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1 Einleitung

1.1 Die extrazelluläre Matrix

Gewebe bestehen aus Zellen und der sie umgebenden extrazellulären Matrix (engl.: Extra

Cellular Matrix - ECM). Der Aufbau und die Zusammensetzung der Matrix bestimmt im

wesentlichen die physikalischen Eigenschaften und die Morphologie der entsprechenden

Gewebe (Alberts et al., 1990). Zum Beispiel führt die Calcifizierung der Matrix in Knochen

und Zähnen zu hartem Gewebe, während die kollagenreichen Sehnen enorme Zugfestigkeit

und Elastizität aufweisen. Aufgrund von Funktion und morphologischer Zusammensetzung

kann zwischen Epithel-, Binde-, Muskel- und Nervengewebe unterschieden werden. In

Bindegeweben nimmt die extrazelluläre Matrix im allgemeinen mehr Raum ein als die Zellen.

Die verschiedenen Organe weisen eine sehr unterschiedliche Verteilung der einzelnen

Gewebe auf: Haut oder Knochen bestehen weitgehend aus Bindegeweben, während

Bindegewebe im Gehirn oder Rückenmark nur einen geringen Anteil an der Gesamtmasse

stellen.

Die Makromoleküle der ECM werden hauptsächlich von den in ihr eingebetteten Zellen

sezerniert und entsprechend den Gewebeeigenschaften angeordnet und vernetzt. In den

meisten Bindegeweben wird diese Aufgabe durch Fibroblasten oder höher spezialisierte

Zellen der Fibroblasten-Familie erfüllt. Zwei Haupttypen von Makromolekülen der ECM

werden unterschieden:

Proteoglycane (z.B.: Aggrecan, Perlecan oder Decorin) sind hochmolekulare Aggregate,

bestehend aus Polysaccharidketten (Chondroitin-, Dermatan-, Keratan- oder Heparansulfat),

die an ein Proteingerüst gebunden sind. Sie sind sehr hydrophil und bilden unter Einlagerung

von interstitieller Flüssigkeit hydratisierte Gele. Unterstützt wird diese Eigenschaft durch die

hohe negative Ladungsdichte, die zur Bindung osmotisch aktiver Kationen führt. Die auf

diese Weise gebundene Wassermenge verleiht der extrazellulären Matrix einen bestimmten

Quelldruck (Tugor), der für die Druckfestigkeit des entsprechenden Gewebes verantwortlich

ist. Der gelartige Aufbau der Matrix ermöglicht einerseits einen raschen Transport

wasserlöslicher Moleküle (Versorgung) und andererseits die Wanderung von Zellen.

Neben den Proteoglycanen bilden die Faserproteine die zweite große Hauptklasse von

Makromolekülen der ECM. Man unterscheidet je nach Funktion die Strukturproteine (z.B.

Kollagen, Elastin oder Fibrillin), die der Matrix mechanische Stabilität verleihen, und

Anheftungsproteine (z.B. Fibronektin und Laminin), die für die Anheftung von Zellen an die
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Strukturen der ECM verantwortlich sind. Die große Vielfalt der Kollagentypen (Fibrilläre

Kollagene z.B. Typ I, II, III; nichtfibrilläres Kollagen Typ IV und niedermolekulare

Kollagene) und die Anordnung und Vernetzung der Kollagenfibrillen bildet eine wesentlich

Grundlage für die Eigenschaften und die Morphologie des jeweiligen Gewebes.

Entgegen der bis vor kurzem gültigen Lehrmeinung, nach der die ECM nur eine „statische

Stützfunktion“ des Gewebes erfüllt, ist heute klar, daß die Matrix eine aktive und komplexe

Rolle für Entwicklung, Bewegung, Vermehrung, Form, Funktion und Stoffwechselfunktion

von Zellen, mit denen sie in Kontakt steht, spielt. Hinsichtlich Synthese und Degradation ihrer

Komponenten stellt die Matrix ein fein reguliertes, dynamisches System dar. Dies äußert sich

in physiologischen Prozessen, wie z.B. Wundheilung, Wachstum, Embryogenese oder

Angiogenese. Pathologische Ereignisse, wie z.B. Fibrosen, rheumatoide Arthritis,

Parodontose, chronische Entzündungen, Tumorwachstum und Metastasierung, gehen mit der

verstärkten Bildung oder dem exzessivem Abbau von Matrixkomponenten einher.  Neben

Threonin- und Aspartatproteasen spielen vor allem Serin-, Cystein- und die Metalloproteasen

eine wichtige Rolle bei der Degradation von Bestandteilen der ECM (Alexander & Werb,

1998; Basbaum & Werb, 1996). Die Metzinkine bilden die wichtigste Klasse der

Metalloproteinasen und werden in die Familien der Adamalysine, Astazine, Serralysine und

Matrixine (Matrix Metalloproteinasen/MMPs) eingeteilt (Stöcker et al., 1995).

Kollagenfasern

Kapillare
elastische
Fasern 
Mastzelle

Epithelzell-
Schicht

Basalmembran

Makrophage

Fibroblast

Glycosaminoglykane

← →50 µm

Abbildung 1: Bindegewebe unterhalb einer Epithelzell-Schicht.
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1.2 Matrix Metalloproteinasen

Viele physiologische und pathologische Prozesse zeichnen sich durch die Umstrukturierung

von Bindegewebe aus. 1962 zeigten Gross und Lapiére, daß verschiedene auf Kollagen-Gelen

kultivierte Gewebe den Abbau des tripelhelikalen Kollagens verursachten. Nach dieser ersten

Veröffentlichung im Zusammenhang mit Matrixinen folgten Berichte über die Entdeckung

von Kollagenasen in humanen Geweben (MMP-1) und in Neutrophilen Granulozyten (MMP-

8) (Gross & Nagai, 1965; Lazarus et al., 1968). Im Laufe der Jahre wuchs die Familie der

MMPs durch die Charakterisierung weiterer Mitglieder mit unterschiedlichen Eigenschaften,

so daß bis heute 19 humane Matrix Metalloproteinasen identifiziert und charakterisiert

werden konnten (Woessner, J.F. & Nagase, H., 2000).

1.2.1 Domänenstruktur

Neben der Sequenzhomologie weisen alle charakterisierten MMPs eine hohe

Strukturhomologie auf. Aufbau und Funktion der MMPs sind auf das Zusammenspiel der

einzelnen Domänen zurückzuführen (Bode et al., 1999). Im Folgenden werden Aufbau und

Funktionen der einzelnen Domänen erklärt:

Abbildung 2: Domänenstruktur der MMPs.
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1.2.1.1 Das Signalpeptid

Alle MMPs werden intrazellulär synthetisiert und in den extrazellulären Raum sezerniert. Das

dafür verantwortliche hydrophobe Signalpeptid besitzt typischerweise 18 bis 30 Aminosäure-

reste und wird während der Sekretion abgespalten.

1.2.1.2 Das Propeptid

Das durchschnittlich 80 Aminosäuren umfassende Propeptid der Matrixine enthält die

hochkonservierte Region PRCGVPD, welche im latenten Enzym direkt gegenüber dem Zink-

Ion des aktiven Zentrums positioniert ist. Die Thiol-Gruppe des Cysteins besetzt hier die

vierte Koordinationsstelle des Zink-Ions und ist somit direkt für die Latenz des Proenzyms

verantwortlich (Springman et al., 1990). Der Beweis für diese Art der Latenzerhaltung wurde

zunächst durch sukzessive Mutation einzelner Reste der PRCGVPD-Region (Park et al.,

1991) und später durch Röntgenstrukturanalyse (Becker et al., 1995) bewiesen. Die

Entfernung des blockierenden Cysteins kann auf vielfältige Weise erfolgen (Oxidation,

Proteolyse, Behandlung mit Quecksilber- oder Gold-Verbindungen). Ein Konzept für den

Aktivierungsmechanismus, der sogenannte cystein-switch (Abbildung 9), wurde 1990 von

van Wart und Birkedal-Hansen vorgeschlagen.

1.2.1.3 Die Furin-Spaltstelle

Am C-terminalen Ende des Propeptids befindet sich eine Erkennungssequenz (R108RKR) für

Furin-ähnliche Proteasen der Kex-2 Familie. Bei der Reifung des Enzyms im Golgi-Apparat

kann Furin die proteolytische Abspaltung des Propeptids und somit die Aktivierung der MMP

bewirken. Pei und Weiss (1995) bewiesen die Möglichkeit dieses Aktivierungsweges mit in

vitro Untersuchungen an der proMMP-11 und Furin als Aktivator.

1.2.1.4 Die katalytische Domäne

Matrilysin trägt als kürzeste bisher bekannte MMP C-terminal die katalytische Domäne, an

die sich bei allen anderen MMPs die Hämopexin-ähnliche Domäne anschließt. Die bekannten

Kristallstrukturen der katalytischen Domänen von MMPs weisen große Homologien auf.



Einleitung                                                                                                                                     8

Das Hauptkennzeichen der Raumstrukturen ist das stark verdrillte fünfsträngige β-Faltblatt,

welches von drei α-Helices flankiert wird. Als Beispiel ist in Abbildung 3 die Struktur der

katalytischen Domäne der MT1-MMP dargestellt. Die typischerweise 160-170 Aminosäuren

lange katalytische Domäne enthält im C-terminalen Drittel das aktive Zentrum mit dem

hochkonservierten HELGHXXGXXH Zink-Bindungsmotiv. Neben dem im aktiven Zentrum

gebundenen Zink Ion enthält die cdMT1-MMP ein weiteres, strukturstabilisierendes Zink-Ion

(Abbildung 4). Der katalytische Spalt (Abbildung 3, von links nach rechts verlaufend)  wird

durch einen β-Strang (sIV), eine α-Helix (hB) und den für die Aktivität essentiellen „Met-

turn“ gebildet.

Die katalytische Domäne der MT1-MMP wird außerdem durch zwei sehr unterschiedlich

koordinierte Calcium-Ionen in ihrer Struktur stabilisiert, während andere MMPs hier ein, zwei

oder auch drei Calcium-Ionen binden können.

Sowohl das strukturelle Zink-Ion (Wetmore et al., 1996), als auch die beiden Calcium-Ionen

(Housley et al., 1993) sind essentiell für die Aufrechterhaltung des proteolytischen Potentials.

      

Abbildung 3: Ribbon-Strukturen der katalytischen Domäne der MT1-MMP. Linke
Abbildung: katalytisches Zink (blaue Kugel/Mitte), strukturelles Zink (blaue
Kugel/oben), oktaedrisch durch Peptidreste koordiniertes Calcium (violette
Kugel/rechts), vierfach durch Peptidreste koordiniertes Calcium (violette
Kugel/links). Rechte Abbildung: 90° um senkrechte Achse gedreht. Katalytischer
Spalt (Mitte links) (Fernandez-Catalan et al., 1998).
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Die untersuchten katalytischen Domänen von MMPs zeigten trotz der großen Ähnlichkeit der

Raumstrukturen Unterschiede bezüglich der katalytischen Spezifitäten, der kinetischen

Parameter und der Hemmeigenschaften von TIMPs (Windsor et al., 1997; Zucker et al., 1998;

Lichte et al., 1996).

Erste Vermutungen zum katalytischen Mechanismus der MMPs wurden anhand der mittels

Röntgenstrukturanalyse gewonnenen 3-D-Modelle aufgestellt (Spurlino et al., 1994) und

durch Mutationsanalysen bestätigt (Windsor et al., 1994). Basierend auf dem für Thermolysin

ermittelten Mechanismus der Hydrolyse einer Peptidbindung (Matthews, 1988) wurde

folgender Proteolysemechanismus für MMPs vorgeschlagen:

Das Substratmolekül lagert sich entsprechend den Spezifitätskriterien in der katalytischen

Tasche so ein, daß der Sauerstoff der Carbonylgruppe der zu spaltenden Bindung eine

Koordination mit dem katalytischen Zink eingeht, wodurch die Carbonylgruppe für einen

nucleophilen Angriff aktiviert ist. Ein dem katalytischen Zink gegenüber angeordneter

Glutamatrest verstärkt den nucleophilen Angriff des Wassermoleküls auf die Carbonylgruppe

der zu spaltenden Bindung. Die Anordnung des katalytischen Zentrums begünstigt die

Bildung des Übergangszustandes, eines Hemiketals, und katalysiert dadurch die Spaltung

einer Peptidbindung. Abbildung 5 zeigt schematisch den Katalysemechanismus von MMPs:

Abbildung 4: Detailansichten des katalytischen Zentrums (A): katalytisches Zink-Ion
dreifach von Histidin-Resten koodiniert; die vierte Koordinationsstelle wird durch ein
H2O-Molekül zwischen dem Glu240 und dem Zink besetzt (hier nicht dargestellt).
(B): Detailansicht des strukturell gebundenen Zink-Ions: tetraedrische Koordination
durch einen Glu und drei His-Reste.
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1.2.1.5 Die Fibronektin Typ II-Domänen

Die Gelatinasen A und B tragen im Gegensatz zu anderen MMPs innerhalb ihrer katalytischen

Domäne die dreifache Wiederholung einer 58 Aminosäure großen Fibronektin Typ II –

ähnlichen Sequenz, die maßgeblich an der Substraterkennung beteiligt ist. Dieser direkt vor

dem Zinkbindungsmotiv positionierte Sequenzabschnitt ist somit auch für die

Substratspezifität der Gelatinasen verantwortlich (Bányai et al., 1996).

1.2.1.6 Hinge Region

Zwischen der katalytischen und der sich C-terminal anschließenden Hämopexin-ähnlichen

Domäne wird in allen bekannten MMPs eine prolinreiche Verbindungsregion von 2 bis 72

Aminosäureresten gefunden. Die Aufklärung der Gesamtstruktur der MMP-1 aus Schwein

ergab keine definierte Position des 17 Aminosäuren langen Loops, was diese Region als

hochflexible Verbindungssequenz ausweist (Li et al., 1995). Die Vermutung, diese Region

könnte bei Kollagenasen zum Katalysemechanismus beitragen, indem sie „reißverschlußartig“
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Katalysemechanismus von

MMPs (Spurlino et al., 1994).
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mit der Tripelhelix interagiert (proline-zipper), hat sich bis heute nicht bestätigt (de Souza et

al., 1996). Als Ausnahme gegenüber allen anderen Mitgliedern der MMP-Familie trägt die

MMP-9 an dieser Stelle einen 54 Aminosäure langen, der α2 Kette des Typ V Kollagens

ähnlichen, Einschub (Pourmotabbed, 1994).

1.2.1.7 Die Hämopexin-ähnliche Domäne

Die Hämopexin-ähnliche Domäne umfasst ca. 200 Aminosäuren und ist bei allen bekannten

MMPs außer bei Matrilysin zu finden. Die Struktur entpricht einem vierblättrigem Propeller,

wobei jedes „Blatt“ ca. 48 Aminosäuren umfasst (Li et al., 1995). Die Struktur-Funktions-

Beziehungen wurden in der letzten Zeit eingehend diskutiert (Murphy & Knäuper, 1997;

Bode, W., 1995).

Die Hämopexin-ähnliche Domäne ist essentiell für die Bindung der Kollagenasen an Kollagen

und bestimmt damit das Substratspezifitätsspektrum (Murphy et al., 1992). 1996 wurde ein

Mechanismus der Kollagenbindung vorgeschlagen, bei dem die Hämopexin-ähnliche Domäne

über die frei bewegliche Hinge Region in der Lage ist, mit der katalytischen Domäne und

einem Kollagenstrang einen sandwichartigen Komplex zu formen (Gomis-Rüth et al., 1996).

Dieser Mechanismus soll anhand von Röntgenstrukturanalysen an kollagengebundenen

MMPs untersucht werden (Gomis-Rüth et al., 1996).

Abbildung 6: Aufsicht auf den „vierblättrigen
Propeller“ der Hämopexin-ähnlichen Domäne
von MMP-2 (Libson et al., 1995).
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Weiterhin sind Bindungsaffinitäten zu verschiedenen Komponenten der ECM untersucht

worden: Heparin (Crabbe et al., 1993), Integrin αvβ3 (Brooks et al., 1996), TIMPs (Lichte et

al., 1996). Bindungsstudien von TIMP-1 an MMP-2, MMP-3 und MMP-13 haben gezeigt,

daß die Hämopexin-ähnliche Domäne Einfluß auf die Bindungsstärke des Komplexes hat

(5.3.8), wohingegen dieser Effekt bei der Bindung von TIMP-2 an MMP-13 keine Rolle spielt

(Nguyen et al., 1994; Baragi et al., 1994; Knäuper et al., 1997).

Nicht zuletzt wird über die Bindung der Hämopexin-ähnlichen Domäne von proMMP-2 an

den MT1-MMP/TIMP-2 Komplex (Abbildung 10) die Aktivierung der Progelatinase A an

bestimmten Orten (zum Beispiel den Enden von Invadopodien) der Zelloberfläche vermittelt

(Lichte et al., 1996).

1.2.1.8 Die Transmembran- und die cytoplasmatische Domäne

Die erste membranständige Matrix Metalloproteinase MMP-14 (MT1-MMP) wurde 1994

zum ersten Mal beschrieben und 1995 erstmals kloniert und sequenziert (Sato et al., 1994;

Takino et al., 1995). Die 24 hydrophoben Aminosäurereste der Region 539-562 bilden die

Transmembran-Region, womit die MT1-MMP in der Zellmembran verankert ist. Deletions-

und Hybridisierungsversuche bestätigten die anfangs aus der Sequenz geschlossenen

Vermutungen zur Funktion dieser Region (Cao et al., 1995).

Abbildung 7: Typ I (links) und Typ II (rechts)
Membrananker. NEt = Ethanolamin, GlcNH2 =
Glucosamin, CT = cytoplasmatische Domäne.
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Bis heute sind sechs weitere Mitglieder, MT2-MMP bis MT6-MMP, der Unterfamilie der

membranständigen Matrix Metalloproteinasen kloniert und charakterisiert (Will & Hinzmann,

1995; Takino et al., 1995; Puente et al., 1996; Llano et al., 1999; English, W.R. et al., 2001).

MT4- und MT6-MMP unterscheiden sich von den anderen membranständigen MMPs, da sie

statt der Transmembrandomäne und der cytoplasmatischen Domäne durch einen

Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit der Plasmamembran verbunden sind.

Aufgrund der unterschiedlichen Verankerung in der Zellmembran werden die MT1-, MT2-,

MT3- und MT5-MMP als Typ I membranständige MMPs und MT4- und MT6-MMP als Typ

II membranständige MMPs bezeichnet (Abbildung 7).

Die cytoplasmatische Domäne wurde lange Zeit nicht beachtet, so daß erst vor kurzem

Theorien hinsichtlich zielgerichteter Expression und möglicher Phosphorylierung der 20

Aminosäuren langen Region und damit einhergehender Signaltransduktion durch die

Membran aufgestellt wurden (Lethi et al., 2000).

1.2.2 Regulation der MMP Aktivität

Viele biologische Prozesse gehen mit der Umstrukturierung der extrazellulären Matrix einher

(1.2.4) und erfordern das sinnvolle und kontrollierte Zusammenspiel aller daran beteiligten

Faktoren. Die am Abbau von Komponenten der ECM beteiligten Matrix Metalloproteinasen

können auf fünf Ebenen reguliert werden:

1.2.2.1 Transkription

Außer der MMP-2, die als housekeeping-gene über eine GC-reiche Box konstitutiv exprimiert

wird, verfügen alle MMPs neben der „TATA-Box“ über induzierbare Promotor-Sequenzen,

die im Zusammenspiel mit einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Cytokinen und

Abbildung 8: Regulationsebenen: 1. Transkription 2. Translation
3. Posttranslationale Modifikationen (PM) 4. Aktivierung 5. Hemmung 6. Abbau.
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Onkogenen die Transkription regulieren. Fast alle MMP-Promotoren enthalten das

TRE-Element (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat–responsive–element), welches durch

Bindung des Transkriptionsfaktors AP-1, einem Dimer aus den Oncogenen Fos und Jun, die

MMP-Transkription induziert. Die Antwort des TRE-Elements ist als Reaktion auf eine

Vielzahl von Faktoren untersucht worden: TNF-α (Sato & Seiki, 1993), INF-β (Sciavolino et

al., 1994), IL-1 (Fini et al., 1994). Ein anderes Element, die PEA3-Sequenz („Polynoma

enhancer activator“), ist für die durch Onkogene und TPA induzierte Transkription der Gene

von MMP-1 und MMP-3 von Bedeutung (Gutman & Wasylyk, 1990; Wasylyk et al., 1991).

