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1 Abkiirzungsverzeichnis
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2 Zusammenfassung

Die Matrix Metalloproteinasen (Matrixine, MMPs) spielen sowohl bei physiologischen als
auch bei pathologischen Umstrukturierungen der extrazelluldren Matrix eine wichtige Rolle.
Ein Vertreter dieser Gruppe, die Makrophagenelastase (MMP-12), wird fiir den verstirkten
Abbau des Elastin-reichen Alveolargewebes beim Lungenemphysem verantwortlich gemacht.
Zudem wird die Beteiligung dieser Proteinase an arteriosklerotischen Verdnderungen der
BlutgefaBwinde und an antiangiogenetischen Prozessen beim Tumorwachstum vermutet. Mit
dem Ziel einer eingehenden Charakterisierung, wurde die humane Makrophagenelastase
rekombinant hergestellt. Damit konnten umfassende Untersuchungen der Aktivitdt, die
Entwicklung eines enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) und die Kristallisierung
zur Bestimmung der dreidimensionalen Struktur erfolgreich durchgefiihrt werden.

Die rekombinante Darstellung der katalytischen Doméne (KaDo) der humanen Makrophagen-
elastase mit und ohne Propeptid erfolgte ausgehend von der mRNA aus Chondrozyten-
sarkomzellen und Plazentagewebe. Nach erfolgreicher Reverser Transkription und
Polymerase-Kettenreaktion wurde die jeweilige cDNA kloniert und die rekombinanten
Proteine in Escherichia coli exprimiert. Dieses wurde durch Sequenzierung der cDNA, durch
N-terminale Aminosduresequenzierung sowie durch Detektion im Western-Blot bestétigt. Bei
der Faltung der katalytischen Doméne mit Propeptid wurde die autokatalytische Abspaltung
der Prodomine beobachtet. Nach effizienter Reinigung an einer Affinitdtsmatrix konnten
somit zweil Varianten der KaDo der MMP-12 homogen isoliert werden: Die ohne Propeptid
klonierte KaDo wurde mit einem N-terminalen Methioninrest (Met”-KaDo) erhalten. Im
Gegensatz dazu wies die aus der ProKaDo generierte katalytische Doméne die Wildtyp-Form
(Phe'*’-KaDo) auf,

Zymogramme mit Gelatin und Casein belegten eindeutig die enzymatische Aktivitdt beider
Varianten. Nach Spaltung eines synthetischen Mca-Peptids konnte mit Hilfe von MALDI-
TOF-MS Messungen eine unterschiedliche Spezifitdt der KaDo der MMP-12 im Vergleich
mit anderen MMPs festgestellt werden. Zusitzlich wurden kinetische Parameter fiir beide

Varianten bestimmt. Fiir die Phe!®

-KaDo konnte eine ca. 10-fach hohere Aktivitat verglichen
mit der Met”’-KaDo nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis bestitigt die bereits fiir andere
MMPs bekannte sogenannte ,,Superaktivierung®. Dabei ist der N-Terminus der super-
aktivierten Form durch Ausbildung einer ionischen Wechselwirkung im Gegensatz zum frei

