund der
kovalenten Immobilisierung an der Chipoberflache entgegenzuwirken, wurden bei diesen

Messungen zusdtzlich Ligand und Analyt wechselseitig ausgetauscht.
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5.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte wichtige Erkenntnisse iiber die Komplexbildung zwischen
den Hamopexin-dhnlichen Domidnen der Gelatinasen und den TIMPs liefern. Zur Verifi-
zierung dieser Ergebnisse und der weiteren detailierten Aufkldrung der Bindungsmecha-
nismen sind noch weitere Untersuchungen erforderlich. So konnte die Aufkldrung der
Komplexstrukturen von 92-Hidm/TIMP-1 und pro-MMP-9/TIMP-1 wichtige Hinweise auf
die verschiedenen Bindungsstellen und damit den Bindungsmechanismus liefern. Auch
schon die einzelne Struktur der Hdmopexin-dhnlichen Domine der Gelatinase B wiirde
zum Verstindnis der Interaktionen beitragen, in dem sie Einblicke in die mogliche
Akkumulation der Argininreste liefert. Ebenso kdnnten Mutationsstudien Aufschliisse iiber
die Bedeutung einzelner Argininreste bei der Komplexbildung liefern.

Unter Verwendung der biomolekularen Interaktionsanalyse konnten neue Erkenntnisse
iber die zusitzliche Bindungsstelle bei latenten Gelatinasen erlangt werden. So wiirden
vergleichbare Messungen mit einer potentiell aktiven, aber gleichzeitig inhibierten Gelati-
nase Aufschliisse iiber die Beteiligung der Pro-Doméne geben. Die Inhibierung wiirde
dabei die “active site” fiir eine Bindung blockieren und auerdem die autoproteolytische
Degradierung des Enzyms unterdriicken.

Eine durch die vorliegende Arbeit aufgekommene Frage ist die Bedeutung der Glykosylie-
rung fiir die Stabilitdt dieser Komplexe aus Himopexin-dhnlicher Doméine und TIMP im
Allgemeinen und fiir unterschiedliche Systeme wie z.B. 72-Him/TIMP-3 oder
92-Ham/TIMP-1 im Speziellen.

Wihrend iiber die in vivo Bedeutung des Komplexes aus proGelatinase A und TIMP-2
bzw. TIMP-4 durch zahlreiche Verdffentlichungen schon sehr viel bekannt ist, gibt es
kaum Erkenntnisse tiber die Komplexe aus proGelatinase B und TIMP-1 oder TIMP-3.
Hier besteht in Zukunft noch ein groBer Klirungsbedarf, um die Bedeutung dieser
Komplexe besser einschidtzen zu konnen. Hierfiir bieten sich als mogliche Ansatzpunkte

Untersuchungen an Zellkulturen oder knockout Méusen an.
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Kapitel 7 Anhang

7.1 Stimme und Vektoren

7.1.1. Escherichia coli Stimme

Alle verwendeten Stamme sind rekombinationsdefiziente E. coli Staimme, die im Phénotyp
ampicillinsensitiv sind. Sie wurden von den Firmen Novagen, Invitrogen und Stratagene

bezogen.

7.1.1.1 E. coli [JM 109]

Genotyp: endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (rx mx’) relAl supE44 A(lac-proAB)
[f'traD36 proAB AB lac19Z AM15]

Der E. coli Stamm [JM 109] (Promega, Mannheim) wurde im Rahmen der TA-Klonierung

zur Transformation von Ligationsansétzen eingesetzt.

7.1.1.2  E. coli [XL1 blue MRF‘|

Genotyp:  A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac[F proAB lacl® ZAM15 Tn 10 (Tet")]

Bei dem E. coli Stamm [XL1 blue MRF¢] (Stratagene, La Jolla) handelt es sich um einen
reinen Klonierungsstamm, der zur Klonierung der Ziel-DNA in verschiedene Vektoren
und zur Vervielfiltigung und Erhaltung der Plasmide eingesetzt wurde, da er rekombinati-
onsdefizient (recA-) ist und hohe Transformationsraten erzielt. Verwendung findet dieser
Stamm insbesondere auch bei der Klonierung eukaryotischer cDNA, da diese oftmals an
Cytosinen und/oder Adeninen methyliert ist und vom Bakterium als fremde DNA erkannt
wird, was zum Abbau der DNA fiithren kann. Mutationen in verschiedenen Genen des

Stammes verhindern dies.
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7.1.2 Escherichia coli Vektoren