1.2.2.2 Aktivierung

Alle Matrixine werden als Proenzym gebildet und anschließend aktiviert. Für MMP-11 und

MMP-14 (Pei & Weiss, 1995; Sato et al., 1996) konnte eine intrazelluläre Aktivierung

nachgewiesen werden. Wahrscheinlich trifft dies auch für die anderen membranständigen

MMPs zu, da sie am Ende der Prodomäne die gleiche RR(K/R)R-Sequenz tragen, die von

mindestens vier Mitgliedern der Proprotein-Convertase Familie (Furin, PACE4, PC6 und

PC7) als Erkennungssequenz dient (Nakayama, 1997; Zhou et al., 1999; Yana & Weiss,

2000). Der von Van Wart formulierte Cystein-Switch Mechanismus (Abbildung 9) beschreibt

die Reifung von MMPs (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990).

Abbildung 9: Der Cystein-Switch Mechanismus (schematisch).
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Weg A in Abbildung 9 zeigt schematisch den Cystein-Switch Mechanismus bei der in vitro

Behandlung von proMMPs mit thiolmodifizierenden Reagenzien, wie zum Beispiel

Organoquecksilberverbindungen, Iodacetamid oder oxidiertes Glutathion. Bei diesem Modell

erfolgt die Aktivierung schrittweise: Thiolmodifizierende Reagenzien interagieren mit dem

konservierten Cystein im Propeptid, welches im Zymogen die vierte Koordinationsstelle des

Zinkions im aktiven Zentrum besetzt. Ist die koordinative Bindung an das Schwefelatom des

Cysteins unterbrochen, nimmt das für die katalytische Wirkung der MMP wichtige

Wassermolekül die vierte Koordinationsstelle ein. Im folgenden Schritt kann das MMP-

Intermediat autoproteolytisch die auf die PRCGVPD-Region folgende Peptidsequenz

entfernen, worauf sich die Abspaltung der konservierten Sequenz anschließt (Weg A).

In vivo wird zur Aktivierung einer proMMP vermutlich Weg B beschritten. Bei Aktivierung

durch Serinproteasen (z.B. Plasmin oder Cathepsin G) oder aktive MMPs wird ein N-

terminales Peptid vor der konservierten PRCGVPD-Region proteolytisch entfernt, wodurch

eine Konformationsänderung erfolgt, die die Koordination des Cystein-Schwefels an das

Zinkion aufhebt. Wie im Falle der Aktivierung des Cysteins durch chemische Modifikation,

tritt ein Wassermolekül an die freigewordene Koordinationsstelle. Dadurch wird das MMP-

Intermediat befähigt , sich autoproteolytisch zur aktiven MMP zu prozessieren (Weg B).

Innerhalb der Familie der löslichen MMPs ist die proMMP-2 das einzige Zymogen, das nicht

durch Serinproteasen in die aktive Form übergeführt werden kann. Lange Zeit war bekannt,

daß die Aktivierung der Progelatinase A auf der Zelloberfläche verschiedener mit

Concanavalin A, Phorbolester oder TGF-β stimulierter Zellen beobachtet werden kann

(Matrisian, 1994).

Die proMMP-2 bindet an den MT1-MMP/TIMP-2-Komplex auf der Zelloberfläche (TIMP =

tissue inhibitor of matrix metalloproteinases). Nach Assoziation einer zweiten MT1-MMP,

Abbildung 10: Mechanismus der proMMP-2 Aktivierung.
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die einen Teil des Propeptids abspaltet, entsteht im folgenden Autolyseschritt die vollständig

aktive MMP-2.

Die 1994 als erste membranständige MMP entdeckte MT1-MMP (Sato et al., 1994), aber

auch die später charakterisierten MT2-MMP, MT3-MMP und MT5-MMP (Ueno et al., 1997;

Kolkenbrock et al. 1997; Llano et al., 1999), sind in der Lage, proMMP-2 zu aktivieren.

Mit der MT1-MMP war der lange gesuchte Aktivator der proMMP-2 gefunden. Schon

Anfang der 80er Jahre wurde die Beobachtung gemacht, daß Tumorwachstum und

Metastasierung mit dem pathogenen Abbau extrazellulärer Matrixbestandteile und

Basalmembranbestandteilen einhergeht (Liotta et al., 1983). Nachdem deutlich wurde, daß die

MMP-2 bei diesen Prozessen eine Schlüsselrolle spielt (Stetler-Stevenson et al., 1993), wurde

fieberhaft nach dem natürlichen gewebsständigen Aktivator gesucht. Kurz nach der

Entdeckung der MT1-MMP wurde der heute akzeptierte Aktivierungsmechanismus

(Abbildung 10) vorgeschlagen (Strongin et al., 1995), in den folgenden Jahren verifiziert

(Nagase, 1997) und bis heute detailliert untersucht (Overall et al., 2000).

Nach dem Ausschleusen aus der Zelle stehen die Matrix Metalloproteinasen nicht mehr in

direktem Kontakt mit der Zelle (mit Ausnahme der MT-MMPs), werden aber durch

Kontrollmechanismen von ihr gesteuert.

Wie Abbildung 11 zeigt, gehen Aktivierungskaskaden oft von der Zelloberfäche aus

(Aktivierung von proMMPs über MT-MMPs) oder beinhalten wichtige Schlüsselelemente,

Abbildung 11: Aktivierung und Wirkung von Matrixinen (Murphy et al., 1999).
Matrixine werden durch das Plasminogen/Plasmin-System oder durch die
zelloberflächengebundene MT1-MMP aktiviert, was letztendlich zum Abbau der
extrazellulären Matrix führt. Eine Negativregulation erfolgt durch die natürlichen
Inhibitoren der MMPs, die TIMPs.
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die direkt mit der Zelle verbunden sind (Urokinase-Plasminogen Aktivator-Rezeptor =

uPA R). Sind die Enzyme aktiviert, kann die Zelle gezielt Inhibitoren, wie die der α2-

Makroglobulin-Familie oder die wesentlich spezifischeren TIMPs ausschütten und so die

proteolytische Aktivität außerhalb der Zelle „titrieren“.

Für die MT1-MMP wurde Tyr112 als wild-type N-Terminus bei verschiedenen humanen

Zelltypen identifiziert. Die Aktivierung mit Plasmin oder autolytische Prozessierungen

führten jedoch zu anderen N-Termini. Abbildung 12 zeigt beispielhaft eine Reihe der für die

MT1-MMP gefundenen N-terminalen Prozessierungen:

Abbildung 12: N-terminale Prozessierung der MT1-MMP.

...KANVRRKR AIQGLKW...Y

Okumura et al., 1997: humanes Plasmin
Kolkenbrock et al., 1997: autokatalytisch

Strongin et al., 1995: HT1080 Fibrosarkom-Zellen
Pei & Weiss, 1996: MDCK-Zellen
Sato et al., 1996: humanes Furin
Will et al., 1996: Trypsin
Okumara et al., 1997: humanes Plasmin

Imai et al., 1996: CHO-Zellen
Lichte et al., 1996: autokatalytisch
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1.2.2.3 Inhibierung durch TIMPs

Zum ersten Mal wurde 1975 über ein Kollagenase-inhibierendes Protein in Kulturüberständen

von humanen Fibroblasten berichtet (Bauer et al., 1975). Seitdem wurden drei weitere

Mitglieder der TIMP-Familie charakterisiert. Die TIMPs 1-4 sind in 35-40 % ihrer

Aminosäuresequenz identisch und besitzen deutliche strukturelle Homologien (Gomez et al.,

1997).

Abbildung 13 verdeutlicht die Interaktion von TIMP-1 mit Stromelysin-1 (MMP-3) im

Bereich des aktiven Zentrums:

Die α-Amino- und die Carbonylgruppe des Cys1-Restes koordinieren „zweizähnig“ an das

katalytische Zink-Ion. Die Reste von Ser68 und Val69 passen sich in die S2 und S3 Tasche

des katalytischen Spaltes ein, während der Thr2-Rest in die große hydrophobe S1´-

Spezifitätstasche ragt. Zwei der sechs Disulfidbrücken verbinden die im aktiven Zentrum

liegende inhibitorische Domäne mit dem globulären Körper des TIMP-1. Durch die

Ausbildung zahlreicher Wasserstoffbrückenbindungen können die beiden Moleküle auf einer

Fläche von 1300 Å2 miteinander interagieren (Gomis-Rüth et al., 1997).

Abbildung 13: Schema der Interaktion von TIMP-1 mit MMP-3 (Woessner &
Nagase, 2000).
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Die zwölf konservierten Cysteinreste der TIMPs bilden 6 Disulfidbrücken aus, was zu der

charakteristischen „sechs Peptidschleifen“-Struktur führt. Die drei N-terminalen Schleifen

sind für die Bindung und Inhibierung der MMPs essentiell (DeClerck et al., 1993).

Abbildung 13 soll die intensive Interaktion des TIMP-2 im Komplex mit der katalytischen

Domäne der MT1-MMP verdeutlichen. Der katalytische Spalt ist hier komplett vom Inhibitor

ausgefüllt. Bemerkenswert ist der AB-β-hairpin-loop von TIMP-2 (Pfeil) mit dem der

Inhibitor das Enzym umgreift (Williamson et al., 2001).

Aktive MMPs werden im Verhältnis 1:1 von TIMPs gehemmt. Neben der inhibitorischen

Eigenschaft besitzen TIMP-1 und TIMP-2 die Fähigkeit, mit proGelatinase B bzw.

proGelatinase A Proenzym/Inhibitor-Komplexe zu bilden. Die Bildung des

proMMP-2/TIMP-2-Komplexes ist für die Aktivierung der proMMP-2 essentiell

(Abbildung 10), während für den proMMP-9/TIMP-1-Komplex noch kein vergleichbarer

Mechanismus gefunden wurde.

Neben den natürlichen Inhibitoren wurde eine Vielzahl synthetischer Inhibitoren entwickelt

(Beeley et al., 1994). Die inhibierende Wirkung dieser Substanzen beruht im allgemeinen auf

der Chelatisierung des katalytischen Zink-Ions durch Thiol-, Carboxyl-, Phosphat-,

Sulfodiimin-  oder Hydroxamatgruppen. Schon sehr bald wurde deutlich, daß pharmazeutisch

einsetzbare Substanzen sehr selektiv sein müssen, um spezifisch die Überregulation

bestimmter MMPs zu hemmen (Morphy et al., 1994). Die Verknüpfung von strukturbasiertem

Ligandendesign und kombinatorischer Chemie ermöglicht die effektive Herstellung neuer

Abbildung 14: Struktur des Komplexes der katalytischen
Domäne der MT1-MMP (Oberflächenmodell) und TIMP-2
(Ribbonstruktur); (Fernandez-Catalan et al., 1998).
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Inhibitoren (Rockwell et al., 1996), die z.T. auch schon in klinischen Tests der Phase I und II

geprüft wurden (Brown, 1997).

1.2.3 Substrate der Matrixine

1.2.3.1 Natürliche Substrate

Über die proteolytische Aktivität von MMPs gegenüber natürlichen Substraten unter in vivo-

Bedingungen ist wenig bekannt (Woessner, 1998). Dagegen ist die Liste der in vitro

getesteten potentiellen Substrate nahezu unüberschaubar (Chandler et al., 1997). Der

Vergleich der unter natürlichen Bedingungen gebildeten Fragmente potentieller Substrate mit

den bekannten in vitro-Ergebnissen könnte hier weitere Erkenntnisse liefern. Die

Untersuchung der Funktion von Proteasen in vivo durch knockout-Experimente bietet eine

Möglichkeit zum besseren Verständnis ihrer Wirkung. In folgenden drei Fällen konnten die in

vitro gewonnenen Erkenntnisse durch die Analyse der Spaltprodukte aus natürlichem Gewebe

untermauert werden:

1. Die Spaltung des interstitiellen Kollagens Typ II durch MMP-13 (Billinghorst et

al., 1997).

2. Der Abbau von Aggrecan durch MMP-8 (Fosang et al., 1994).

3. Spaltung des link proteins, das den N-Terminus von Aggrecan an Hyaluronsäure

bindet, durch MMP-2, -7, -9 und -10 (Nguyen et al., 1993).

Aber auch diese Ergebnisse sind nur bedingt aussagekräftig, da zum Beispiel nur eine mit den

MMP-8-Versuchen übereinstimmende Spaltstelle gefunden wurde, und diese auch nicht der

bevorzugten in vitro Spaltstelle der MMP-8 gegenüber Aggrecan entspricht (Fosang et al.,

1993). Die schon lange vermutete „Aggrecanase“ konnte also auch durch diese Ergebnisse

nicht in Form eines bekannten Enzyms gefunden werden. Einen Überblick über die jüngste

Entwicklung bieten die in immer kürzeren Abständen erscheinenden und an Umfang

zunehmenden Reviews und Bücher zu dieser Thematik (Parks & Mechem, 1998; Barrett et

al., 1998; Woessner & Nagase, 2000).
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1.2.3.2 Fibrinogen als natürliches Substrat der MT1-MMP

Das 340 kDa große fibrilläre Fibrinogen spielt eine wichtige Rolle bei der Hämostase und der

Wundheilung. Eine offene Wunde ist meist der Auslöser des Reaktionsweges der

Blutgerinnungskaskade, der durch eine gestaffelte Aktivierung von Serinproteasen (den sog.

Gerinnungsfaktoren) schließlich die Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin verursacht.

Die Serinprotease Thrombin ist in der Lage, die Fibrinopeptide A (Aα 1-6) und B (Bβ 1-14)

proteolytisch zu entfernen und so die Aggregation der Fibrinmonomere einzuleiten. Unter

Einlagerung von Thrombozyten und Erythrozyten und kovalenter Quervernetzung der

Fibrinmonomere durch den Faktor XIIIa der Blutgerinnungskaskade entsteht ein „harter“

Thrombus, der das beschädigte Blutgefäß verschließt und die Blutung somit stoppt.

Der Einfluß von MMPs auf die Blutgerinnungskaskade wurde in vorangegangenen Arbeiten

untersucht (Tschesche et al., 2000; Hiller et al., 2000). Dabei wurde gezeigt, daß

Blutplasmaproteine, wie zum Beispiel Fibrinogen, Plasmin, Plasminogen, Prothrombin und

der Faktor XII der Blutgerinnungskaskade potentielle Substrate von MMPs darstellen.

Außerdem konnte durch Gerinnungstests gezeigt werden, daß die Gerinnbarkeit des

Fibrinogens durch die Einwirkung der katalytischen Domäne der MT1-MMP in starkem

Maße beeinträchtigt wird.

Bisher wurde nur die katalytische Domäne der MT1-MMP hinsichtlich der in vitro Proteolyse

von Fibrinogen untersucht. Mit dieser Arbeit sollte ein möglicher Unterschied zum

proteolytischen Verhalten des Gesamtenzyms hinsichtlich der Proteolyse von Fibrinogen

analysiert werden.

1.2.3.3 Synthetische Substrate

Im Falle der Spaltung natürlicher Substrate ist es oft schwierig, kinetische Parameter zu

gewinnen, die den Vergleich der Substrate untereinander zulassen. Aus diesem Grunde

wurden synthetische Substrate entwickelt, die jeweils nur eine einzige enzymspezifische

Spaltstelle enthalten und somit aussagekräftige Kinetik-Assays ermöglichen. Im allgemeinen

werden fluorogene Substrate verwendet. Diese wasserlöslichen, synthetisch hergestellten

Substrate bestehen aus einer MMP-spezifischen Amiosäuresequenz variabler Länge, die N-

terminal von einer fluoreszierenden Gruppe und C-terminal von einer „Quenchergruppe“

flankiert ist. Die proportional zur Spaltung des Substrates zunehmende Fluoreszenzaktivität
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kann gemessen und zur Bestimmung kinetischer Daten verwendet werden (Knight et al.,

1992).

Ein interessanter Ansatz zur Identifizierung von Peptidsequenzen, die spezifisch mit Proteinen

oder DNA-Fragmenten interagieren, bietet die 1990 entwickelte Methode der „bacteriophage

peptide display library“ (Devlin et al., 1990). Ohkubo et al. nutzen diese Methode zur

Identifizierung bevorzugter Spaltstellen der MT1-MMP (Ohkubo et al., 1999).

Phagen, deren pIII-Protein mit einem zufälligen Hexapeptid und einem endständigen „His-

Tag“ (rot) gekoppelt ist, werden mit MT1-MMP inkubiert (A). Die bezüglich der Hexapeptide

unprozessierten Phagen werden durch Affinitätsbindung des „His-Tag“-Anteils an eine Ni-

NTA-Matrix entfernt (B). Die zurückbleibenden Phagen werden zur Vermehrung in E. coli

eingebracht (C). Man erhält eine Phagen-Bibliothek, die hinsichtlich potentieller

Substratbindungsstellen sequenziert und zur weiteren Selektion verwendet werden kann (D).

Durch dieses Verfahren wurden die zwei Konsensussequenzen P-X-G-L/I und P-X-P-L an

P3-P1´ Position für die MT1-MMP gefunden (Ohkubo et al., 1999). Die Konsensussequenz

P-X-G-L/I kommt zum Beispiel in Typ I, II und III Kollagen und in α2Makroglobulin vor und

wurde bereits als Schnittstelle für Kollagenasen in diesen ECM-Bestandteilen beschrieben

(Nagase & Fields, 1996).

Abbildung 15: Schema der „Substrat-Phagen-Selektion“ (Ohkubo et
al., 1999).
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1.2.4 Biologische Rolle der Matrix Metalloproteinasen

1.2.4.1 Physiologische Prozesse

Viele physiologische Prozesse gehen mit der Umstrukturierung extrazellulärer Matrix einher.

Werden Korrelationen zwischen dem jeweiligen Stadium eines physiologischen Vorgangs

und dem vorherrschenden MMP-Level (meist nur auf mRNA-Ebene) gefunden, wird die

Beteiligung des Enzyms postuliert. Leider sind häufig keine genaueren Untersuchungen

möglich, da sich die Spezifität natürlicher und synthetischer Inhibitoren im allgemeinen nicht

auf einzelne Matrixine bezieht. MMPs sind an physiologischen Funktionen der Reproduktion

(Hulboy et al., 1997), z.B. der Ovulation (Tsafriri, 1995), der Menstruation (Salomonsen &

Woolley, 1996) oder der Cervixerweiterung während der Schwangerschaft (Osmers et al.,

1996) beteiligt. MMPs werden außerdem bei Vorgängen der Entwicklung, wie z.B. dem

Aufbau von Zahnschmelz (Smith, 1998), der Morphogenese der Nieren (Stuart et al., 1995)

oder der Embryogenese (Shi et al., 1996) benötigt. Nichtzuletzt sind MMPs für die

Aufrechterhaltung der Integrität von Gewebe z.B. die normale Haut (Kähäri & Saarialho-

Kere, 1997), die alternde Haut (West, 1994) oder die Wundheilung (Parks et al., 1998)

essentiell.

1.2.4.2 Pathologische Prozesse

Die pathologischen Prozesse, die unter Beteiligung von MMPs ablaufen, lassen sich im

wesentlichen in drei Gruppen einteilen, die von folgenden Erscheinungsbildern

gekennzeichnet sind: 1. Gewebezerstörung 2. Fibrosenbildung 3. Matrixschwächung.

Das Wachstum und die Metastasierung von Krebs gehen mit deutlicher Zerstörung teilweise

lebenswichtiger Gewebe einher (Tschesche et al., 1994; Basset et al., 1997; Chambers &

Matrisian, 1997; Cockett et al., 1998; Powell & Matrisian, 1996; Stetler-Stevenson et al.,

1996). Auch bei Arthritis (Bottomley et al., 1998; Cunnane et al., 1998), oralen Erkrankungen

im allgemeinen (Reynolds & Meikle, 1997) und Parodontitis (Havemose-Poulsen &

Holmstrup, 1997) wird exzessiver Gewebeabbau beobachtet.