beweglichen N-Terminus der Met*’-KaDo fixiert. Dieser strukturelle Unterschied beeinflusste
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auch die Inhibierung durch die tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Da bei der
Komplexbildung mit den TIMPs der fixierte N-Terminus gelost wird, sind die
Hemmkonstanten fiir die Phe'”’-KaDo durch TIMP-1 und TIMP-2 héher als die entsprechen-
den Werte der Met’’-Variante. Die Inhibierung beider Formen mit TIMP-4 zeigte keinen
signifikanten Unterschied. Fiir die oben genannten TIMPs wurden in dieser Arbeit erstmals
die Hemmkonstanten bestimmt. Bislang wurde die inhibitorische Wirkung von TIMP-1 nur
qualitativ beschrieben. Die Ki-Werte lagen in Ubereinstimmung mit Werten fiir die
katalytische Domédnen anderer MMPs im nanomolaren Bereich, wobei sich TIMP-4 als bester
Inhibitor erwies.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit waren in vitro Untersuchungen der Spaltung
potentieller Substrate der humanen Makrophagenelastase. Zunichst wurden das myelin basic
protein (MBP) und der Neurotransmitter Substanz P beziiglich der Spaltung durch MMP-12
untersucht. Beide Substrate wurden in vitro degradiert und es konnten bislang unbekannte
Spaltstellen identifiziert werden. Weiterhin konnte die Degradierung von Faktor XII
(Hagemann Faktor), Prothrombin und Fibrinogen gezeigt werden. Dabei wurden mehrere fiir
MMPs bislang unbekannte Spaltstellen durch N-terminale Sequenzierung der Fragmente
identifiziert. AnschlieBende Untersuchungen zur Aktivitdt der Fragmente des Faktors XII
waren negativ. Prothrombin wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal als Substrat einer Matrix
Metalloproteinase untersucht. Die durch die MMP-12 generierten Fragmente zeigten
proteolytische Aktivitit gegeniiber einem spezifischen Substrat fiir Thrombin. Die
Identifizierung des dafiir verantwortlichen Spaltprodukts des Prothrombins steht noch aus.
Mit Hilfe eines Koagulationstests konnte die funktionelle Fibrinogenmenge nach Inkubation
mit der Makrophagenelastase bestimmt werden. Diese Menge war bereits nach 15 Minuten
auf ca. 50 % reduziert. Diese Untersuchungen weisen auf einen Einfluss der humanen
Makrophagenelastase auf die Blutgerinnungskaskade hin.

Fir den Aufbau eines ELISAs wurden polyklonale Kaninchen-Antikorper gegen die
katalytische Doméne der MMP-12 gewonnen. Nach Reinigung der Antikorper an Protein
A-Sepharose konnten spezifische anti-KaDo-MMP-12 IgGs durch Immunoaffinitits-
chromatographie isoliert werden. Mit Hilfe dieser Antikérper wurde im Folgenden erfolgreich
ein kompetitiver ELISA aufgebaut. Der Messbereich liegt bei 5-100 ng/mL, was einer guten
Sensitivitdt entspricht. Somit konnte die Konzentration der MMP-12 zum Beispiel im
Tumorgewebe bestimmt werden, um sie zum einen mit der Angiostatin-Konzentration und

zum anderen mit dem Angiogenese-Stadium zu korrelieren.
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Weiterhin wurden die Antikérper fiir immunhistochemische Untersuchungen eingesetzt.
Dabei konnte die MMP-12 in Hautgeweben mit den Erkrankungen Ekzem, Lupus erythema-
todes und Dermatitis herpetiformis im Bereich des Stratum granulosum detektiert werden. Ein
Zusammenhang der MMP-12-Expression mit diesen pathologischen Verdnderungen konnte
bislang nicht nachgewiesen werden. Bei Hautgewebe mit dem Befund Lepra lepromatosa
zeigte sich eine intensive Anfarbung der MMP-12 innerhalb infiltrierter Makrophagen. Da
diese Form der Lepra mit einer massiven Infiltration von Bakterien einhergeht, kann durch die
verstirkte Expression der MMP-12 eine potentielle Beteiligung bei Abwehrprozessen
angenommen werden.

Weitere interessante Ergebnisse ergaben immunhistochemische Farbungen an Riickenmark-
gewebe von wobbler Miusen im Vergleich zu gesunden Tieren. Wobbler Mutanten sind
durch eine Neuronendegeneration gekennzeichnet. In den betroffenen Bereichen konnte die
Expression der MMP-12 in Mikrogliazellen gezeigt werden, was die Beteiligung dieser
Proteinase an Abbauprozessen in der Umgebung der degenerierten Neuronen nahe legt.
Zusitzlich konnte dabei die Fahigkeit der MMP-12 das myelin basic protein zu degradieren
eine Rolle spielen.