7.1.2.1 pCR™-2.1-TOPO

Fiir TA-Klonierungen wurde der Vektor pCR™-2.1-TOPO (Invitrogen, Groningen) einge-
setzt, der auf Plasmiden der pUC-Serie basiert.

x
[$] A
RilA PCR Produkt

pCR 2.1-TOPO
3900 bp

Abbildung 48: Vektorkarte pCR™-2.1-TOPO. (Plac: lac Promotor; lacZo: lacZo
Fragment; f1 ori: f1 Replikationsursprung; Kan: Kanamycinresistenzgen, Amp: Ampicil-
linresistenzgen; ColE1: Replikationsursprung ; PCR Produkt: TA-Klonierungsstelle)
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71.22 pGEM™.-T

Der pGEM™-T-Vektor (Promega, Mannheim) wurde ebenfalls fiir die TA-Klonierungen

verwendet.

Abbildung 49: Vektorkarte pPGEM™.-T. (lacZ: lacZ Fragment; f1 ori: f1 Replikationsur-
sprung; Amp: Ampicillinresistenzgen; PCR Produkt: TA-Klonierungsstelle)

7.1.3  Pichia pastoris Stimme

P. pastoris besitzt zwei Gene, die fiir Alkohol-Oxidase kodieren: AOX1 und AOX2. Fiir
den weitaus grofiten Teil der Alkohol-Oxidase-Aktivitdt in der Zelle ist das AOX1-Gen
verantwortlich. Die Expression ist genau reguliert und kann durch Induktion mit Methanol
auf ein Vielfaches ansteigen. P. pastoris Stimme wie [X 33] und [GS 115] nutzen das
AOX1-Gen, um Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu metabolisieren. Sie gehoren
zum Phénotyp Mut” (Methanol utilization plus).

Das AOX2-Gen ist 97% homolog zum AOX1-Gen. Der Verlust des AOX1-Gens fiihrt
zum Verlust des grofiten Teils der Alkohol-Oxidase-Aktivitit der Zellen und resultiert im

verlangsamten Methanol-Metabolismus unter Nutzung des AOX2-Gens und damit in
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vermindertem Wachstum (Cregg et al. 1989). Zu diesem Phénotyp Mut® (Methanol utiliza-
tion slow) gehort der P. pastoris Stamm [KM 71].

Die Stimme wurden von der Firma Invitrogen, Groningen bezogen.

Genotypen: [X 33]: wildtyp
[GS 115]: his4
[KM 71]: arg4 his4 aox1:ARG4

7.1.4 Pichia pastoris Vektor pPICZoA

Fiir die heterologe Expression in P. pastoris wurde der Vektor pPICZoA (Invitrogen,

Groningen) verwendet, der nach Linearisierung durch Restriktion innerhalb des AOX1-

Gens in das Pichia-Genom integriert wurde.

To ——=_-—
=— C 00 = ® »
|m 3558538 MEED STOP |

AOX1TT

PTEF1

pPICZo A oen
3600 bp

Zeo

ColE1 cyc1 TT

Abbildung 50: Vektorkarte pPICZaA. (5° AOXI1: Promotor der Alkoholoxidase;
o-Faktor: o-Faktor Sekretionssignal; MCS: Multiple Cloning Site; myc: C-terminales
myc-Epitop: 6x His: C-terminaler Polyhistidin-Tag; AOX1 TT: Transkriptionsterminati-
onssignal des AOX1 Gens; PTEFI: Promotor des Transkriptionselongationsfaktors 1;
PEM 7: Synthetischer prokaryontischer Promotor fiir Zeocinresistenzgen; Zeo: Zeocinresi-
stenzgen; Cycl TT: Transkriptionsterminationsregion des cyc! Gens; ColE1: Replikations-
ursprung fiir E. coli)
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7.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
bezogen.

Fettdruck: Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen X#ol und Norl
Kursivdruck: Start- bzw. Stopp-Codons

Farbdruck: Sequenz-Elemente aus o-Priapropeptid

72-Ham-F:  5'-CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCCTCTCCT-3’
72-Ham-R:  5"-GCGGCCGCCTAGCAGCCTAG-3’

92-Him-F: 5-CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTACTGCTGGCCCTTCT-3"
92-Ham-R: 5-GCGGCCGCCTAGTCCTCAGGGCA-3’

92-KaDo-F: 5-CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTTCCAAACCTTT-3’
92-KaDo-R: 5’-GCGGCCGCCTAACCATAGAGGTGCC-3"
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