Atherosklerose (Libby et al., 1998; Ye et al., 1998), Herzinfarkt (Cleutjens, 1996; Tyagi,

1997) und Leberfibrose (Arthur, 1997) sind in diesem Zusammenhang Beispiele für

fibrotische, pathologische Vorgänge.
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Bei Aneurysmen der Aorta (Thompson & Parks, 1996) oder Herzversagen (Janicki et al.,

1995) wird häufig eine pathologische Schwächung der Matrix diagnostiziert.

Außerhalb dieser Einordnung stehen Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Gottschll &

Deb, 1996), Multiple Sklerose (Chandler et al., 1997) und hämatologische Störungen (Guedez

et al., 1996).

1.2.4.3 Die Rolle von MT1-MMP bei Krankheiten des zentralen Nervensystems

Das Zentrale Nervensystem besteht aus dem Rückenmark und dem Gehirn, das sich in die

Teile Großhirn, Kleinhirn und Hirnstamm gliedert. Optisch zeigt sich das Gewebe des ZNS in

zwei Farben.

Größere Mengen von nahe beieinander liegenden Nervenzellkörpern und Gliazellen, wie sie

in der Hirnrinde zu finden sind, erscheinen grau und werden deshalb auch graue Substanz

(Substantia grisea) genannt. Als weiße Substanz (Substantia alba) bezeichnet man die weiß

erscheinenden Bereiche des Zentralen Nervensystems die zum Großteil aus myelinreichen

Nervenfasern bestehen. Myelin ist Hauptbestandteil der Isolationsschicht von Nervenfasern

und sorgt für eine hohe Geschwindigkeit bei der Nervenleitung.

Bei der Multiplen Sklerose kommt es zu Entzündungen an den Myelinscheiden. Als Folge des

geschädigten Myelins ist die Informationsübertragung über das Axon gestört. Sie kann

verlangsamt oder auch ganz unterbrochen sein. Die Entzündungsherde, die das Myelin

angreifen, bezeichnet man als Plaques, die Schädigung der Markscheiden wird

Demyelinisierung oder auch Entmarkung genannt.

Bei der Multiplen Sklerose nimmt im Verlauf der Erkrankung die Zahl und der Umfang der

Plaques zu. In der Regenerationsphase kann eine unterschwellige Entzündung zurückbleiben.

Abbildung 16: Schnitt durch
das menschliche Hirn.
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So wie bei anderen Wunden auch bildet das zerstörte Nervengewebe eine Narbe (Sklerose).

Das Narbengewebe aber stört die Informationsübertragung der Nervenfasern. Die Folgen sind

je nach Lokalisation unterschiedlich: Leitet die geschädigte Nervenfaser Informationen zu

einem bestimmten Muskel, so sind die Bewegungen des Muskels beeinträchtigt. Bewegungen

sind  z. B. nicht mehr so kräftig und geschickt. Die Regeneration kann auch vollständig sein,

häufig jedoch bleiben aber im weiteren Verlauf der Erkrankung Narben zurück. Multiple

Sklerose tritt in Schüben auf, die sich innerhalb von Stunden oder auch Tagen entwickeln und

dann nach einiger Zeit wieder nachlassen. In der Regenerationsphase kann sich die

geschädigte Myelinscheide erholen. Es wird neues Myelin gebildet, die demyelinisierten

Nervenfasern können sich remyelinisieren.

Als Marker für pathologische Vorgänge, die mit Demyelinisierung einhergehen, dient der

Gehalt des myelin basic protein (MBP) in der Cerebrospinal-Flüssigkeit. Während bei

Gesunden Werte weit unterhalb von 4 ng/ml MBP gemessen werden, liegt der Spiegel bei

vielen entzündlichen Krankheiten des ZNS über 4 ng/ml.

Matrix Metalloproteinasen beeinflussen die Pathogenese von entzündlichen Vorgängen des

zentralen Nervensystems (Pagenstecher et al., 1998). Erstmals wurde 1995 über das

Vorkommen von MT1-MMP im Gehirn berichtet (Yamada et al., 1995). Die

immunohistochemischen Untersuchungen zeigten in Gehirnen von Alzheimer-Patienten die

Überproduktion von MT1-MMP in Mikroglia-Zellen der weissen Substanz, während MT1-

MMP in der grauen Substanz nicht nachgewiesen werden konnte. Mit in vitro Versuchen zur

Ausbreitung und Wanderung von Glioma-Zellen auf Bestandteilen der Weissen Substanz

Abbildung 17: Schematische Darstellung der elektrisch
isolierenden Myelinscheiden um Axons von Neuronen.

Nerv

Neuron

Myelin-Scheide
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wurde die Beteiligung von MT1-MMP als MMP-2 Aktivator nachgewiesen (Belien et al.,

1999). Diese Versuche deuteten darauf hin, daß die MT1-MMP auf das invasive Verhalten

maligner Glioma-Zellen maßgeblichen Einfluß hat, was später erschienene Arbeiten zur

Untersuchung der MT1-MMP-Expression auf mRNA-Ebene bestätigten (Forsyth et al., 1999;

Hur et al., 2000). Die in neu gebildeten Blutgefäßen nachgewiesenen mRNA-Level von MT1-

MMP legen auch eine Beteiligung bei der Angiogenese nahe.

Bei malignen Tumoren zeigt sich ein anderes Bild. Hier konnte eine vermehrte Ausschüttung

von MT1-MMP nur in neoplastischen Astrocyten von malignen Astrocytomen, nicht aber in

Zellen der Weissen Substanz, nachgewiesen werden (Yamamoto et al., 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der proteolytische Abbau des myelin basic protein durch

zwei lösliche Varianten der MT1-MMP in in vitro Experimenten untersucht.

1.2.5 Calciumabhängigkeit der Matrix Metalloproteinase-Aktivität

Housley et al. beobachteten 1993 den Zusammenhang zwischen der Thermostabilität der

katalytischen Domäne der MMP-3 und der Calcium-Konzentration, wobei sie ein

Stabilitätsoptimum bei einer Konzentration von 5 mM Ca2+ feststellten. In der gleichen

Veröffentlichung wird auch der Einfluß der Calcium-Konzentration auf die Aktivierung der

proMMP-3 beschrieben. Während die Aktivierung von rekombinanter proMMP-3 mit

p-Aminophenyl-Quecksilberacetat bei einer Ca2+-Konzentration von 0,1 mM ausschließlich

zu Autolyseprodukten führte, ergab die Aktivierung bei einer Konzentration von 2 mM Ca2+

die korrekt aktivierte katalytische Domäne.

Wetmore und Hardman wiesen 1996 nach, daß MMP-3 neben dem für die Katalyse

essentiellen Zink-Ion Calcium als strukturstabilisierende Komponente benötigt. Diese

Aussage wurde 1998 durch NMR- und Röntgenstruktur-Analysen an der MMP-1

dahingehend erweitert, daß Calcium sogar als strukturbildende Komponente agieren kann

(Moy et al., 1998). Nach Einsatz von Calcium während der Aufarbeitung des Enzyms erhielt

eine vorher in der Struktur nicht definierte, also flexible Region die Form eines definierten

loops.

Die Beeinflussung der MT1-MMP-Expression und die proMMP-2 Aktivierung durch die

Erhöhung des intrazellulären Calcium-Spiegels wurde 1997 von Yu et al. beschrieben. Die

Verwendung des Calcium-Ionophors Ionomycin verursachte einen dosisabhängigen

Rückgang der proMMP-2 Aktivierung, wobei jedoch kein Effekt auf die mRNA-

Konzentration der MT1-MMP beobachtet wurde. Durch Western Blot-Analyse wurde die
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Akkumulation von latenter proMT1-MMP (63kDa) nachgewiesen, was zur Annahme führte,

daß erhöhte intrazelluläre Calcium-Level die Reifung der MT1-MMP unterdrücken. Spätere

Arbeiten bestätigten diese Beobachtungen, auch für Fibroblasten und Fibrosarcom-Zellen

konnte ein entsprechender Nachweis erbracht werden (Lethi et al., 1998; Atkinson et al.,

2001).

Das Aktivitätsoptimum der katalytischen Domänen von MMP-8, MMP-12, MMP-13 und

MMP-14 liegt bei in vitro-Versuchen zwischen 1 mM und 2 mM Ca2+, was der

physiologischen Serum-Konzentration entspricht (unveröffentlichte Ergebnisse eigener

Untersuchungen). In dieser Hinsicht scheint Enamelysin (MMP-20) eine Ausnahme unter den

MMPs zu sein. Die optimale Aktivität wird hier bei einer Konzentration von 10 mM Calcium

erreicht (Fukae et al., 1998).
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2 Zusammenfassung der Arbeit

Aufgrund der Bedeutung der MMPs bei physiologischen und pathologischen Prozessen ist die

in vitro-Untersuchung der Eigenschaften unverzichtbar. Da die Präparation von MMPs aus

humanem Gewebe nur in sehr begrenztem Umfang möglich ist, werden solche in vitro

Experimente im Allgemeinen mit rekombinant hergestellten Proteinen durchgeführt. Im

Rahmen dieser Arbeit sollte die gesamte Ektodomäne der MT1-MMP rekombinant

hergestellt, gereinigt und charakterisiert werden.

Die gesamte, aus humanem Knorpel durch reverse Transkription gewonnene (Büttner et al.,

1997) cDNA der humanen MT1-MMP wurde von Frau Dr. A. Lichte zur Verfügung gestellt

(Lichte, 1997). In einer PCR konnte die für die Ektodomäne der MT1-MMP (Ala21-Glu523)

codierende cDNA erfolgreich amplifiziert werden. Nach Subklonierungen in E. coli wurde

das Genfragment in den Hefe-Expressionsvektor pPICZαA einkloniert.

Als Wirtssystem zur rekombinanten Produktion der MT1-MMP wurde der Pichia pastoris

Stamm KM71 gewählt und mit dem Konstrukt pPICZαA/∆MT1-MMP transformiert. Die

Auswahl positiv transformierter Klone erfolgte über PCR-Screening. Aus dem Pool positiv

transformierter Klone wurden zunächst durch colony blot und daran anschließend durch

Expressionsanalysen stark exprimierende Klone zur weiteren Produktion bestimmt. Die

Expression zur Herstellung der Ektodomäne zwecks nachfolgender Charakterisierung wurde

im 1 L-Maßstab im Schüttelkolben durchgeführt. Nach Modifikation der Reinigungsmethode

nach Moore & Spilberg konnten pro Aufarbeitung 0.2 – 0.5 mg des aktiven Enzyms ∆MT1-

MMP (Tyr112-Glu523) hochrein hergestellt werden.

Die Darstellung größerer Mengen der Ektodomäne zur anschließenden Kristallisation und

Röntgenstrukturanalyse gelang durch eine Kultivierung im 30 L Fermenter. Es konnten

6,5 mg der ∆MT1-MMP produziert werden.

Die Identifizierung des Expressionsproduktes als MT1-MMP erfolgte über Western Blot unter

Verwendung eines in Kaninchen produzierten Antikörpers gegen die katalytische Domäne.

N-terminale Sequenzierung und Identifizierung des C-Terminus mittels MALDI-TOF

erbrachten den Beweis für die Herstellung der vollständigen aktiven Ektodomäne der MT1-

MMP (Tyr112-Glu523).

Die Untersuchung des autoproteolytischen Verhaltens führte zur Bestimmung von zwei

Spaltstellen. Die erste Schnittstelle Gln281-Leu282 liegt am Ende der katalytischen Domäne in

der letzten Windung einer α-Helix, während sich die zweite Stelle Pro294-Pro295 sehr
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exponiert in der Hinge-Region, dem Verbindungsloop zwischen katalytischer- und

Hämopexin-ähnlicher Domäne, befindet.

Zum Vergleich der Substratspezifität der katalytischen und der Ektodomäne der MT1-MMP

wurden Fibrinogen und das myelin basic protein im in vitro-Experiment proteolytisch

abgebaut. Bei der Proteolyse des Fibrinogens durch die Ektodomäne konnten vier Spaltstellen

ermittelt werden. Dabei konnte nur eine Spaltstelle beiden Enzymvarianten zugeordnet

werden. Die aus dem Fibrinogenabbau resultierenden Fragmentierungsmuster wiesen

keinerlei Übereinstimmung auf. Dagegen waren die Fragmentierungsmuster aus dem

proteolytischen Abbau des myelin basic protein mit den beiden MT1-MMP-Varianten völlig

identisch. Für die Spaltung durch die Ektodomäne konnten bisher allerdings nur zwei

Schnittstellen bestimmt werden.

Der Abbau des Neuropeptids Substanz P durch die beiden löslichen MT1-MMP-Formen

zeigte ebenfalls ein übereinstimmendes Bild der Fragmentierung.

Für den proteolytischen Abbau eines synthetischen fluorogenen Peptids durch die katalytische

Domäne, die Ektodomäne und das Gesamtenzym (auf Zellen) konnten kinetische Parameter

bestimmt und verglichen werden. Weiterhin wurden für die Zerlegung von denaturiertem

Kollagen durch die beiden löslichen Enzyme relative kinetische Konstanten ermittelt. Die

katalytische Domäne besitzt demnach, verglichen mit der Ektodomäne, einen um den Faktor

zwei größeren kcat/KM-Wert gegenüber kleinen Peptiden, wohingegen die relativen

Aktivitäten gegenüber dem hochmolekularen Substrat nicht voneinander abwichen.

Durch die Untersuchung der Hemmung von beiden löslichen Enzymen mit den natürlichen

Inhibitoren TIMP-2 und TIMP-4 konnten Hemmkonstanten bestimmt und verglichen werden.

Die Inhibierung durch den TIMP-2 bestätigte die in der Literatur für andere MMP/TIMP-

Paare beschriebene effektivere Hemmung der Ektodomäne, während die Hemmung durch die

inhibitorische Domäne des TIMP-4 für die katalytische Domäne stärker war.

Weiterhin wurden ca. 40 Vertreter einer neuen Klasse von synthetischen Inhibitoren der

Thiadiazin-Familie hinsichtlich ihrer Hemmwirkung gegenüber den beiden MT1-MMP-

Varianten getestet. Viele der getesteten Stoffe wiesen Hemmkonstanten im nanomolaren

Bereich auf.

Versuche zur Calcium-Abhängigkeit der proteolytischen Aktivität ergaben bei zunehmender

Größe der Varianten eine sinkende Abhängigkeit. Für die löslichen Varianten konnte die

reversible Aktivierung und Deaktivierung durch abwechselnde Gabe und Entzug von Calcium

gezeigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung von Zellen

3.1.1 E. coli

Die für die Subklonierungen verwendeten E. coli Stämme JM109 (Promega, Mannheim) und

XL1-blue MRF´(Stratagene, La Jolla) wurden in LB-Medium (10 g/L NaCl (5 g/L NaCl nach

Transformation mit pPICZαA), 10 g/L Pepton und 5 g/L Hefeextrakt) über Nacht unter

Schütteln bei 37°C kultiviert. Nach Transformation mit den Antibiotikaresistenz-

vermittelnden Vektoren wurde das entsprechende Antibiotikum zum Nährmedium gegeben

(200 mg/L Ampicillin, 50 mg/L Zeocin). Die Herstellung von Nährbodenplatten erfolgte unter

Zusatz von 2% Agar zum LB-Medium. Neben der Selektion durch Antibiotika konnten die

mit dem pGEM®T Vektor erfolgreich transformierten Klone mit einem Test auf α-

Komplementation (Ullmann et al., 1967) erkannt werden. Dazu wurden die Nährbodenplatten

vor Ausstreichen der Transformationsansätze mit Isopropyl-β-D-galactopyranosid (IPTG) und

5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) versetzt (Sambrock et al., 1989).

Die Lagerung der E. coli Stämme bei –80°C erfolgte unter Zugabe von 50% Glycerin zu

Kulturansätzen mit einer optischen Dichte (578 nm) von 15.

3.1.2 Pichia pastoris

Die Pichia pastoris Stämme GS115, KM71 und X-33 (Invitrogen, Groningen) wurden in

YPD-Medium (10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Pepton und 20 g/L Glucose) 20 Stunden bei 28°C

unter Schütteln kultiviert. Nach Transformation mit dem Konstrukt pPICZαΑ−∆TM-ΜΤ1-

MMP und Selektion erfolgreich transformierter Klone erfolgte die Kultivierung in BMGY-

Medium (0,1 M Kaliumphosphat pH 6,0, 1,34% YNB, 4.10-4% Biotin, 1% (v/v) Glycerin;

YNB – Yeast Nitrogen Base: 1,76 g/L KH2PO4, 0,25 g/L K2HPO4, 1 g/L MgSO4 x 7 H2O, 0,2

g/L NaCl, 0,2 g/L CaCl2 x 2 H2O, 9,97 g/l (NH4)2SO4, 11,8 mg Vitamin-Mix) bis zu einer

optischen Dichte (578 nm) von ~20. P. pastoris ist als methylotrophe Hefe in der Lage,

Methanol mit Hilfe der Alkoholoxidase als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen. Die

Alkoholoxidase wird bei der Nutzung von Glucose oder Glycerin als Kohlenstoff- und

Energiequelle nicht exprimiert. Aus diesem Grunde kann der Alkoholoxidase-Promotor durch

den Wechsel von Glycerin-haltigem auf Methanol-haltiges Medium induziert und somit als
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starker gentechnischer Promotor verwendet werden (Ellis et al., 1985; Sreekrishna & Kropp,

1996). Die Induktion der 48 stündigen Expression wurde durch einen Wechsel des Mediums

von BMGY- auf BMMY-Medium erzielt (BMMY enthält statt des Glycerins 0,5% v/v

Methanol), wobei das Medium zur Aufrechterhaltung der Methanolkonzentration nach dem

ersten Tag mit 0,32% v/v Methanol ergänzt wurde. Nährbodenplatten enthielten 2% Agar im

Nährmedium. Die Lagerung bei –80°C erfolgte nach Zugabe von 50% v/v Glycerin zum

Zellpellet.

3.1.3 HEK293-EBNA

Von Prof. Dr. C. Mauch (Universität Köln) wurden sowohl der untransformierte Stamm K21

der HEK293 EBNA Zellen und der stabil transfizierte Klon HEK293/K21-pCMV-MT1-MMP

zur Verfügung gestellt.

Die HEK293 Zellen wurden in 10 ml DMEM/10% FCS (Gibco BRL LifeTechnologies,

Eggenstein) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 bis zur Konfluenz und anschließend

über Nacht in serumfreiem Medium kultiviert, um für die Messungen Serum-freie

Bedingungen zu schaffen. Im Falle des stabil transfizierten Klones HEK293/K21-pCMV-

MT1-MMP erfolgte die Kultivierung zusätzlich unter Zugabe des Antibiotikums Puromycin

(0.5 mg/L).

3.2 Klonierung

3.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR wurde das für die Pro-Ektodomäne der MT1-MMP (Ala21-Glu523) codierende

cDNA-Fragment amplifiziert. Hierbei wurden durch entsprechende Wahl der Primer die

gewünschten Restriktionsschnittstellen und das Stoppcodon in das Amplifikat eingefügt

(Saiki et al., 1988). Für die PCR wurde die Deep Vent® Polymerase mit proof reading

Funktion gewählt, um die Zahl der Mutationen zu minimieren.
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Die PCR-Ansätze setzten sich wie folgt zusammen:

1-10 ng Templat

0,5 µl forward Primer, 50 µM (MWG, Ebersberg)

0,5 µl reverse Primer, 50µM (MWG, Ebersberg)

2 µl dNTP, 10 mM (Genecraft, Münster)

5 µl 10x Polymerasepuffer

0,5 U Polymerase

 mit Wasser auf 50 µl auffüllen

 mit 40 µl Paraffin überschichten

Die Reaktionsmischungen wurden in einem Thermocycler gemäß folgendem Programm

cyclischen Temperaturschwankungen unterworfen:

Tabelle 1: PCR-Programm.

Schritt Dauer Temperatur

1. Denaturierung 30 s 95 °C

2. Denaturierung 30 s 95 °C

3. Annealing 10 s 55 °C

4. Polymerisation 120 s 72 °C

5. Zahl d. Cyclen 39 x zu Schritt 2

6. Extension 120 s 72 °C

7. Lagerung 4 °C

Für Arbeiten mit dem pGEM®T-Easy Kit, mußten an den 3´-Enden der PCR-Produkte jeweils

ein Adenosin angefügt werden. Dazu wurde nach der PCR für 10 min bei 72 °C eine

Nachbehandlung mit der Tth®-Polymerase (1U) durchgeführt.