Zur Aufklirung der molekularen Struktur sollte die KaDo der MMP-12 in hoher
Konzentration dargestellt werden. Aufgrund von Stabilititsproblemen der aktiven Varianten
bei hohen Konzentrationen wurde zusitzlich durch Mutagenese-PCR die fiir eine inaktive
Variante kodierende cDNA amplifiziert. Die Inaktivierung wurde durch eine Punktmutation,
bei der Glutamat 219 durch Alanin im katalytischen Zentrum ersetzt wurde, erreicht. Diese
inaktive Form der KaDo konnte erfolgreich konzentriert werden. Im Komplex mit Batimastat
bildeten sich Kristalle, die mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse vermessen und nach
Auswertung der Daten in ein Atommodell mit dreidimensionaler Struktur umgesetzt wurden.
Diese stellt mit einer Aufldsung von 1,09 Angstrom die hdchste erzielte Auflosung aller
bislang publizierten MMP-Strukturen dar. In einem Vergleich mit Strukturen anderer MMPs
konnten Unterschiede identifiziert werden, die eine Bedeutung der MMP-12 fiir die duferst
effiziente Elastinspaltung vermuten lassen. Weiterhin erdffnet diese Struktur die Mdglichkeit
zu Entwicklung selektiver und spezifischer Inhibitoren, welche zu Behandlung z.B. des
Lungenemphysems eingesetzt werden konnten.

Die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Kenntnisse iiber Aktivitdt, Vorkommen und Kristall-
struktur der humanen Makrophagenelastase leisten somit einen entscheidenden Beitrag zur
Charakterisierung dieser Matrix Metalloproteinase. Diese in vitro Ergebnisse konnen als

Grundlage fiir weiterfiihrende in vivo Untersuchungen dienen.
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3 Einleitung

Hohere Organismen bestehen aus einer Vielzahl verschiedener, zum Teil hoch spezialisierter
Zellen. Diese Zellen sind in Gewebeverbidnden organisiert, wobei ein erheblicher Teil des
Gewebevolumens vom Extrazelluldrraum eingenommen wird. Dieser wird von einem kom-
plexen Makromolekiilgeflecht, der extrazelluldren Matrix (ECM), ausgefiillt. Die Zusammen-
setzung dieser strukturell vielfdltigen Matrix variiert je nach Herkunft und biologischer
Funktion des Gewebes. Dieses wird an den unterschiedlichen Gewebeformen, wie sie z.B. im
Knochen, Knorpel oder BlutgefiBen vorkommen, deutlich. Insgesamt finden sich in der
extrazelluliren Matrix weit liber 100 verschiedene Makromolekiiltypen, die diese grofle
funktionelle Vielfalt ermdglichen [Woessner, 1998; Ayad et al., 1998].

Bei vielen physiologischen Prozessen unterliegt die ECM einer Umstrukturierung, wie z.B.
bei der Wundheilung, der Angiogenese und der Embryogenese [Crawford & Matrisian, 1995;
Gustafsson & Féssler, 2000]. Neben diesen wichtigen Ereignissen existieren viele patho-
logische Vorgénge, die durch eine Schadigung der ECM gekennzeichnet sind. Hierzu zdhlen
die rheumatoide Arthritis [Birkedal-Hansen et al., 1993; Cawston, 1996], die Tumorinvasion
bzw. Metastasierung [Liotta et al., 1991; Stetler-Stevenson et al., 1993] und die Zerstérung
des Lungengewebes bei dem Krankheitsbild des Lungenemphysems [Shapiro, 1994].

3.1 Die Matrix Metalloproteinasen

Die meisten Proteine der extrazelluldren Matrix werden von den Matrix Metalloproteinasen
(Matrixine, MMPs) hydrolysiert. Diese Gruppe von funktionell und strukturell verwandten
Proteinasen vermittelt die wichtigsten Prozesse, die zur Remodellierung der ECM fiihren
[Birkedal-Hansen et al., 1993]. Gross und Lapiére zeigten 1962 erstmals die kollagenolytische
Eigenschaft eines Enzyms in verschiedenen Geweben der Kaulquappe [Gross & Lapicre,
1962]. Die komplette Reinigung der humanen MMP-1 wurde 1970 beschrieben und die
zugehorige cDNA-Sequenz konnte 16 Jahre spiter aufgeklart werden [Bauer et al., 1970;
Goldberg et al., 1986]. Bis heute sind 21 humane Mitglieder der MMP-Familie identifiziert
und charakterisiert worden [Ravanti & Kéhari, 2000; Marchenko et al., 2001].