Folgende Oligonucleotide (MWG-Biotech) wurden zur Klonierung der Ektodomäne der

MT1-MMP (∆MT1-MMP) eingesetzt:

forw∆MT1 5´-GAAGCTGAATTCGCGCTCGCCTCC-3´

rev∆MT1 5´-AAAAAAGCGGCCGCTCACTCCGTCTCTTC-3´
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3.2.2 Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten hinsichtlich ihres Molekulargewichtes erfolgte in

1%igen Agarosegelen durch horizontale Gelelektrophorese nach Standardvorschrift

(Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 5 bis 500 ng DNA und der Längenstandard (1 kb

Standard, Gibco BRL LifeTechnologies, Eggenstein) aufgetragen, mittels Elektrophorese im

Gel aufgetrennt und anschließend mit Ethidiumbromid gefärbt (Sharp et al., 1973).

3.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) wurde nach Vorschrift des Herstellers DNA

aus Agarosegelen extrahiert und anschließend in einer weiteren Agarosegelelektrophorese auf

Reinheit und Konzentration geprüft.

3.2.4 DNA-Reinigung

Zur Reinigung von DNA wurden unterschiedliche Methoden eingesetzt. Für die Klonierungen

wurde die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgearbeitet.

Bei einer größeren Zahl von Proben, wie z.B. für Screenings, wurden die DNA-Proben durch

Phenolisierung und anschließende Ethanolfällung (Sambrook et al., 1989) gereinigt.
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3.2.5 Vektoren

Die Subklonierung in E. coli erfolgte über den pGEM®T-Vektor (Promega) in den

Expressionsvektor pPICZαA. Im Folgenden sind die Plasmidkarten schematisch dargestellt:

3.2.6 Klonierung und Transformation mit dem pGEM®T-Easy Kit

Mit Hilfe des pGEM®T-Easy Kits (Promega, Mannheim) können PCR Produkte unter

Verwendung eines Topoisomerase/Ligase-Gemisches mit dem pGEM®T-Vektor ligiert

werden, worauf sich die Transformation von JM109 kompetenten E. coli-Zellen mit dem

entstandenen Konstrukt anschließt.

Abbildung 18: Schematische Plasmidkarte pGEMT.

Abbildung 19: Schematische Plasmidkarte
pPICZααααA.
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3.2.7 Klonierung in den Expressionsvektor

Die für die Ektodomäne der MT1-MMPAla21-Glu523 codierende Gensequenz wurde mit den

Restriktionsenzymen EcoRI und NotI (New England Biolabs, Beverly, USA) aus dem

pGEM®T-Vektor geschnitten und in den ebenso linearisierten pPICZαA-Expressionsvektor

durch Ligation mit der Bakteriophage T4-DNA-Ligase (Promega, Mannheim) eingefügt

(Weiss et al., 1968).

3.2.8 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Kompetente Zellen wurden nach der Vorschrift von Hanahan (1985) hergestellt und

verwendet oder, wie im Falle des pGEM®T-Kits (Promega, Mannheim), direkt vom Hersteller

bezogen und entsprechend der mitgelieferten Vorschriften eingesetzt.

Bei Antibiotikaresistenz-vermittelnden Transformationen erfolgte die anschließende

Kultivierung auf Antibiotikum-enthaltenden Nährbodenplatten unter Selektionsdruck

Für die Selektion der pGEM®T−∆TM-ΜΤ1-MMP-positiven Zellen stand außerdem der Test

auf α-Kontemplation zur Verfügung (Ullmann et al., 1967).

3.2.9 Restriktion

Die Restriktionsanalyse beinhaltet die alkalische Lyse der Zellen (Sambrook et al., 1989), die

Reinigung der Plasmid DNA über das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), die Spaltung

des Plasmids mit bestimmten Endonukleasen (Cohen et al., 1973) und die Analyse der

entstehenden Fragmente durch Elektrophorese (Sambrook et al., 1989). Die Plasmid-DNA

eines positiven Klons wurde zur Bestätigung der korrekten Gensequenz der DNA-

Sequenzierung unterzogen.

3.2.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen (Sanger et al., 1977) erfolgten mit einem LI-COR Sequencer

(MWG Biotech, Ebersberg) durch fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide und mit dem ABI-

DNA-Sequencer (Perkin-Elmer) durch fluoreszenzmarkierte Didesoxynucleotide (Dr. W.

Engelhardt & Dipl. Biol. F. Hecht, IIT, Universität Bielefeld).
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3.2.11 Transformation von Pichia Pastoris

Zur Transformation von Pichia pastoris wurde das Konstrukt pPICZαA-∆MT1-MMP mit der

Endonuclease Pme I (New England Biolabs, Beverly, USA) linearisiert, damit über die so

erzeugten DNA-Bereiche eine homologe Rekombination in den AOX1-Locus (Clare et al.,

1991) des Hefe Genoms stattfinden kann.

Die Pichia pastoris Stämme GS115, KM71 und X-33 (Invitrogen, Groningen) wurden durch

die Behandlung mit LiCl unter Zusatz von Lachs-Sperma DNA als Carrier transformiert

(Invitrogen, Groningen). Nach der Transformation erfolgte die Kultivierung unter

Selektionsdruck auf Zeocin® enthaltenden Nährbodenplatten (100 mg/L) bei 28°C ca.

72 Stunden unter Lichtausschluß. Zur Sicherung wurden die Klone anschließend auf

Rasterplatten übertragen.

3.2.12 Selektion exprimierender Klone

Zur Kontrolle der Transformation wurden die Pichia pastoris Klone einem PCR-Screening

unterzogen. Dazu wurde ein geringer Teil der Zellmasse aufgekocht und als Templat

eingesetzt.

Die in dem Screening als positiv identifizierten Klone wurden in colony blots untersucht, um

die Stärke der Expression abzuschätzen. Aufgrund dieser Abschätzung wurden Klone

ausgewählt, und mit diesen Probeexpressionen im 50 ml-Maßstab durchgeführt. Die

Expression wurde zeitabhängig mittels SDS-PAGE verfolgt. Letztendlich wurde ein gut

exprimierender Klon ausgewählt.

3.3 Expression und Reinigung

3.3.1 Kultivierung im Schüttelkolben

Die Expression im 1 L-Maßstab wurde mit dem Klon KM71/36 durchgeführt (2 x 0,5 L im

Schüttelkolben; Kolben mit Schikanen, Braun Biotech International, Melsungen). Die

Probeexpressionen zeigten das Expressionsmaximum eines ~47 kDa großen Peptids am

zweiten Tag der Expression, so daß für alle folgenden Großexpressionen mit diesem Klon

eine Induktionsdauer von zwei Tagen nach Induktionsstart gewählt wurde.
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3.3.2 Kultivierungen im Bioreaktor (20 Liter Kulturvolumen)

Die Herstellung größerer Mengen des Enzyms war in kleinen Kulturansätzen aufgrund der

autoproteolytischen Instabilität und der Degradation der Ektodomäne durch wiederholtes

Einfrieren und Auftauen nicht möglich. Daher wurde der Klon im 20 L Maßstab kultiviert.

Die Kultivierung im 20 L Maßstab wurde von Herrn Dipl.-Ing. T. Schäffer am Lehrstuhl von

Herrn Prof. Dr. E. Flaschel (Universität Bielefeld, Technische Fakultät, Lehrstuhl für

Fermentationstechnik) in Anlehnung an ein Vorlageprotokoll von Dr. S. Bartsch

durchgeführt.

Für die Fermentation wurden 4 L Mediumkonzentrat BMGY (siehe 3.1.2) benötigt. Das

Konzentrat wurde im Fermenter auf 20 Liter aufgefüllt und für 25 min bei 121°C

hitzesterilisiert. Nach dem Abkühlen wurden über Septen im Bioreaktordeckel 8 mg

sterilfiltriertes Biotin in 40 ml Wasser und 200 ml 70%iges hitzesterilisiertes Glycerin

zugegeben. Die Kultivierung wurde durch Animpfen des Reaktors mit einer 500 ml

Kolbenkultur in der stationären Phase über ein Septum gestartet. Durch Zugabe von Säure

(10% H3PO4) oder Lauge (25% NH3/H2O) über Zulaufpumpen wurde der pH-Wert während

der Kultivierung konstant bei 5,4 gehalten. Um eine Sauerstofflimitierung zu verhindern,

wurde die Rührerdrehzahl bei einem O2-Gehalt des Mediums von unter 40 % des

Sättigungswertes automtisch erhöht. Der Luftzustrom betrug dabei 10 L/min.

Abbildung 20: MBR 30 Liter Rührkesselbio-
reaktor mit Begasungsregeleinheit.
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Die Zellen wurden zunächst 24 Stunden bei 30°C in BMGY-Medium vermehrt. Die Induktion

wurde durch Zugabe von 200 ml Methanol zu einer Endkonzentrationen von 1 % Methanol

gestartet. Nach einer Induktionsdauer von 10 h wurden durch kontinuierliches Zupumpen

über die nächsten 14 h nochmals 1000 ml Methanol zugegeben. Anschließend wurde der

Reaktorinhalt durch Querstromfiltration (Pall-Filtron) mit 1 MDa Ausschlußgrenze

sterilfiltriert. In einer zweiten Filtration mit einer Ausschlußgrenze von 5 kDa wurde der

Kulturüberstand auf 1.6 L eingeengt und durch Nachspülen mit nativem Tris-Puffer (2,4 g/L

TRIS/HCl pH 7,2, 5,8 g/L NaCl, 0,6 g/L CaCl2) dialysiert. Das eingeengte Ultrafiltrat wurde

erneut sterilfiltriert, um präzipitiertes Material abzutrennen. Um die autoproteolytische

Degradation des Expressionsproduktes zu verhindern, wurden die Puffer während dieser

Prozeduren auf Eis gekühlt. Trotz der Kühlung aller verwendeten Puffer und Kühlung des

Kulturüberstandes auf Eis wurden innerhalb der Querstromfiltrationsanlage teilweise

Temperaturen bis 37°C gemessen.

3.3.3 Reinigung der rekombinanten Ektodomäne der MT1-MMP

Die S. cerevisiae α-Faktor-Präprosequenz des pPICZαA-Vektors sorgt für die Ausschleusung

des Enzyms in den Kulturüberstand. Nach Abzentrifugieren der Zellen bei 1500 g folgten

zwei Dialysen (Spectra/Por 1, Spectrum Medical Industries, Houston) bei 4°C gegen die

zehnfache Menge an nativem-TRIS-Puffer. Nach Sterilfiltration (0,2 µm Ausschlußgrenze)

wurde der Überstand bei 4°C über eine Affinitätssäule (Moore & Spilberg, 1986) geleitet und

der Durchlauf verworfen. Nach Spülen der Affinitätssäule mit 300 ml nativem-TRIS-Puffer

erfolgte die Elution unter partiell denaturierenden Bedingungen (Elutionspuffer: 2,4 g/L

TRIS/HCl pH 9,0, 120 g/L NaCl, 5% Dioxan). Dabei wurde das Eluat fraktioniert gesammelt

und mittels SDS-PAGE analysiert. Die ∆MT1-MMP enthaltenden Proben wurden vereinigt,

in einer Ultrafiltrationskammer (Amicon D2, Amicon, Witten) mit 3 bar Stickstoffatmosphäre

durch YM3-Membranen (Millipore, Bedford) auf 3-5 ml eingeengt und über Nacht bei 4°C

gegen 5 L nativen TRIS-Puffer dialysiert (Roderfeld et al., 2000).
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3.3.4 Konzentrationsbestimmungen

Photometrische Bestimmung

Mit folgender Formel (Pace et al., 1995) wurde der Extinktionskoeffizient der Ektodomäne

Tyr112-Glu523 bei 280 nm berechnet:

ε∆MT1-MMP [M-1cm-1] = 12 (Tryptophan) . 5500 + 21 (Tyrosin) . 1490 = 97290 M-1cm-1

Durch die optische Dichte der Proteinlösung bei 280 nm läßt sich daraus mit dem Lambert-

Beerschen Gesetz die Proteinkonzentration der Lösung bestimmen.

BCA-Test

CuII wird von Proteinen zu CuI reduziert, was durch die Komplexierung mit

Bicininchoninsäure verfolgt werden kann (Pierce, Out-Beijerland, Niederlande). Die Bildung

des CuI-Bicininchoninsäure-Komplex konnte bei 560 nm im ELISA-Reader (Tecan,

Crailsheim) erfaßt und durch Vergleich mit einem Standard (2 g/L BSA) quantifiziert werden.

Active site-Titration

Nachdem für die Ektodomäne der MT1-MMP eine 1:1 Hemmung durch synthetische

Inhibitoren nachgewiesen worden war, konnten Konzentrationsbestimmungen durch active

site-Titrationen mit Batimastat (BB94, British Biotech) durchgeführt werden.

3.4 Charakterisierung

3.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE stellt eine sehr effektive Methode zur Trennung von Makromolekülen und

Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen dar. Durch die Anlagerung von SDS-

Molekülen erhalten alle Proteine die gleiche negative Ladungsdichte und werden im

elektrischen Feld unter Einfluß der Polyacrylamidmatrix nur aufgrund ihrer unterschiedlichen

Massen aufgetrennt (Laemmli, 1970; Westermeier, 1990). Durch den Vergleich mit einem
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Proteinstandardgemisch (LMW-Marker, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) ist eine

Größenabschätzung der zu untersuchenden Proteine möglich (Weber & Osborne, 1969). Die

Elektrophoresen wurden mit 7 bis 15%igen Gelen bei einer Stromstärke von 40 mA

durchgeführt.

3.4.2 Färbung von PAA-Gelen

Die Färbung mit Silberionen ist sehr effektiv und läßt noch einen Nachweis von 10 ng Protein

pro Bande zu. Die Silberionen lagern sich an die Thiol- und Caboxylatgruppen der im Gel

fixierten, denaturierten Proteine an und können durch Reduktion im basischen Milieu zu

elementarem Silber reduziert werden, wodurch die Proteinbanden sichtbar werden (Sammons

et al., 1981; Heukeshoven & Dernick, 1988).

3.4.3 Elektroblotting

In einem elektrischen Feld können die im PAA-Gel aufgetrennten Proteingemische mit

150 mA für 50 min auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran, Millipore,

Bedford) übertragen werden (Towbin et al., 1979; Xu & Shively, 1988).

3.4.4 Mikrosequenzierung nach Edman

Für N-terminale-Sequenzanalysen wurden die auf die PVDF-Membran transferierten Proteine

durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht, die Banden ausgeschnitten und dem

automatisierten Edman-Abbau zugeführt (Schlägger et al., 1988). Der automatisierte Edman-

Abbau (Edman und Begg, 1967; Reinke et al., 1991; Fischer, 1992) mit dem Protein

Sequencer 810/910 (Knauer, Berlin) wurde in der Universität Bielefeld durchgeführt (S.

Grabolle, M.O. Luther, K. Köster und K. Böker, Biochemie I).

3.4.5 Western Blot-Analyse

Der immunologische Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgte mittels

Western Blot-Analyse. Nach Absättigung der Membran wurde mit einem Primärantikörper

gegen die MT1-MMP (katalytische Domäne, aus Kaninchen) inkubiert. Die Färbung erfolgte
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nach Inkubation mit dem Sekundärantikörper, der als Konjugat mit der alkalischen

Phosphatase eingesetzt wurde (Langone & Vunakis, 1982; Blake et al., 1984).

3.4.6 MALDI-TOF-MS-Untersuchungen

Zur Identifizierung des C-Terminus der rekombinant exprimierten ∆TM-MT1-MMP wurden

MALDI-TOF-MS-Untersuchungen durchgeführt (matrix-assisted laser desorption/ionization

– time of flight mass spectrometry).

Dazu wurde eine Probe der gereinigten Ektodomäne mit einer modifizierten Trypsin-Variante

(Promega, Mannheim) über Nacht bei 37°C hydrolysiert und die Probe anschließend zur

Analyse eingesetzt (Karas & Hillenkamp, 1988).

3.4.7 Reversed Phase HPLC (RP-HPLC)

Bei der HPLC (High Performance Liquid Chromatography) wird die mobile Phase unter

hohem Druck durch eine Säule, die die stationäre Phase enthält, gepumpt. Im Gegensatz zur

konventionellen HPLC ist bei der RP-HPLC die stationäre Phase unpolarer als die mobile.

Durch die Einstellung eines geeigneten Puffergradienten kann ein an die stationäre Phase

gebundenes Peptidgemisch, je nach Polarität der Komponenten, getrennt eluiert und

fraktioniert gesammelt werden (Aguilar et al., 1996). Als Säule kam eine WP-RP-C18-Säule

(Macherey-Nagel) an der Hitachi LaChrome-HPLC-Anlage (Merck) zum Einsatz.

Folgendes Programm wurde zur Elution der Substanz-P-Fragmente eingesetzt:

Tabelle 2: HPLC-Programm.

Zeit/min Parameter

0-5 0% Puffer B

5-35 0-100% Puffer B

35-40 100% Puffer B

40-42 100-0% Puffer B

Puffer A: 1 ml/L TFA (v/v) in Tridest

Puffer B: 1 ml/L TFA (v/v)

80% CH3CN (v/v)
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3.4.8 Kinetische-Untersuchungen

(7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-Pro-Leu-Gly-Leu-(3-[2,4-dinitrophenyl]-L-2,3-

diaminopropionyl)-Ala-Arg-NH2

Das synthetische, fluorogene MMP-Substrat (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-Pro-Leu-Gly-

Leu-(3-[2,4-dinitrophenyl]-L-2,3-diaminopropionyl)-Ala-Arg-NH2 (MCA-Peptid; Knight et

al., 1992) weist eine geringe Grundfluoreszenz auf. Nach Spaltung der Gly-Leu Bindung ist

der Quenching-Effekt der Dinitrophenylgruppe nicht mehr wirksam und die Fluoreszenz der

Methoxycoumaringruppe kann bei einer Anregung von 330 nm im Maximum der Emission,

bei 390 nm, gemessen werden. Aus gerätespezifischen Gründen wurden die Messungen etwas

außerhalb des Emissionsmaximums, bei 405 nm, mit dem Spectra-Fluor Plus (Tecan,

Crailsheim) mindestens in Dreifachbestimmungen durchgeführt. Dabei wurden

Enzymkonzentrationen im nanomolaren und Substratkonzentrationen in mikromolaren

Bereich verwendet.

Mit (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-Pro-Leu konnte unter Aufnahme einer Eichgeraden ein

Faktor zur Umrechnung der gemessenen relativen Fluoreszenzwerte in absolute

Substratkonzentrationen erhalten werden. Alle Messungen, mit Ausnahme der Messungen zur

Calciumabhängigkeit der Enzymaktivität, bei denen die Calciumkonzentration variiert wurde,

erfolgten in nativem TRIS-Puffer mit Substratkonzentrationen von 0,1 bis 2 µM.

Die enzymatische Spaltung des MCA-Peptids wurde zusätzlich am Gesamtenzym auf

lebenden Zellen untersucht. Dazu wurde eine von C. Mauch zur Verfügung gestellte, mit der

MT1-MMP stabil transfizierte HEK 293 Zellinie verwendet. Die konfluent angewachsenen

Zellen wurden über Nacht in serum-freiem Medium (DMEM, Gibco BRL LifeTechnologies,

Eggenstein) kultiviert und nach Bestimmung der Zahl an aktiven Zentren pro eingesetzter

Zelle (active site titration) mit einer Lösung des Substrates überschichtet, von der in zeitlicher

Reihenfolge Proben fluoreszenzspektrometrisch vermessen wurden. Die Messungen wurden

in nativem-Tris-Puffer mit Substratkonzentrationen von 2-20 µM durchgeführt. Die

Vermessung der Proben erfolgte mit dem Spectra-Fluor Plus (Tecan, Crailsheim) mindestens

in Dreifachbestimmungen. Alle gemessenen Aktivitäten wurden auf die Aktivität

untransformierter Zellen (als Referenz) bezogen.
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Gelatin als Substrat

Die kinetischen Daten der katalytischen und der Ektodomäne der MT1-MMP wurden am

Beispiel des Gelatins untersucht und verglichen. Dazu wurden Proben „definierter

Substratkonzentration“ („1-50 µM“) mit 2,5 nmol Enzym bei 37°C inkubiert und die zeitliche

Zunahme der Anzahl der gebildeten N-Termini erfasst. Fluorescamin (Sigma-Aldrich,

Steinheim) reagiert mit primären Aminosäuren unter Bildung eines fluoreszierenden

Produktes. Die zeitliche Zunahme der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Bildung neuer

N-Termini und kann unter Verwendung einer Eichgeraden (Eichsubstanz: Ala-Glu)

quantitativ erfasst werden. Die Versuche wurden in BisTris-Puffer durchgeführt (8 g/L

BisTris/ HCl pH 7,3, 5,8 g/L NaCl, 0,74 g/L CaCl2x2H2O). Unter Verwendung dieser Daten

konnten durch Auswertung nach Lineweaver-Burk „relative“ kcat/KM-Werte (kcat/KM
rel) für die

beiden löslichen MT1-MMP-Varianten ermittelt werden, da keine absoluten Angaben über

die Substratkonzentration gemacht werden konnten.

3.4.9 Autolyse und Identifizierung der Spaltprodukte

Versuche zur Autolyse der Ektodomäne der MT1-MMP wurden in nativem Tris-Puffer und

Enzymkonzentrationen von 100 mg/L durchgeführt (Roderfeld et al., 2000). Die Inkubation

der Enzymprobe erfolgte bei 37°C, wobei in zeitlicher Reihenfolge Proben entnommen und

mittels SDS-PAGE und Sequenzblot mit anschließendem automatisierten Edman-Abbau

untersucht wurden.

3.4.10 Spaltung von Substraten und Identifizierung der Degradationsprodukte

Potentielle Substrate wurden in nativem Tris-Puffer in einer Konzentration von 100 mg/L mit

Enzym der Konzentration 10 mg/L bei 37°C unter Probennahme inkubiert. Die Proben

wurden mittels SDS-PAGE und Sequenzierblot mit anschließendem automatisierten Edman-

Abbau analysiert. Untersucht wurden Fibrinogen (Sigma, München), myelin basic protein

(MBP; Fluka, Steinheim) und Substanz-P (Bachem, Bubendorf (Schweiz)). Das MBP wurde

aus Gewebe aufgearbeitet und lag in einer Reinheit von 50% vor. Die Spaltungen wurden

unter Zusatz eines Inhibitorcocktails durchgeführt (CompleteTM Mini, EDTA free, Roche). Im

Falle der „Substanz-P“ wurden die entstandenen Fragmente durch RP-HPLC getrennt und

nach Lyophilisation zur N-terminalen Sequenzierung gegeben. Hier wurden für die Spaltung
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die gleichen Bedingungen vorgegeben, die für die Degradation durch die katalytische

Domäne der MT1-MMP eingesetzt wurden: 40 µg  (29,68 nmol) des Neuropeptids wurden

mit 8,7 pmol des Enzyms für 15 min bei 37°C inkubiert und der Abbau durch Zugabe von

EDTA gestoppt (Lichte, 1997).

3.4.11 Zymogramme

Potentielle Substrate (Gelatin, Typ I-, III-, VI- und VII – Kollagen, β-Casein) wurden in einer

Konzentraton von 1 g/L in PAA-Gele einpolymerisiert. Diese Gele wurden in einer SDS-

PAGE eingesetzt, bei der als Probe die ∆MT1-MMP aufgetragen wurde. Nach erfolgter

Elektrophorese wurde das Gel über Nacht bei 37°C in nativem-Tris-Puffer inkubiert und

anschließend einer Coomassie-Färbung unterzogen (Heussen & Dowdle, 1980).

3.4.12 Calcium-Abhängigkeit

Die Calciumabhängigkeiten der cdMT1-MMP, der Ektodomäne und des Gesamtenzyms (auf

HEK 293-Zellen) wurden anhand der proteolytischen Zerlegung des MCA-Peptids in nativem

Tris-Puffer bei Calciumkonzentrationen von 0 bis 100 mM untersucht. Dazu wurden Proben

von 100µl (mit einer Konzentration von 500µg/ml) der Enzyme über Nacht bei 4°C gegen 5 L

nativen Tris-Puffer ohne Calcium dialysiert und diese Lösungen für die Aktivitätsmessungen

mit dem Murphy-Substrat eingesetzt. Die Anheftung der Hek-293-Zellen auf der Oberfläche

der Kulturschale wurde durch den Entzug von Calcium sehr schnell unterbunden, so daß

Messungen nur bis 1µM Ca2+ vorgenommen wurden.

3.4.13 Reversible Aktivierung/Hemmung

Die reversible Aktivierung und Hemmung der proteolytischen Aktivität der MT1-MMP

wurde durch abwechselnde Dialysen der enzymhaltigen Proben gegen calciumhaltigen- und

calciumfreien nativen Tris-Puffer erreicht. Die enzymatische Aktivität der Probe wurde nach

Einstellen des Dialysegleichgewichtes (unter Rühren 5 Stunden) durch

Fluoreszenzmessungen mit dem fluorogenen MCA-Peptid analysiert.
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Außerdem wurde der Effekt der Aktivierung und Hemmung durch abwechselnde Zugabe von

Calcium und einem „spezifischen“ Calciumchelator untersucht. Zur Maskierung des gelösten

Calciums wurden Oxalat, Citrat und Doxycyclin getestet.

3.4.14 Hemmung durch natürliche und synthetische Inhibitoren

Die 1:1 Hemmung der Ektodomäne durch TIMP-2 und TIMP-4 wurde durch active-site-

Titration ermittelt.

In Zusammenarbeit mit Dr. B. Stratmann wurden die IC50-Werte von cdMT1-MMP/idTIMP-4

und ∆MT1-MMP/idTIMP-4 bestimmt (Stratmann, 2000).

Der Vergleich der Hemmung von cdMT1-MMP und von ∆MT1-MMP durch synthetische

Inhibitoren erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. J. Schröder (Schröder, 2001).
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4 Ergebnisse

Das vollständige Gen der MT1-MMP wurde von Dr. E. Bartnik und Dr. F. H. Büttner

(Hoechst Marion Roussel) durch reverse Transkription (RT-PCR) aus Chondrosarcom-Zellen

erhalten und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Tschesche (Biochemie I/Universität

Bielefeld) für weitere Untersuchungen zur Verfügung gestellt. Eine durch die RT-PCR

entstandene Punktmutation führte zu einem Terminationssignal (Büttner et al., 1997). Mittels

gezielter in vitro-Mutagenese erzielte Frau Dr. A. Lichte die Wiederherstellung der wild-type

cDNA der MT1-MMP aus humanem Knorpel (Lichte, 1997).

4.1 Klonierung

4.1.1 Subklonierung der cDNA (proMT1-MMP [Ala21-Glu523]) in E. coli

4.1.1.1 PCR zur Gewinnung der cDNA

Zu Beginn der Arbeit lag die vollständige cDNA der MT1-MMP im pCRTMII-Vektor vor

(Lichte, 1997) und wurde für die Bereitstellung der für die Ektodomäne der MT1-MMP

(Ala21-Glu523) codierenden cDNA in einer PCR als Template eingesetzt. Die Amplifikation

der gewünschten cDNA erfolgte unter Verwendung zweier Oligonucleotidprimer, die die zu

exprimierende Domäne eingrenzen und eine EcoR I, sowie eine Not I Restriktionsschnittstelle

einfügen. Der komplette PCR-Ansatz wurde einer zehnminütigen Nachbehandlung bei 72°C

mit der Tth®-Polymerase unterzogen, um an den 3´-Enden der PCR-Produkte Adenosine für

die Klonierung in den pGEM®T-Vektor anzufügen. Nach Auftrennung des PCR-Ansatzes

durch Agarosegelelektrophorese wurde das erhaltene 1500 bp große DNA-Fragment mit Hilfe

des QIAquick Gel Extraction Kit gewonnen, gereinigt und anschließend in einer weiteren

Agarosegelelektrophorese auf Reinheit und Konzentration hin untersucht (Abbildung 21).
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4.1.1.2 TA-Klonierung in den pGEM®T-Vektor

Das gereinigte PCR-Produkt wurde mit dem linearisierten pGEM®T-Vektor ligiert und das

erhaltene Plasmid in kompetente Zellen des E. coli Stammes JM109 eingebracht. Neben der

Selektion durch Antibiotika, konnten die mit dem pGEM®T Vektor erfolgreich

transformierten Klone über die “Blau-Weiss”-Selektion identifiziert werden. Die X-Gal

produzierenden Klone erscheinen weiss, nicht transformierte Klone blau. Zwanzig der

positiven Klone wurden in Übernachtkulturen kultiviert, anschließend die Plasmid-DNA

aufgearbeitet und mit den Endonucleasen EcoR I und Not I geschnitten. Die

Restriktionsansätze werden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Abbildung 21: Bahn 1: 1 kb-Marker,
Bahn 2: PCR-Produkt.

Abbildung 22: Bahn1: 1kb-Marker, Bahn2: pGEMT/∆∆∆∆MT1-
MMP, EcoR I/Not I-Restriktion (positiv), Bahn 3: pGEMT,
EcoR I/Not I-Restriktion (negativ).
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Positive Klone weisen in der Agarosegelelektrophorese des Restriktionsansatzes neben dem

linearisierten 3000 bp großen pGEM®T Vektor das 1500 bp große cDNA Fragment der MT1-

MMP auf. Für die Expression in Pichia pastoris wurde das 1500 bp große Fragment gereinigt

und in den induzierbaren Hefe-Vektor pPICZαA kloniert.

4.1.2 Klonierung des 1500 bp Fragments in den Expressionsvektor pPICZααααA

Das durch die Restriktionsschnittstellen EcoR I/Not I flankierte, für die Ektodomäne

codierende cDNA-Fragment wurde mit dem entsprechend geschnittenen und mit alkalischer

Phosphatase behandelten Vektor pPICZαA ligiert. Der Ligationsansatz wurde in

verschiedenen Konzentrationen für die Transformation kompetenter Zellen des E. coli

Stammes Xl1-blue verwendet. Aus zwanzig der auf Antibiotikaresistenz hin vorselektierten

Klone wurde nach Kultivierung in Übernachtkulturen die Plasmid-DNA gewonnen.

Wiederum erfolgte die Analyse auf positive Rekombination durch Restriktion mit EcoR I und

Not I und anschließende Agarosegelelektrophorese

Die Basensequenz der in den pPICZαA klonierten cDNA der Ektodomäne der MT1-MMP

wurde zur Kontrolle einer DNA-Sequenzierung unterworfen. Die Analyse ergab die

vollständige Übereinstimmung der klonierten Sequenz mit der für die humane MT1-MMP

veröffentlichten Sequenz (Luo et al., 1995).

Abbildung 23: Bahn 1: 1 kb-Marker, Bahn2-5:
pPICZααααA/∆∆∆∆MT1-MMP (2), EcoR I-Restriktion
(3), Not I-Restriktion (4), EcoR I/Not I-
Restriktion (5).
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4.1.3 Klonierung der proMT1-MMP (Ala21-Glu523) in P. pastoris

Die Pichia pastoris Stämme GS115, KM71 und X-33 wurden mit dem linearisierten

Konstrukt pPICZαA-∆MT1-MMP transformiert und unter Selektionsdruck auf Zeocin®-

haltigen Nährbodenplatten (100 mg/L) bei 28°C ca. 72 Stunden unter Lichtabschluß

kultiviert. Zur Kontrolle der Transformation wurden die Pichia pastoris-Klone einem PCR-

Screening unterzogen. Auf diese Weise war es möglich, hunderte von Klonen hinsichtlich der

Transformationseffizienz in sehr kurzer Zeit zu untersuchen.

Mit Hilfe des PCR-Screenings wurden transformierte Klone aller drei getesteten Stämme

gefunden.

4.2 Expression und Reinigung

4.2.1 Expression der Ektodomäne der MT1-MMP (Ala21-Glu523)

Die in dem PCR-Screening als positiv identifizierten Klone wurden zur Abschätzung der

Expressionslevel an rekombinantem Protein durch colony blots untersucht.

Abbildung 24: Bahn 1: 1kb-Marker, Bahn 2, 3, 5, 6, 7, 8 und
9: PCR positiver Klone, Bahn 4: PCR negativer Klon.
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Mit zehn der am stärksten exprimierenden Klone wurden Probeexpressionen im 50 mL-

Maßstab durchgeführt und der Kulturverlauf zeitabhängig über SDS-PAGE verfolgt

(Abbildung 26).

Neben dem LMW-Marker in Bahn 1 (Abbildung 26), sind in Bahn 2 eine Probe des

Kulturüberstandes vor Induktion und in Bahn 3-5 Proben des Kulturüberstandes am ersten,

zweiten und dritten Tag nach Induktion der Expression aufgetragen. Die Banden des

überexprimierten Proteins mit 47 kDa weisen in Bahn 4 die größte Intensität auf, womit das

Maximum der Expression für Tag zwei nach Induktionsbeginn bestimmt wurde. Im

Kulturüberstand wurden am zweiten Tag Expressionslevel bis 25 mg/L MT1-MMP durch

fluoreszenzkinetische Messungen mit dem “Murphy-Substrat” festgestellt.  Nach dem zweiten

Tag sinkt die Konzentration der Expressionsprodukte im Kulturüberstand, was wahrscheinlich

auf Autoproteolyse zurückzuführen ist.

Abbildung 25: colony blot der im PCR-Screening
als positiv identifizierten Klone. Starke Expression
z.B. in Spalte 4 Reihe 1 oder Spalte 2 Reihe 4.

Abbildung 26: Bahn 1: LMW-
Marker, Bahn 2-5: Kultur-
überstand vor, 1d, 2d und 3d
nach Induktionsstart.
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Die Pro-Form der Ektodomäne (Ala21-Glu523 - 57,4 kDa) lag im Kulturmedium nur in sehr

geringen Mengen vor, während die aktivierte Form (Tyr112-Glu523 - 47,5 kDa) als

Hauptprodukt der Expression erscheint.

Letztendlich wurde ein stark exprimierender Klon des Stammes KM71 für die Expression im

1 L-Maßstab ausgewählt. Die Expressionskontrolle im 1 L-Maßstab zeigte einen mit

Abbildung 26 identischen Kulturverlauf.

4.2.2 Affinitätschromatographische Reinigung

Die Reinigung der aktiven Ektodomäne der MT1-MMP (Tyr112-Glu523) erfolgte über eine

Affinitätssäulenchromatographie nach Moore and Spilberg (Moore & Spilberg, 1986). Das

Hydroxamat-Inhibitor gekoppelte Säulenmaterial ermöglichte die rasche Reinigung des

Enzyms. Die SDS-PAGE-Analyse der Eluatfraktionen (Abbildung 27) zeigt das

Elutionsmuster eines typischen Chromatographielaufes. In diesem Falle wurden die

Fraktionen 5 bis 11 vereinigt, durch Ultrafiltration konzentriert und gegen nativen Tris-Puffer

dialysiert.

Die Qualität der Reinigung der Ektodomäne wurde mittels SDS-PAGE (Abbildung 28) und

Western Blot (Abbildung 29) untersucht. In Bahn 2 (Abbildung 28) erscheint die gereinigte

aktive MT1-MMP als Doppelbande. Beide Fragmente beginnen mit dem wild-type N-

Terminus, was durch N-terminale Sequenzierung bewiesen wurde (4.3.1).

Abbildung 27: Bahn 1: LMW-Marker, Bahn 2-13: Fraktionen 2-13.
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In Bahn 3 und 4 (Abbildung 28) sind Proben des Kulturüberstandes und des Durchlaufs der

Affinitätschromatographie aufgetragen. Auch der Durchlauf enthielt noch erhebliche Mengen

der Ektodomäne.

Abbildung 29 zeigt einen, die Aufreinigung dokumentierenden Western Blot, wobei in

Bahn 2 eine Probe des gereinigten Enzyms und in Bahn 3 eine Probe des Kulturüberstandes

am zweiten Tag der Induktionsphase aufgetragen ist. Der verwendete polyklonale Antikörper

wurde in Kaninchen gegen die proMT1-MMP (Ala21-Ile318) hergestellt (Lichte, 1997) und

zeigte keinerlei Kreuzreaktivität gegen hefeeigene Enzyme (Ergebnisse hier nicht gezeigt). In

der Probe des Kulturüberstandes ist auch die Bande des nicht aktivierten Enzyms (57,4 kDa)

zu erkennen.

Abbildung 28: Bahn 1: LMW-Marker, Bahn 2:
gereinigte Probe der Ektodomäne, Bahn 3:
Kulturüberstand, Bahn 4: Durchlauf der
Affinitätschromatographie.

Abbildung 29: Bahn 1: LMW-
Marker, Bahn 2: gereinigte ∆∆∆∆MT1-
MMP, Bahn 3: Kulturüberstand.
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4.2.3 Kultivierungen im Bioreaktor (20 Liter Kulturvolumen)

Über den gesamten Verlauf der Fermentation wurden verschiedene Parameter des

Kulturverlaufes online bestimmt. Abbildung 30 zeigt die wichtigsten variablen Größen im

Verlauf der Kultivierung:

Über die Rührerdrehzahl (grün) wurde die Sauerstoffkonzentration (blau) geregelt. Sank die

Sauerstoffkonzentration unter 40 % (100 % = Sättigung), erhöhte sich automatisch die

Rührerdrehzahl. Die „Wachstumsphase“ war 16 Stunden nach dem Animpfen abgeschlossen

(CO2-Produktion sinkt). Bis zur 24sten Stunde verblieb die Kultur in einer steady state-Phase,

worauf die Induktion der Expression durch Methanolzugabe gestartet wurde. Die „Trübung“

(rot) der Kultur ist ein Maß für die relative Zelldichte. Anhand dieser Parameter wurde der

Kulturverlauf überwacht. Die Auswertung der Daten ermöglicht eine bessere Vorhersage für

Wachstumszeit und Induktionszeit für spätere Fermentationen.

Im Abstand von 6 Stunden wurden nach Beginn der Induktionsphase automatisch Proben

entnommen. Nach Abtrennung des Zellmaterials wurden die Proben mittels SDS-PAGE

untersucht (Abbildung 31).

Abbildung 30: Kultivierungsverlauf anhand ausgewählter Parameter.

"Trübung"
Rührerdrehzahl/RPMp(O )/%(Sättigung)

p(CO )/%(Sättigung)*100
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Der Gehalt an aktiver ∆MT1-MMP im Kulturmedium nimmt während der Expression

kontinuierlich zu (Abbildung 31, 47.5 kDa-Bande). Während hier kaum Abbauprodukte

sichtbar wurden, zeigte die SDS-PAGE-Expressionskontrolle der Schüttelkolbenkultur

(Abbildung 26) neben der zeitlichen Zunahme der ∆MT1-MMP auch die Akkumulation an

Proteolysefragmenten der ∆MT1-MMP.

Die active site-Titrationsanalyse der MT1-MMP-Konzentration im Kulturüberstand nach

24 h Expression ergab eine Konzentration von 3µg/ml und somit bei 20 L Kulturvolumen eine

Gesamtausbeute von ~60 mg an aktivem Enzym.

Nach der Ultrafiltration und der damit verbundenen Dialyse war in den verbleibenden 1,6 L

lediglich eine Konzentration von 4 µg/ml  und somit eine Ausbeute von 6,5 mg festzustellen.

4.3 Charakterisierung

4.3.1 Identifizierung des 47,5 kDa Expressionsproduktes durch N-terminale

Sequenzierung

Eine Probe des gereinigten Enzyms wurde elektrophoretisch aufgetrennt und durch

Elektroblotting auf eine PVDF-Membran übertragen. Die mit Coomassie angefärbten Banden

wurden ausgeschnitten und die ersten 8 Aminosäuren durch automatisierten Edman-Abbau

bestimmt.

Abbildung 31: Bahn 1: LMW-Marker, Bahn 2-7:
Proben des Kulturüberstandes nach 0, 6, 12, 18, 24 h.

H2N-Y112-A-I-Q-G-L-K-W119-

Abbildung 32: N-terminale Aminosäuresequenz des 47.5 kDa Expressionsproduktes.
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Der Vergleich der gefundenen Sequenz mit der Sequenz der humanen MT1-MMP ergab

100% Übereinstimmung. Damit wurde das gereinigte Expressionsprodukt eindeutig als

Ektodomäne der MT1-MMP mit „wild-type“ N-Terminus identifiziert.

4.3.2 Identifizierung des C-Terminus durch die MALDI-TOF Analyse

Zur Identifizierung des C-Terminus der rekombinant exprimierten ∆TM-MT1-MMP wurde

eine Probe der gereinigten Ektodomäne mit einer modifizierten Trypsin-Variante (Promega,

Mannheim) über Nacht bei 37°C hydrolysiert und die Probe anschließend zur Analyse

eingesetzt.

Das Spektrum enthielt eine Bande bei 2612,39 Da, die, unter Berücksichtigung einer

Verschiebung des Spektrums um +0,065%, aufgrund der Masse eindeutig dem Fragment

Ser500-Glu523 (Masse 2610,7 Da) zugeordnet werden konnte. Die Eichung des

Massenspektrometers erfolgte vor der Messung mit Peptiden bekannter Masse. Da sich die

“Flugdauer” im elektrischen Feld proportional zur Masse der Teilchen verhält, läßt sich eine

Eichgerade erstellen. Treten bei der Messung unbekannter Peptide dann geringe

Abweichungen in der Beschleunigungsspannung oder der Desorptionsfähigkeit der Probe,

bedingt duch deren Zusammensetzung auf, wird wie in diesem Falle eine leichte

Abbildung 33: MALDI-TOF Spektrum des 47.5 kDa Expressionsproduktes.
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Verschiebung des gesamten Spektrums beobachtet. Da die relative Abweichung für alle

potentiell zu erwartenden Peptide gleich ist, kann die Eichgerade auf die aktuelle Messung hin

korrigiert werden. Damit wurde bewiesen, daß die vollständige Ektodomäne Tyr112-Glu523 das

primäre Produkt der vorangegangenen Expression war.

4.3.3 Untersuchung der autolytischen Fragmentierung

Nach der affinitätschromatographischen Reinigung lag das Enzym neben geringen Mengen an

Autolysenprodukten in reiner Form vor. Um das autodegradative Verhalten näher zu

charakterisieren, wurden Proben in “nativem Tris-Puffer” bei 37°C inkubiert und durch SDS-

PAGE analysiert (Abbildung 34). Die neu entstandenen Fragmente konnten unter

Verwendung des automatisierten Edman-Abbaus N-terminal sequenziert und somit das

Fragmentierungsmuster identifiziert werden.

Folgende Tabelle faßt die Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierungen zusammen:

Tabelle 3: Übersicht der identifizierten MT1-MMP Fragmente.

Bande
Molekulargewicht der

analysierten Bande

N-terminale

Aminosäuresequenz

a ~32 kDa L282-Y-G-L-Q-V-T-...

b ~29 kDa P295-P-P-R-T-T-...

c ~27 kDa Y112-A-I-Q-G-L-...

d ~25 kDa Y112-A-I-Q-G-L-K-W-Q-...

Abbildung 34: Bahn 1: LMW-Marker, Bahn 2-6:
∆∆∆∆MT1-MMP (0, 1, 5, 15, 30, 60 min bei 37°C).
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Aus den Sequenzierungsdaten ergibt sich schematisch folgendes Fragmentierungsmuster:

Die autolytische Aktivität scheint also sehr spezifisch gegen exponierte Bereiche des

Übergangs zwischen katalytischer Domäne und Hinge-Region gerichtet zu sein. Sehr auffällig

ist die Prozessierung zwischen Pro294 und Pro295.

4.3.4 Vergleich der Substratspezifität katalytische Domäne – Ektodomäne

Um die Substratspezifität der katalytischen Domäne mit der der Ektodomäne zu vergleichen,

wurden verschiedene Substrate abgebaut und die Fragmentierungsmuster durch Auftrennung

mit SDS-PAGE verglichen. Die entstehenden Fragmente wurden zum Teil durch N-terminale

Sequenzierung charakterisiert und somit Schnittstellen identifiziert.

4.3.4.1 Proteolytischer Abbau von Fibrinogen

Der Einfluß von MMPs (und speziell der MT1-MMP) auf die Blutgerinnungskaskade ist

Gegenstand aktueller Forschung (Tschesche et al., 2000; Hiller et al., 2000). Da bisher nur die

katalytische Domäne der MT1-MMP für die in vitro-Proteolyse von Fibrinogen untersucht

wurde, sollte mit dieser Arbeit ein möglicher Unterschied zum proteolytischen Verhalten des

Gesamtenzyms analysiert werden.

Die folgende Abbildung zeigt das Fragmentierungsmuster von Fibrinogen durch

proteolytischen Abbau mit der katalytischen Domäne (links; Hiller et al., 2000) und mit der

Ektodomäne der MT1-MMP (rechts) in einer SDS-PAGE Analyse.

Abbildung 35: Schema der autolytischen Fragmentierung.

Katalytische Domäne Hämopexinähnliche DomäneHinge Region

Spaltstelle 2 (P -P )294 295

Spaltstelle 1 (Q -L )281 282
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Unter den reduzierenden Bedingungen, bedingt durch die Probenvorbereitung, ist die

Zusammensetzung des Fibrinogens aus drei verschiedenen Untereinheiten mit

Molekulargewichten von 67 kDa (α-Kette), 56 kDa (β-Kette) und 47 kDa (γ-Kette) deutlich

erkennbar (Bahnen 2).

Die entstandenen Fragmente wurden mittels Elektroblotting auf eine PVDF-Membran

transferiert und N-terminal durch Edman-Abbau sequenziert. Folgende Tabelle gibt die durch

N-terminale Sequenzierung identifizierten Fragmente der Spaltung von Fibrinogen durch die

Ektodomäne der MT1-MMP wieder:

Tabelle 4: Übersicht der identifizierten Fibrinogen-Fragmente.

Molekulargewicht der

analysierten Bande

N-terminale

Aminosäuresequenz

Untereinheit

~36 kDa A20-D-S-G-E-G-D-F-... α-Kette

~30 kDa A20-D-S-G-E-G-D-F-... α-Kette

~28 kDa A20-D-S-G-E-G-D-F-... α-Kette

~21 kDa I112-L-R-G-D-F-... α-Kette

~18 kDa F117-S-T-A-N-N-R-D-... α-Kette

~16 kDa A383-S-T-P-N-G-Y-D-... γ-Kette

~15 kDa A20-D-S-G-E-G-D-F-... α-Kette

~13 kDa M536-L-G-E-F-V-S-E-... α-Kette

Abbildung 36: Bahnen 1: LMW-Marker, Bahnen 2-9: Fibrinogenprobe mit cdMT1-
MMP (links) und Ektodomäne (rechts) der MT1-MMP bei 37°C für 0 min, 1 min,
5 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h und 3h inkubiert.
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Durch den proteolytischen Abbau von Fibrinogen durch die Ektodomäne der MT1-MMP und

anschließende Analyse der Fragmente konnten drei Spaltstellen in der α-Kette und eine in der

γ-Kette von Fibrinogen ermittelt werden. Die Spaltstelle D116-F117 in der α-Kette findet sich

auch bei Prozessierung des Fibrinogens durch die katalytische Domäne der MT1-MMP,

wobei das dabei entstandene Fragment nur eine Größe von 6 kDa aufweist (Hiller et al.,

2000). Die anderen drei in der α- und in der γ-Kette bestimmten Schnittstellen wurden bei der

homolog durchgeführten Spaltung nicht ermittelt. Die analysierten Fragmente der Größen 36,

30, 28 und 15 kDa zeigten 100%ige Übereinstimmung mit dem N-Terminus des

unprozessierten Fibrinogens.

Hiermit konnte gezeigt werden, daß die Ektodomäne der MT1-MMP (Tyr112-Glu523)

hinsichtlich der proteolytischen Degradation von Fibrinogen in vitro teilweise eine andere

Spezifität als die katalytische Domäne (Tyr112-Ile318) aufweist.

Abbildung 37: Schema der Fibrinogen-Fragmentierung.
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4.3.4.2 Proteolytischer Abbau des myelin basic protein

In bisher nicht veröffentlichten Vorarbeiten konnte Dr. M. Farr die proteolytische Aktivität

der katalytischen Domäne der MT1-MMP gegenüber dem myelin basic protein zeigen, wobei

keine Identifizierung der Fragmente vorgenommen wurde. Im Rahmen dieser Arbeit sollten

die proteolytischen Spezifitäten von katalytischer Domäne und Ektodomäne der MT1-MMP

gegenüber dem myelin basic protein verglichen werden.

Zu diesem Zweck wurden die Fragmentierungsmuster mittels SDS-PAGE analysiert und in

Abbildung 38 gegenübergestellt:

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Fibrinogenspaltung sind hier die Framentierungsmuster

des proteolytischen Abbaus durch beide MT1-MMP Formen gleich. Direkt nach Zugabe des

Enzyms zur Substratlösung tritt eine Vielzahl von Fragmenten auf (Bahnen 2 und 11),

während in der Kontrollinkubation des MBP bei 37°C keine Spaltprodukte zu ermitteln sind

(hier nicht gezeigt). Die N-terminalen Sequenzen der entstandenen Fragmente konnten bisher

nur zum Teil aufgeklärt werden, so daß der endgültige Beweis für die Übereinstimmung aller

Spaltstellen noch aussteht.

Abbildung 38: Bahnen 1: LMW-Marker, Bahnen 2-9
bzw. 11-17: MBP mit katalytischer (links) und
Ektodomäne (rechts) der MT1-MMP bei 37°C für 1 min,
5 min, 10 min, 30 min, 1h, 2h, und 3h inkubiert.
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Von folgenden zwei Fragmenten der Hydrolyse durch die Ektodomäne konnten die N-

Termini durch automatisierten Edman-Abbau bestimmt und somit die entsprechenden

Spaltestellen ermittelt werden:

Tabelle 5: Übersicht über die identifizierten MBP-Fragmente.

Molekulargewicht der

analysierten Bande

N-terminale

Aminosäuresequenz

6 kDa L110-S-L-S-X-F-...

4 kDa X26-H-G-F-L-X-X-H-...

Der Abbau des myelin basic protein konnte eindeutig belegt werden, wobei das identische

Fragmentierungsmuster homologe Spezifitäten der katalytischen Domäne und der

Ektodomäne der MT1-MMP gegenüber dem in vitro-Abbau des MBP nahelegt.

Der Beweis hierfür muß durch die eindeutige Identifizierung der N-Termini aller

entstandenen Fragmente noch erbracht werden.

4.3.4.3 Spaltung von Substanz P

Zum Vergleich der Substratspezifitäten der katalytischen Domäne und der Ektodomäne der

MT1-MMP gegenüber relativ kurzen Peptiden wurde die proteolytische Prozessierung der

Substanz P herangezogen.

Substanz P ist ein aus 11 Aminosäuren bestehendes Peptid, welches in den Zellkörpern der

Ganglienzellen der Hinterwurzel des Rückenmarks synthetisiert wird und als körpereigener

Überträgerstoff (Neurotransmitter) wirkt. Die Substanz P vermittelt unter anderem die

Weiterleitung eines Schmerzsignals von peripheren Nerven auf Nervenzellen des

Rückenmarks und besitzt außerdem eine Vielzahl von Funktionen einschließlich der Erregung

glatter Muskelzellen, der Reduktion des Blutdrucks und der Stimulation sekretorischer

Gewebe (Ferrante & VadeBoncouer, 1993).

Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met

 Abbildung 39: Aminosäuresequenz der Substanz P.
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Für die Katabolisierung der Substanz P durch die Ektodomäne der MT1-MMP wurden

entsprechend gleiche Bedingungen zu der bereits beschriebenen Spaltung durch die

katalytische Domäne eingehalten (Lichte, 1997). Der Reaktionsansatz wurde unter

Verwendung einer C18-RP-HPLC-Säule in die Bestandteile aufgetrennt, wobei folgendes

Chromatogramm erhalten wurde:

Das Eluat wurde fraktioniert gesammelt und die Fraktionen der beiden Peaks mit den

Retentionszeiten 26,8 min (A) und 30,0 min (B) lyophilisiert und durch automatisierten

Edman-Abbau analysiert. Tabelle 6 zeigt die N-Termini der gefundenen Fragmente:

Tabelle 6: Übersicht über die identifizierten Fragmente der Substanz P.

Fraktion N-Terminus

A Q5-Q-F-F-G-L-M

B R1-X-X-X-X-X...

Während in Fraktion B nur die erste Aminosäure des Peptids sicher identifiziert werden

konnte, wurde das Peptid der Fraktion A als C-terminales Heptapeptid der Substanz P

bestimmt. Bei dem Peptid der Fraktion B muß es sich um das Edukt handeln, da Arg1 das

einzige Arginin der Sequenz darstellt, während mit dem in Fraktion A identifizierten

Fragment eindeutig ein Spaltprodukt der Substanz P gefunden wurde. Die Spaltstelle Pro4-

Gln5 stimmt mit der von der katalytischen Domäne erkannten Spaltstelle überein, womit

eindeutig die gleiche Spezifität der beiden MT1-MMP Varianten bei dem in vitro-Abbau von

Substanz P nachgewiesen wurde.

Abbildung 40: Schematisches HPLC-Chromatogramm des
Spaltansatzes Substanz P/∆∆∆∆MT1-MMP.
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4.3.4.4 Abbau von Gelatin, β-Casein und den Kollagenen I, III, VI und VII im

Zymogramm

Der Abbau von Gelatin, β-Casein und den Kollagenen I, III, VI und VII durch die beiden

Varianten der MT1-MMP wurde in Substratgelen untersucht. Dazu wurden die

entsprechenden Substrate in einer Konzentration von 1 mg/ml in das Acrylamidgel

einpolymerisiert und äquivalente Mengen der beiden Enzymformen per SDS-PAGE im Gel

aufgetrennt. Die Enzyme konnten die in das Gel einpolymerisierten Substratmoleküle

während einer 24-stündigen Inkubation in nativem TRIS-Puffer bei 37°C proteolytisch

abbauen. Die Enzym-haltigen Bereiche des Gels zeichnen sich nach einer anschließenden

Coomassie-Färbung durch helle Bereiche aus. Das Maß der Entfärbung gibt Aufschluß über

die enzymatische Aktivität in diesem Bereich.

Im folgenden Gelatin-Substratgel werden die Aktivitäten der Katalytischen Domäne und der

Ektodomäne der MT1-MMP gegenübergestellt:

Es wurden je 5 pmol der katalytischen Domäne (links) und der Ektodomäne (rechts) auf das

Gel aufgetragen. Die „Intensität“ der Haupt-Banden ist nahezu gleich, was auf eine nahezu

gleiche Aktivität der verwendeten Enzymformen hindeutet. Der quantitative Vergleich der

beiden Formen hinsichtlich der Degradation von Gelatin wurde in einem anderen Assay

erbracht (4.3.5.2).

Unterhalb der 47,5 kDa-Bande der Ektodomäne in Abbildung 41 ist im Bereich der Masse der

katalytischen Domäne der Abbau des Substrates erkennbar. Diese Tatsache und der Umstand,

daß selbst in frisch aufgearbeiteten Enzymproben der Ektodomäne bereits Abbauprodukte

Abbildung 41: Gelatin-Zymogramm, links:
cdMT1-MMP, rechts Ektodomäne.

47,5 kDa

22,5 kDa
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auftauchen, läßt darauf schließen, daß mindestens ein Abbauprodukt proteolytische Aktivität

besitzt und daher einen proteolytisch aktiven Teil der katalytischen Domäne enthalten muß.

Bei allen in Zymogrammen untersuchten Substraten wurde nahezu gleiche Aktivität der

beiden Formen der MT1-MMP beobachtet (Daten ähnlich Abbildung 41; hier nicht gezeigt).

4.3.5 Vergleich der kinetischen Parameter katalytische Domäne-Ektodomäne

Die kinetischen Parameter der katalytischen Domäne und der Ektodomäne wurden durch

fluoreszenzkinetische Messungen unter Verwendung des fluorogenen MMP-Substrates MCA-

Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Darg-NH2 und Abbau von Gelatin und anschließende

Fluoreszenzmarkierung der entstandenen N-Termini bestimmt. Die Auswertung der Daten

erfolgte unter Einsatz der Lineweaver-Burk-Methode, wobei die kcat/KM-Werte der

verschiedenen MT1-MMP-Formen bestimmt wurden.

4.3.5.1 Fluoreszenzkinetische Messung mit dem MCA-Peptid

Das fluorogene Peptid MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH2 wird von MMPs spezifisch

zwischen der Gly-Leu-Bindung gespalten und ermöglicht daher eine unkomplizierte

kinetische Messung. Für den Vergleich der kinetischen Parameter (kcat/Km) der katalytischen

Domäne und der Ektodomäne hinsichtlich des synthetischen Substrates wurden die

Anfangsgeschwindigkeiten (v) der Substratspaltung in nativem Tris-Puffer bei 25°C und

verschiedenen Substratkonzentrationen ermittelt. Die Bestimmung wurde durch die

doppeltreziproke Auftragung von 1/v gegen 1/[S] im Diagramm nach Lineweaver-Burk

vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Messungen zeigten nahezu die doppelte Aktivität der

katalytischen Domäne mit 1,38.105 M-1s-1 gegenüber der Ektodomäne mit 0,72.105 M-1s-1 in

Bezug auf das synthetische Substrat.

Damit wurde einerseits der sehr hohe Grenzwert kcat/KM-Wert (cdMT1-MMP) früherer

Messungen (8,27.108 M-1s-1; Lichte, 1997), der in den Bereich diffusionskontrollierter

Enzyme hereinreicht, revidiert. Andererseits zeigen die Messungen den deutlichen

Unterschied der beiden Varianten bezüglich der Umsatzgeschwindigkeit relativ kleiner

Substratmoleküle.
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Die enzymatische Spaltung des Murphy-Substrates wurde auch mit dem Gesamtenzym auf

lebenden Zellen untersucht. Dazu wurde eine von C. Mauch zur Verfügung gestellte, stabil

transfizierte HEK 293 Zellinie verwendet. Nach Bestimmung der Zahl von aktiven MT1-

MMP-Molekülen pro Zelle (6,3 . 105 MT1-MMP/Zelle) durch active site-Titration erfolgte die

Messung durch Überschichten der adhärenten Zellen mit substrathaltigem nativen TRIS-

Puffer verschiedener Konzentrationen im Bereich von 5-15 mM MCA-Peptid. Diese

Messungen ergaben einen kcat/KM-Wert von 2,9.103 M-1s-1 für die Aktivität der MT1-MMP

auf der Zelloberfläche.

Mit diesen Messungen konnte eine kinetische Konstante für das Gesamtenzym in seiner

“nativen Umgebung” (auf der Zellmembran) ermittelt werden. Die vorher für die Fragmente

bestimmten Konstanten sind nur unter Vorbehalt mit dem kcat/KM-Wert für das Gesamtenzym

auf menschlichen Zellen zu vergleichen, da Unterschiede im Meßprotokoll aufgrund der

Sensibilität der Zellen nicht zu umgehen waren.

Folgende Tabelle faßt die ermittelten kinetischen Parameter für die katalytische Domäne, die

Ektodomäne und das Gesamtenzym der MT1-MMP zusammen:

Tabelle 7: Kinetische Parameter der MT1-MMP Varianten.

kinetische Größe katalytische Domäne Ektodomäne Gesamtenzym (auf Zelle)

kcat 7,27.10-1 s-1 6.59.10-1 s-1 4.80.10-3 s-1

KM 5.27 µM 9.12 µM 1.65 µM

kcat/KM 138.103 M-1s-1 72.2.103 M-1s-1 2.91.103 M-1s-1

4.3.5.2 Fluoreszenzkinetische Messungen mit Gelatin als Substrat

Für den Abbau eines natürlichen Substrates ist die Angabe kinetischer Daten aus

verschiedenen Gründen erschwert. Bei der Verwendung synthetischer, fluorogener

Oligipeptide entspricht die Zahl der für das Enzym verfügbaren Spaltstellen im allgemeinen

der Zahl der Substratmoleküle in Lösung, was bei natürlichen Substraten häufig nicht der Fall

ist. Außerdem ist die Ermittlung der pro Zeiteinheit hydrolysierter Peptidbindungen nicht

direkt zu messen, wie es bei Verwendung fluorogener Peptide der Fall ist.

Um trotzdem eine Aussage über das kinetische Verhalten der katalytischen Domäne und der

Ektodomäne gegenüber einem hochmolekularem Substrat machen zu können, wurden

Gelatinproben verschiedener Konzentration hydrolysiert. Dabei nimmt die Zahl der N-

Termini durch die Entstehung kleinerer Fragmente zu. Die N-Termini können mit
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Fluorescamin, einem fluorogenem Farbstoff, gekoppelt und damit quantifiziert werden. Durch

diesen Assay ist die Bestimmung der Bildung von  gespaltenem Substrat pro Zeiteinheit, nicht

aber eine Aussage über die vorhandenen potentiellen Spaltstellen, möglich.

Um einen relativen Vergleich der beiden kcat/KM-Werte zu ermöglichen, wurde nicht die Zahl

potentieller Spaltstellen, sondern die Zahl der Gelatinmoleküle als Substratkonzentration

angenommen. Als “relative” kcat/KM-Werte (kcat/KM
rel) wurden auf diese Weise für die

katalytische Domäne 40,4 M-1s-1 und für die Ektodomäne der MT1-MMP 43,1 M-1s-1

ermittelt. Gegenüber hochmolekularen Substraten wie Gelatin wurde also nahezu die gleiche

Aktivität ermittelt.

4.3.6 Inhibierung der MT1-MMP-Varianten durch natürliche und synthetische

Inhibitoren

Sowohl die inhibitorische Domäne des humanen TIMP-4 (idTIMP-4) als auch boviner

TIMP-2 wurden in Zusammenarbeit mit Dr. B. Stratmann hinsichtlich ihrer inhibitorischen

Wirkung auf die Ektodomäne der MT1-MMP untersucht. In Zusammenarbeit mit Dr. J.

Schröder wurden die Hemmeigenschaften einer neuen Klasse von Thiadiazin-Derivaten gegen

MMPs getestet. In allen Hemmstudien wurden die katalytische Domäne und die Ektodomäne

parallel getestet.

MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-DArg-NH2

...-Gly-XXX-Pro-Gly-XXX-XXX-Hyp-Pro-Gly-XXX-Hyp-Gly-XXX-Pro-Gly-...

Abbildung 42: MMP-Spaltstellen in Substraten: Das Murphy-Substrat besitzt
nur eine Spaltstelle (oben), Gelatin besitzt viele Spaltstellen (unten).
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4.3.6.1 Hemmung durch TIMPs

Kinetische Analysen erlauben genaue Aussagen über die Komplexbildung zwischen TIMPs

und Matrixinen. Es wurden sowohl die Katalytische Domäne als auch die Ektodomäne mit

verschiedenen Konzentrationen an TIMP-2 und idTIMP-4 inkubiert und die Restaktivität

mittels Fluoreszenzkinetik-Analyse bestimmt. Aus den gemessenen IC50-Werten konnten

durch folgende Formel die Ki-Werte berechnet werden:

Die Enzymkonzentrationen ([Et]) konnten durch active site-Titration mit Batimastat (British

Biotech, Oxford) ermittelt werden. Abbildung 43 zeigt die Hemmkurve für die Ektodomäne

durch TIMP-2:

Zusammenfassend sind alle ermittelten Hemmparameter in Tabelle 8 dargestellt:

Tabelle 8: Übersicht über die bestimmten Hemmparameter.

TIMP-2 idTIMP4
[E]/nM [S]/µM KM-Wert/µM IC50/nM Ki/nM IC50/nM Ki/nM

katalytische D. 1.2 4 5.3 30,4 17,0 19.7 10.9

Ektodomäne 3.4 4 9.1 19,2 12,16 35.2 23.2

Abbildung 43: Hemmkurve für die Ektodomäne durch TIMP-2.
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Beide Formen der MT1-MMP werden im nanomolaren Bereich durch TIMP-2 und die

inhibitorische Domäne des TIMP-4 gehemmt. Während TIMP-2 die Ektodomäne stärker als

die katalytische Domäne hemmt, wurde für die Hemmung durch idTIMP-4 eine effektivere

Hemmung der katalytischen Domäne gefunden.

4.3.6.2 Hemmung durch synthetische Inhibitoren

Auf der Basis der in Abbildung 44 gezeigten Grundstruktur eines Thiadiazins synthetisierte

Dr. J. Schröder ca. 40 Derivate, deren inhibitorische Wirkung gegenüber acht verschiedenen

MMPs getestet wurde (Schröder et al., 2001):

Die meisten Inhibitoren zeigten gegen die getesteten MMPs Ki-Werte im „nanomolaren

Bereich“ (100-800 nM). Im allgemeinen wurden die katalytische und die Ektodomäne der

MT1-MMP gleich stark von den Vertretern dieser Substanzklasse gehemmt. Eine Ausnahme

ist die Verbindung (2R)-N-[5-(4-Chlorphenyl)-6H-1,3,4-thiadiazin-2-yl]-2-

[(phenylsulfonyl)amino]propanamid (Tabelle 9: C). Der Ki-Wert dieser Substanz für die

Hemmung der katalytischen Domäne wurde auf 50 nM bestimmt, während die Ektodomäne

mit einem Ki-Wert von 210 nM um den Faktor vier schlechter inhibiert wurde. In Tabelle 9

sind die Ki-Werte von 9 Thiadiazin-Derivaten für beide MT1-MMP-Varianten dargestellt.

Abbildung 44: Grundstruktur der Thiadiazin-Inhibitoren.

S

NN
N
H

N
H

S
O

O

R1 R2

O

R3



Ergebnisse                                                                                                                                   69

Tabelle 9: Übersicht über die ermittelten Hemmparameter.

R1, R2, R3 Ki (katalytische Domäne)/µM Ki (Ektodomäne)/µM

A CH3, H, F 0,39 0,33

B H, CH3, Cl 0,10 0,21

C CH3, H, Cl 0,05 0,21

D CH3, H, Br 0,20 0,18

E H, CH3, CN 0,24 0,40

F CH3, H, CN 0,24 0,40

G CH3, H, CH3 0,29 0,15

H (CH3)2CH, H, Cl 0,59 0,33

I CH3, CH3, Cl 0,15 0,11

Interessant sind in diesem Zusammenhang vor allem die Unterschiede in der Hemmbarkeit

der MMPs untereinander. Mit dem zunehmenden Wissen über die Funktion und Regulation

der einzelnen Matrixine wurde deutlich, daß pharmazeutisch einsetzbare Inhibitoren keine

Breitbandwirkung haben dürfen, sondern spezifisch gegen einzelne MMPs einsetzbar sein

müssen. Ein wichtiger Vertreter dieser Stoffklasse ist z.B. (2R)-N-[5-(4-Chlorphenyl)-6H-

1,3,4-thiadiazin-2-yl]-3-methyl-2-[(phenylsulfonyl)amino]butanamid (Tabelle 9: H). Durch

diese Verbindung werden MMP-1, MMP-2, MMP-12 und die MT1-MMP im Bereich Ki =

300 bis 800 nM gehemmt, während MMP-9 und MMP-13 keine Hemmwirkung im gewählten

Konzentrationsbereich zeigten (Ki >15µM); (Schröder et al., 2001).

4.3.7 Regulation der Aktivität über die Calcium-Konzentration

Der Einbau von Calcium-Ionen in die Proteinstruktur von MMPs ist für die Stabilisierung der

Konformation essentiell. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die MT1-

MMP (sowohl die katalytische Domäne als auch die Ektodomäne) reversibel zwischen

völliger Inaktivität und Aktivität durch Variation der Calcium-Konzentration „geschaltet“

werden kann. Die Aktivität des Gesamtenzyms (auf HEK-293 Zellen) war ebenfalls, jedoch in

geringerem Ausmaß als die der löslichen Varianten, von der Variation der Calcium-

Konzentration abhängig.
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4.3.7.1 Abhängigkeit der proteolytischen Aktivität von der Calcium-Konzentration

Die Aktivitäten der katalytischen Domäne und der Ektodomäne wurden in Tris-gepufferten

Lösungen mit Calcium-Konzentrationen zwischen 0 und 100 mM durch den proteolytischen

Abbau eines fluorogenen Substrates bestimmt. Die Aktivität des Gesamtenzyms auf

adhärenten HEK-293 Zellen konnte in einem Konzentrationsbereich von 1 µM – 100 mM

Calcium in nativem Tris-Puffer gemessen werden. Es erfolgten keine Messungen bei

niedrigeren Konzentrationen, da bei Ca2+-Konzentrationen von <1µM eine Ablösung der

Zellen von der Oberfläche zu beobachten war. In folgendem Diagramm sind die Aktivitäten

der drei MT1-MMP-Formen gegen die Calcium-Konzentration aufgetragen.

Abbildung 45 zeigt, daß die katalytische Domäne und das Gesamtenzym ein Maximum ihrer

proteolytischen Aktivität bei 1-2 mM Ca2+ aufweisen. Das Aktivitätsmaximum der

Ektodomäne ist mit 0,5-1 mM geringfügig zu niedrigeren Konzentrationen hin verschoben.

Während die katalytische Domäne bei sehr geringen Ca2+-Konzentrationen (10 nM) völlig

inaktiviert ist, geht die Aktivität der Ektodomäne nicht auf Null zurück. Ein vergleichbares

Verhalten zeigte sich auch bei sehr hohen Calcium-Konzentrationen. Bei einer Calcium-

Konzentration von 100 mM geht die relative Aktivität der katalytischen Domäne auf Werte

unter 20% zurück, während die Ektodomäne eine relative Aktivität von knapp 40% behält.

Die Aktivität des Gesamtenzyms auf HEK293-Zellen wird von der Calcium-Konzentration

weniger stark beeinflußt. Die Verringerung der Konzentration auf 1 µM Ca2+ in Lösung läßt

Abbildung 45: Abhängigkeit der Aktivität der verschiedenen MT1-MMP-
Varianten von der Calcium-Konzentration.
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die Aktivität auf 80% des Maximalwertes zurückgehen, während bei der Erhöhung auf

100 mM ein Rückgang der relativen Aktivität des Gesamtenzyms auf 63% gemessen wurde.

4.3.7.2 Reversible Aktivierung und Deaktivierung der MT1-MMP

Eine Probe der katalytischen Domäne der MT1-MMP wurde abwechselnd für drei Stunden

bei 4°C gegen Calcium-freien Tris-Puffer und einen Tris-Puffer mit einer Calcium-

Konzentration von 1 mM dialysiert. Die Aktivität der Probe wurde nach jeder Dialyse durch

fluoreszenzkinetische Analyse ermittelt und in Abbildung 46 gegen die Calcium-

Konzentration in einem Balkendiagramm aufgetragen.

Es konnte gezeigt werden, daß der Entzug von Calcium durch Dialyse eine nahezu

vollständige Deaktivierung des Enzyms bewirkte, wobei die Aktivität durch eine zweite

Dialyse gegen einen Calcium-haltigen Puffer fast vollständig wiederhergestellt werden

konnte. Die Reversibilität der Aktivierung und Deaktivierung wurde hier nur für sieben

Schritte gezeigt, da ein erheblicher Verlust an Enzym aufgrund von Autolyse, bedingt durch

die langen Inkubationszeiten, unvermeidbar war (siehe Kapitel 4.3.3: Autolyse).

Um die langen Inkubationszeiten zu umgehen, wurde versucht, das Calcium durch Fällung als

Oxalatsalz aus der Lösung zu entfernen. Dazu wurden entsprechend der Calcium-

Konzentration äquivalente Mengen an Natriumoxalat zugegeben, der Niederschlag nach 5

Minuten Inkubation auf Eis durch Zentrifugation entfernt und die Restaktivität des

Überstandes durch eine fluoreszenzkinetische Messung bestimmt. Nach der ersten Fällung

Abbildung 46: Reversible Aktivierung und Deaktivierung der MT1-MMP durch
Dialyse.
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wurde tatsächlich ein Rückgang der Aktivität um 90 % beobachtet, jedoch konnte durch

Zugabe von Calcium nur eine Reaktivierung von 40 % erreicht werden (Daten hier nicht

gezeigt).

In einem weiteren Assay wurde versucht, das gelöste Calcium durch Citrat zu maskieren.

Dazu wurden abwechselnd die Konzentrationen von Calcium und Citrat um 1 mM erhöht. In

Abbildung 47 sind die gemessenen relativen Aktivitäten gegen die Konzentrationen an

Calcium und Citrat in Lösung aufgetragen.

Es war möglich, die Aktivität des Enzyms durch die Maskierung des gelösten Calciums

teilweise zu hemmen und reversibel durch Zugabe von Calcium wiederherzustellen. Dieser

Effekt konnte reversibel bis zu acht Mal wiederholt werden.

Deutlicher konnte dieser Effekt durch die Verwendung von Doxycyclin gezeigt werden

Abbildung 47: Reversible Aktivierung und Deaktivierung durch Citrat.

Abbildung 48:Reversible Aktivierung und Deaktivierung durch Doxycyclin.
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(Abbildung 48). Dabei wurde abwechselnd die Konzentration von Calcium um 1 mM und die

von Doxycyclin um 0,1 mM erhöht. Die Reversibilität konnte mit diesem Assay über vier

Schritte gezeigt werden.
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5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Die Umstrukturierung von Geweben ist essentiell für physiologische Prozesse, wie z.B. das

Wachstum (Shi et al., 1996) oder die Wundheilung (Parks et al., 1998) und unterliegt daher

einer strengen Regulation (Vincenti, 2001). Viele pathologische Vorgänge, wie z.B. die

rheumatoide Arthritis (Jackson et al., 2001), das Tumorwachstum (Luca et al., 1997) oder die

Metastasierung (Miyamori et al., 2000) zeichnen sich durch eine Fehlregulation der Matrix

Metalloproteinase-Aktivität aus und gehen mit exzessivem Abbau von Gewebe einher. Die

membranständigen Matrix Metalloproteinasen scheinen unter anderem die Hauptmediatoren

der Aktivierung anderer MMPs zu sein und stehen somit am Anfang proteolytischer

Aktivierungskaskaden, die letztendlich das physiologische oder pathologische Bild der

molekularen Vorgänge prägen (Woessner & Nagase, 2000).

In vorausgegangenen Arbeiten (Roderfeld, 1998) wurden verschiedene Varianten der

Ektodomäne der MT1-MMP erfolgreich in E. coli kloniert, exprimiert und gereinigt. Es

wurde jedoch kein korrekt gefaltetes Protein erhalten, so daß eine Charakterisierung nicht

möglich war.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung und rekombinante Expression der

Ektodomäne der membranständigen Matrix Metalloproteinase-1 (Ala21-Glu523) in Pichia

pastoris. Anschließend sollte die in vitro-Charakterisierung der ∆MT1-MMP im Vergleich

mit der cdMT1-MMP hinsichtlich Substratspezifität, Kinetik und Hemmung durch TIMPs

und synthetische Inhibitoren erfolgen.

5.1 Klonierung

Zu Beginn dieser Arbeit stand das vollständige, für die wild-type-MT1-MMP codierende Gen

(Lichte, 1997), welches ursprünglich durch Reverse Transkription aus einer

Chondrosarcomzellinie gewonnen wurde (Büttner et al., 1997), zur Verfügung. Die cDNA der

MT1-MMP lag im pCRTMII-Vektor vor (Lichte, 1997) und wurde erfolgreich als Templat zur

Amplifikation der für die Ektodomäne der MT1-MMP codierenden cDNA mittels PCR

eingesetzt. Nach der erfolgreichen Subklonierung in E. coli konnte die cDNA der

Ektodomäne in den für die Produktion in P. pastoris geeigneten Expressionsvektor pPICZαA

kloniert werden. Der Vektor pPICZα bietet durch das Zeocin-Resistenz-Gen sowohl für die

Subklonierung in E. coli als auch für die P. pastoris Transformanden eine effektive

Selektionsmöglichkeit. Durch PCR konnte die erfolgreiche Transformation der Pichia
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pastoris-Stämme GS115, KM71 und X-33 (Invitrogen, Groningen) mit dem Konstrukt

pPICZαA-(Ala21-Glu523)-MT1-MMP nachgewiesen werden.

5.2 Expression und Reinigung

5.2.1 Expression

Das Pichia pastoris-Expressionssystem wurde aus mehreren Gründen für die Produktion der

Ektodomäne der MT1-MMP gewählt. Die relativ einfach zu kultivierenden eukaryontischen

Zellen garantieren die korrekte Faltung des rekombinanten Proteins. Im Gegensatz zu der

Produktion in E. coli werden dadurch die Kosten und die Zeit der in vitro-Proteinfaltung

erspart. Durch Ausnutzung des α-Präpropeptids aus S. cerevisiae wurde das exprimierte

Protein von den Zellen sekretiert. Die Ausschleusung des rekombinanten Enzyms in das

Kulturmedium erleichterte die nachfolgende Aufarbeitung und Reinigung des Proteins.

Die Expression der Ektodomäne (Ala21-Glu523) wurde in allen transformierten Stämmen (X33,

KM71 und GS115) nachgewiesen. Hierbei wurde schon deutlich, daß hauptsächlich aktivierte

MT1-MMP (Tyr112-Glu523; ∆MT1-MMP) als 47,5 kDa Expressionsprodukt in das Medium

sezerniert wird. Offensichtlich wird im Golgi-Apparat von P. pastoris nicht nur die 85

Aminosäuren lange a-Präprosequenz (Brake et al., 1984), sondern auch das Propeptid der

MT1-MMP (Ala21-Arg111) durch Subtilisin-ähnliche Proteasen der Proprotein-Convertase-

Familie abgespalten (Yana & Weiss, 2000).

Durch colony Blot und anschließende Expressionsanalysen wurde ein sehr effizienter Klon

des Stammes KM71 für nachfolgende Expressionen ausgewählt. Der ausgewählte Klon

KM71/36 zeichnete sich durch starke Produktion des rekombinanten Enzyms aus, wobei das

Expressionsmaximum für die Konzentration der ∆MT1-MMP im Kulturüberstand am zweiten

Tag der Induktionsphase erreicht wurde. Die nach dem zweiten Tag der Induktionsphase

beobachtete Abnahme der Konzentration an aktiver Ektodomäne ist vermutlich auf

autolytischen Abbau zurückzuführen (Abbildung 26, Banden der Abbauprodukte nehmen ab

Tag 2 der Induktionsphase an Intensität zu.). Im Kulturüberstand wurden am zweiten Tag

hohe Enzymkonzentrationen von 25 mg/L MT1-MMP in fluoreszenzkinetischen Messungen

mit dem MCA-Peptid festgestellt. Dieser Wert beschreibt allerdings die Anzahl aktiver

Zentren und nicht nur die Konzentration an ∆MT1-MMP. Die Aktivität der Zerfallsprodukte,

von denen mindestens eins einen aktiven Teil der katalytischen Domäne beinhaltet, trägt

ebenfalls zum gemessenen Wert bei (Abbildung 41; Zymogramm). Die Tendenz zur
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Autodegradation verminderte somit schon während der Expression und besonders auch in der

nachfolgenden Aufarbeitung die Ausbeute an ∆MT1-MMP.

5.2.2 Fermentation

Zur Produktion der Ektodomäne in größerem Maßstab wurde eine neue Kultivierungsmethode

im 30 L Fermenter und eine neue Aufarbeitungsstrategie etabliert.

Die variablen Fermentationsparameter zeigen den raschen Wachtumsverlauf und die, bis zur

Stunde 40 kontinuierlich verlaufende Expression (Abbildung 30). Im Gegensatz zur

Schüttelkolbenkultur wurde im Verlauf der Expression nur die Zunahme der 47,5 kDa großen

∆MT1-MMP und nicht die parallel verlaufende Akkumulation der Fragmente beobachtet.

Damit wurde eine “lineare” Maßstabsvergrößerung in Bezug auf die Expressionsrate erzielt.

Außerdem ist der primär anfallende Kulturüberstand in wesentlich geringerem Maße durch

Fragmente der MT1-MMP verunreinigt.

Der Ausbeuteverlust durch die Ultrafiltration ist vermutlich auf die hohen Temperaturen im

Inneren der Querstromfiltrationsanlage zurückzuführen.

5.2.3 Reinigung

Die speziell für die Reinigung der MT1-MMP modifizierte Affinitätschomatographie nach

Moore & Spilberg (Moore & Spilberg, 1986) erwies sich als effiziente Methode, kleine

Mengen aktiver ∆MT1-MMP mit hoher Reinheit aufzuarbeiten (Roderfeld et al., 2000). Die

so aufgearbeiteten Proteinmassen beliefen sich pro Charge auf ca. 200-500 µg und reichten

für eine eingehende Charakterisierung des Enzyms aus. Obwohl die Kapazität der

verwendeten Affinitätssäulen die Menge der jeweils gereinigten Chargen um ein Vielfaches

übertraf, wurde ein Großteil des Enzyms nicht gebunden und erschien daher im Durchlauf

(Abbildung 28). Außerdem wurde festgestellt, daß die Qualität der verwendeten

Affinitätssäulen nachließ. Nach drei bis vier Aufarbeitungen konnte auch nach Regeneration

meist keine Bindung des Enzyms an das Material mehr nachgewiesen werden. Diese

Beobachtung wurde bei der Aufarbeitung der rekombinant in E. coli produzierten

katalytischen Domäne nicht gemacht. Möglicherweise wird die an das Säulenmaterial

gekoppelte Hydroxamsäuregruppe durch P. pastoris-eigene Enzyme desaminiert, so daß eine

Bindung des Enzyms nicht mehr stattfindet. Die Produktion größerer, für die Kristallisation

und anschließende Röntgenstrukturanalyse nötige Mengen der homogenen aktiven ∆MT1-
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MMP war mit dieser Methode nicht möglich. Das Einfrieren und Auftauen einer Probe, sowie

die Lyophilisierung oder Lagerung über einen längeren Zeitraum war immer mit der

Degradation eines Teils des Enzyms verbunden.

5.3 Charakterisierung

Die Charakterisierung der Ektodomäne der MT1-MMP wurde in Anlehnung an bekannte

Eigenschaften der katalytischen Domäne oder parallel mit der cdMT1-MMP durchgeführt

(Lichte, 1997). Außerdem wurden Essays bezüglich der Calcium-Abhängigkeit der Aktivität

parallel auch mit dem Gesamtenzym auf HEK-293 Zellen durchgeführt.

5.3.1 Immunologischer Nachweis

Mit einem in Kaninchen hergestelltem polyklonalen Antikörper gegen die Pro- und

katalytische Domäne (Ala21-Ile318) wurde der immunologische Nachweis erbracht, daß die

Ektodomäne erfolgreich exprimiert wurde (Abbildung 29); (Lichte, 1997). In der Western-

Blot-Analyse des Kulturüberstandes konnten neben der gesamten Ektodomäne (Ala21-Glu523),

die aktive Ektodomäne (Tyr112-Glu523) und auch Autolyseprodukte nachgewiesen werden. Die

Tatsache, daß nicht-aktivierte Ektodomäne im Kulturüberstand zu finden war, könnte eine

teilweise Fehlfaltung des Enzyms oder eine Überlastung des posttranslationalen

Modifikationsmechanismus durch die Überexpression des rekombinanten Enzyms als

Ursache haben.

5.3.2 N-terminale Sequenzierung und MALDI-TOF

Die eindeutige Identifizierung des Expressionsproduktes als ∆MT1-MMP mit dem N-

Terminus des wild-type-Enzyms wurde mit der N-terminalen Sequenzierung durch

automatisierten Edman-Abbau erbracht. Der Beweis für die Expression der vollständigen

∆MT1-MMP (Tyr112-Glu523) wurde durch eine MALDI-TOF Analyse geliefert.

5.3.3 Autolytische Fragmentierung

 Die Untersuchung des autolytischen Fragmentierungsmusters der ∆MT1-MMP ergab die

Identifizierung zweier Spaltstellen. Beide Spaltstellen liegen im Bereich der
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Verbindungsstelle zwischen katalytischer Domäne und Hinge-Region. Während die erste

Schnittstelle Gln281-Leu282 am Ende einer α-Helix schon relativ exponiert liegt, befindet sich

die Zweite Stelle Pro294-Pro295 sehr exponiert in der Hinge-Region, dem Verbindungsloop

zwischen katalytischer und Hämopexin-ähnlicher Domäne. Da unter anderem 25-30 kDa

große lösliche Formen der MT1-MMP in Zellkulturüberständen durch Immunoassays

gefunden aber nicht näher charakterisiert wurden (Li et al., 1998), ist es wahrscheinlich, daß

es sich hierbei um Autolyseprodukte der hier beschriebenen Art handelt.

Die Spaltung einer Gln-Leu-Bindung wurde schon durch die Untersuchung möglicher

Substratsequenzen unter Verwendung einer Peptidbibliothek gefunden (Ohkubo et al., 1999),

während die Spaltung einer Pro-Pro-Bindung bisher in der Literatur noch nicht beschrieben

wurde.

5.3.4 Fibrinogen-Proteolyse

In Vorarbeiten wurde die in vitro-Proteolyse von Fibrinogen durch die katalytische Domäne

der MT1-MMP untersucht, wobei Spaltstellen durch N-terminale Sequenzierung einiger

Fragmente identifiziert werden konnten (Tschesche et al., 2000; Hiller et al., 2000). Zum

Vergleich des Verhaltens der katalytischen und der Ektodomäne wurde im Rahmen dieser

Arbeit der proteolytische Fibrinogen-Abbau unter gleichen Bedingungen mit der Ektodomäne

durchgeführt. Schon die durch SDS-PAGE analysierten Fragmentierungsmuster zeigten

keinerlei Übereinstimmung. Durch N-terminale Sequenzanalyse der Fragmente konnten drei

Spaltstellen in der α-Kette und eine in der γ-Kette von Fibrinogen ermittelt werden. Die

Spaltstelle D116-F117 in der α-Kette findet sich auch bei der Prozessierung des Fibrinogens

durch die katalytische Domäne der MT1-MMP, wobei das dabei entstandene Fragment nur

eine Größe von 6 kDa aufweist (Hiller et al., 2000). Die anderen drei durch Spaltung mit der

cdMT1-MMP in der α- und in der γ-Kette bestimmten Schnittstellen wurden bei der in

gleicher Weise durchgeführten Spaltung nicht ermittelt (Hiller et al., 2000). Die analysierten

Fragmente der Größen 36, 30, 28 und 15 kDa zeigten 100%ige Homologie zum N-Terminus

von unprozessiertem Fibrinogen und führten daher nicht zur Identifizierung von

Schnittstellen.

Mit diesem Vergleich konnte gezeigt werden, daß die Ektodomäne der MT1-MMP (Tyr112-

Glu523) hinsichtlich der proteolytischen Degradation von Fibrinogen in vitro eine andere

Spezifität aufweist als die katalytische Domäne (Tyr112-Ile318). Die Ergebnisse bestärken die
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Vermutung, daß die Hämopexin-ähnliche Domäne für die Spezifität der proteolytischen

Eigenschaften einer MMP essentiell ist.

5.3.5 MBP-Proteolyse

Aufbauend auf den Ergebnissen von Dr. M. Farr wurde die proteolytische in vitro

Degradation des myelin basic protein (MBP) durch die katalytische Domäne und die

Ektodomäne der MT1-MMP untersucht. Das durch SDS-PAGE analysierte

Fragmentierungsmuster des MBP war für beide Formen der MT1-MMP identisch. Da aber bis

jetzt nur zwei Spaltstellen der Degradation durch die Ektodomäne identifiziert werden

konnten, steht der endgültige Beweis der identischen in vitro-Spezifität der beiden Varianten

gegenüber dem MBP noch aus. Die Ergebnisse liefern einen deutlichen Hinweis auf eine

mögliche Beteiligung der MT1-MMP an pathologischen Vorgängen, die mit der

Demyelinisierung von Neuronen einhergehen.

5.3.6 Spaltung des Neurotransmitters Substanz-P

Bei der in vitro-Spaltung des Neurotransmitters Substanz P bewies die Sequenzanalyse

eindeutig die übereinstimmende Spezifität beider MT1-MMP-Varianten. Die hier ermittelte

Spaltstelle Gln4-Pro5 entspricht keiner der vorausgesagten Spezifitäten für die MT1-MMP

(Ohkudo et al., 1999).

5.3.7 Kinetische Messungen

Frühere Messungen ergaben für den kcat/KM-Wert der Spaltung des „Murphy-Substrates“

durch die Katalytische Domäne der MT1-MMP einen Wert von 8,27.108 M-1s-1. Die

Geschwindigkeit einer durch ein Enzym katalysierten Reaktion kann nicht größer sein, als die

Geschwindigkeit der diffusionskontrollierten Begegnung von Enzym und Substrat. Die

Diffusion beschränkt den Wert für kcat/KM, so daß die obere Grenze zwischen 108 und

109 M-1s-1 liegt. Enzyme wie z.B. die Carboanhydrase (Kcat/KM = 6 . 105 M-1s-1) haben ihr

kinetisches Optimum erreicht, und eine weitere Erhöhung der Katalysegeschwindigkeit kann

nur durch Senkung der Diffusionszeit erreicht werden.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Messungen zeigten nahezu die

doppelte Aktivität der katalytischen Domäne mit 1,38.105 M-1s-1 gegenüber der Ektodomäne
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mit 0,72.105 M-1s-1 in Bezug auf das synthetische Substrat. Diese Werte liegen im Bereich der

Umsatzgeschwindigkeiten, die für andere MMPs und synthetische Peptidsubstrate ermittelt

wurden (z.B. MMP-1/MCA-PLG-LDpaAR: kcat/KM = 1,48 . 104 M-1s-1 (Knight, 1995) oder

MMP-2/dnp-PLG~LWADR: kcat/KM = 1,24 . 105 M-1s-1 (Stack & Gray, 1989)).

Damit wurde einerseits der kcat/KM-Wert (KaDo) früherer Messungen (8,27.108 M-1s-1), der in

den Geschwindigkeitsbereich „diffusionskontrollierter“ Enzyme hereinreicht, revidiert.

Andererseits bestätigten die Messungen den deutlichen Unterschied der beiden Varianten

bezüglich der Umsatzgeschwindigkeit relativ kleiner Substratmoleküle.

Die Aktivitätsmessungen mit lebenden Zellen ergaben einen kcat/KM-Wert von 2,9.103 M-1s-1

für die MT1-MMP auf der Zelloberfläche.

Mit diesen Messungen konnte eine kinetische Konstante für das Gesamtenzym in seiner

“nativen Umgebung” (auf der Zellmembran) ermittelt werden. Die vorher für die Fragmente

bestimmten Konstanten sind nur unter Vorbehalt mit dem kcat/KM-Wert für das Gesamtenzym

auf menschlichen Zellen zu vergleichen, da Unterschiede im Meßprotokoll aufgrund der

Sensibilität der Zellen nicht zu umgehen waren. Außerdem ist eine mögliche Regulation der

proteolytischen Aktivität durch die Zelle im Zell-Assay nicht auszuschließen.

Um das Verhalten der katalytischen Domäne und der Ektodomäne der MT1-MMP

hinsichtlich ihrer Kinetik in Bezug auf den Abbau hochmolekularer Substrate vergleichen zu

können, wurden “relative” kcat/KM-Werte (kcat/KM
rel) ermittelt. Dabei wurde nicht die Zahl

potentieller Spaltstellen, sondern die Zahl der Gelatinmoleküle pro Volumen als

Substratkonzentration angenommen. Aufgrund dieser Vereinfachung können Werte ermittelt

werden, die ausschließlich beim Vergleich der beiden Varianten untereinander in Relation zu

setzen sind. Die Verwendung solcher “relativer” kcat/KM-Werte wurde z.B. schon für den

Abbau verschiedener Kollagen-Typen durch MMP-1 beschrieben (Woessner & Nagase,

2000). Gegenüber hochmolekularen Substraten wie Gelatin wurde nahezu die gleiche

Aktivität von etwa 40 M-1s-1 für beide Varianten ermittelt. Die Hämopexin-ähnliche Domäne

hat dabei keinen Einfluß auf die Kinetik des proteolytischen Abbaus. Eine Verallgemeinerung

dieser Aussage erscheint nicht sinnvoll, da z.B. im Falle des Fibrinogens keine einheitliche

Substratspezifität vorliegt, und damit auch die kinetischen Parameter der beiden löslichen

Varianten der MT1-MMP nicht übereinstimmt.

Bisher ist in der Literatur kein Vergleich kinetischer Konstanten der katalytischen und der

Ektodomäne der MT1-MMP beschrieben worden. In dieser Arbeit konnten zum ersten Mal
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die kinetischen Eigenschaften der katalytischen und der Ektodomäne der MT1-MMP

verglichen werden.

5.3.8 Hemmung

Beide MT1-MMP-Varianten werden sowohl durch TIMP-2 als auch durch die inhibitorische

Domäne des TIMP-4 im Verhältnis 1:1 gehemmt. Die stärkere Hemmung der Ektodomäne

der MT1-MMP durch TIMP-2 entspricht tendenziell den Ergebnissen der Hemmung für die

MMP-1, MMP-2 , MMP-3 und MMP-8 durch TIMP-1 und MMP-2 und MMP-9 durch TIMP-

2 (Woessner & Nagase, 2000). Die Hämopexin-ähnliche Domäne stabilisiert den Komplex

aus MMP und TIMP durch zusätzliche Assoziationsflächen (Bigg et al., 1994).

Der gegenteilige Befund für die Hemmung durch die inhibitorische Domäne des TIMP-4 ist

um so interessanter. Die katalytische Domäne wird mit einem Ki-Wert von 10,9 nM für die

idTIMP-4 um den Faktor zwei stärker gehemmt als die Ektodomäne. Diese Beobachtung

wurde auch bei der MMP-8 gemacht (Stratmann, 2000). In diesem Falle steht die C-terminale

Domäne des TIMP für eine assoziative Verbindung mit der Hämopexin-ähnlichen Domäne

der MMP nicht mehr zur Verfügung.

Die von Dr. J. Schröder synthetisieren Thiadiazin-Derivate zeigten weitgehend die gleichen

Hemmeigenschaften gegenüber der katalytischen Domäne und der Ektodomäne. Für einen

künftigen therapeutischen Einsatz ist die hohe Selektivität bezüglich der Hemmung einzelner

MMPs unverzichtbar. Einige der getesteten Derivate zeigten diese Eigenschaft und geben

daher Anlass zur Hoffnung, daß in Zukunft eine Vielfalt von Inhibitoren mit

unterschiedlichsten Selektivitäten für den therapeutischen Einsatz zur Verfügung stehen wird.

5.3.9 Calciumabhängigkeit der Aktivität

Das Aktivitätsmaximum der MT1-MMP liegt bei einer Calcium-Konzentration von 1 bis

1.5 mM. Die physiologische Serumkonzentration beträgt 1-2.5 mM Calcium, während in der

Extrazellulären Matrix Werte um 1.5 mM Calcium beobachtet werden. Die für eine optimale

Funktion der MT1-MMP nötige Calcium-Konzentration ist also in der natürlichen Umgebung

gegeben.

Verglichen mit der katalytischen Domäne zeigt die Ektodomäne bei Abweichungen von der

optimalen Calcium-Konzentration geringere Aktivitätsverluste. Eine noch geringere
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Abhängigkeit der katalytischen Aktivität von der Konzentration an gelöstem Calcium zeigt

das Gesamtenzym auf HEK-293-Zellen.

Abbildung 49 zeigt die zwei unterschiedlich koordinierten Calcium-Ionen in der katalytischen

Domäne als Ausschnitt eines durch Röntgenstrukturanalyse ermittelten Raumstrukturmodells

der MT1-MMP (Lichte, 1997):

Die unterschiedliche Koordination der beiden Calcium-Ionen wird in der Detailansicht

deutlich. Während bei einem Calcium-Ion nahezu perfekte oktaedrische Koordination durch

Glutamat-Reste und Carbonyl-Sauerstoff-Atome mit Bindungsabständen um 2,5 Å vorliegt

(A), wird das andere Ion nur durch einen Glutamat-Rest und drei Carbonyl-Sauerstoff-Atome

mit Bindungslängen über 2,5 Å an das Peptidgerüst gebunden (B). Vermutlich kann dieses

schwach gebundene Calcium-Ion durch starke Erniedrigung der Calcium-Konzentration in der

Enzymumgebung aus der chelatisierenden Peptidumgebung entfernt werden. Offensichtlich

ist das Gesamtenzym durch die größere Zahl intramolekularer Wechselwirkungen in seiner

Konformation und somit auch der Bindung struktureller Ionen stärker stabilisiert als ein

Fragment des Enzyms.

Durch verschiedene Assays konnte gezeigt werden, daß die Aktivität des Enzyms reversibel

durch die Variation der Calcium-Konzentration verändert werden kann. Mit dem „Dialyse-

Assay“ war abwechselnd durch Entzug und anschließende Zugabe von Calcium eine

Inaktivierung und völlige Wiederherstellung des aktiven Zustandes über mehrere Zyklen

möglich.

Zu bedenken ist der Umstand, daß die cytoplasmatische Calcium-Konzentration von der Zelle

unter 10-7 M gehalten wird. Dies könnte unter anderem auch eine Art

Selbstschutzmechanismus der Zelle vor ungewollter MMP-Aktivität im Cytoplasma sein.

Abbildung 49: Detailansicht des oktaedrisch durch Peptidreste
koordinierten Calcium-Ions (A). Detailansicht des nur vierfach durch
Peptidreste koordinierten zweiten Calcium-Ions (B).
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5.4 Ausblick

Zusammenfassend ist über den Vergleich der Eigenschaften der katalytischen Domäne und

der Ektodomäne ein Bild entstanden, welches deutlich zeigt, daß Unterschiede im Verhalten

verschiedener Varianten eines Enzyms in in vitro-Assays bestehen können. Die Ergebnisse

aus in vitro Versuchen dienen als Hinweise auf das in vivo-Verhalten. Versuche in vivo liefern

im allgemeinen ein sehr komplexes und damit auch schwieriger zu verstehendes Bild

enzymatischer Eigenschaften. Die Ergebnisse aus in vitro Vorversuchen sollten daher einen

sinnvollen Weg für weitergehende Untersuchungen vorgeben.

In diesem Sinne ist die weitere Untersuchung der Substratspezifität der MT1-MMP in Knock-

out-Experimenten eine Möglichkeit, ein umfassenderes und genaueres Bild des

enzymatischen Verhaltens der MT1-MMP zu liefern. Ebenso könnten Knock-out-Experimente

hinsichtlich des Zusammenspiels von TIMPs und MMPs sicherlich weitere Ergebnisse liefern.

Der Abbau des myelin basic protein durch die MT1-MMP kann eine Begleiterscheinung bei

der Demyelinisierung von Neuronen sein und bedarf daher weiterer Untersuchungen. Ein

möglicher Ansatzpunkt ist hier die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen MT1-MMP-

Aktivität und pathologischem Zustand der Demyelinisierung bestimmter Gewebebereiche.

Die stärkere Hemmbarkeit der katalytischen Domäne gegenüber der Ektodomäne steht in

Kontrast zu bisherigen Erkenntnissen und stellt somit einen interessanten Ansatzpunkt für

weitere Untersuchungen dar.

Anknüpfend an die Ergebnisse von Moy et al. für die MMP-3 (Moy et al., 1998) könnte die

Raumstruktur der Calcium-frei aufgearbeiteten katalytischen Domäne der MT1-MMP tiefere

Einsicht in das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Calcium-abhängige Verhalten bringen.

Die im Rahmen der Fermentation gewonnenen guten Ergebnisse können für weitere Versuche

der Produktion der ∆MT1-MMP im Milligramm-Maßstab richtungsweisend sein. Dabei sollte

durch die Kontrolle zusätzlicher Parameter, wie zum Beispiel Methanol-Konzentration, eine

Ausbeutesteigerung erzielt werden können. Die rasche Konzentration und Dialyse der großen

Menge an Kulturüberstand ist sicherlich vorteilhaft, sollte in Zukunft jedoch nur mit einer

modernen Querstromfiltrationsanlage mit interner Kühlung durchgeführt werden.
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