Alle MMPs enthalten das konservierte Zinkbindungsmotiv HExxHxxGxxHZ im aktiven

Zentrum. Ihm folgt der sogenannte ,,Met-turn‘, weshalb sie in die Uberfamilie der Metzinkine
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eingeordnet werden. Die einzelnen Vertreter dieser Familie unterscheiden sich durch die mit
Z bezeichnete Aminosdure im Zinkbindungsmotiv [Bode et al., 1996].

Neben den Matrixinen sind in den letzten Jahren weitere Metalloproteinasen entdeckt worden.
Zu ihnen gehoren unter anderem die ADAMs (A Disintegrine and A Metalloproteinase) mit
einer zusitzlichen Disintegrin-Doméne [Wolfsberg et al., 1995] sowie die ADAMTS-
Proteine, die Thrombospondin-Motive enthalten [Tang, 2001].

Doménenstruktur der Matrix Metalloproteinasen

Alle MMPs enthalten mehrere funktionell homologe Dominen. Diese sind in der folgenden

Abbildung (Abb. 1) fiir einige charakteristische Vertreter dargestellt.

Die Matrix Metalloproteinasen

Enzym Doménenstruktur
Matlysin SEND
MM . c]

Kollagenasen @
Stromelysine n ERe R Rg ;
Makrophagenelastase - ' . - "

Enamelysin

Stromelysin-3 . <) @ g - - ‘

Gelatinase A

Gelatinase B

MTMMPS o e OOO0C

MMP-23 C c| @—ICys, Pro ILR )

() Signalpeptid Prodomine mit konserviertem Cystein D potentielle Furin-Erkennungssequenz
Katalytische Doméne mit Zinkion m Fibronektin-dhnliche Domine

% Typ V-Kollagen-dhnliche Domiine J\/ Prolin-reiche Hinge-Region

m Hémopexin-dhnliche Domine * Transmembrandomine

Cystein- und Prolin-reich,

Interleukin-dhnlicher Rezeptor

Abb. 1: Dominenstruktur der Matrix Metalloproteinasen.

Aus der Abbildung wird deutlich, dass MMP-23 ohne Signalpeptid und mit einzigartigem
C-Terminus eine Ausnahme darstellt. Die Minimalstruktur der MMPs wird von Matrilysin

und MMP-26 reprisentiert [De Coignac et al., 2000]. Dabei dient das hydrophobe
6
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Signalpeptid (ca. 17 bis 20 AS) zur Zielsteuerung der Proenzyme und wird wéhrend ihres
Transportes abgespalten [McDonnell & Fingleton, 1993].

Mit Ausnahme von MMP-23 besitzen alle MMPs die hochkonservierte PRCG(V/N)PD
Sequenz innerhalb der Prodomine (ca. 80 AS). Das auch bei MMP-23 vorhandene Cystein
erhélt durch Wechselwirkung mit dem Zinkion des katalytischen Zentrums die Latenz der
Enzyme aufrecht [Docherty et al., 1992]. Bei der Umwandlung des Zymogens zum aktiven
Enzym wird diese Doméne abgespalten.

Die ca. 170 Aminosduren umfassende katalytische Doméne enthélt das hochkonservierte
Motiv HExxHxxGxxH mit drei Histidinresten fiir die Bindung des Zinkions. Der konservierte
Glutamatrest wird neben dem Zinkion fiir die ,,Aktivierung® des Wassermolekiils
verantwortlich gemacht [Spurlino et al., 1994; Stocker et al., 1995]. Weiterhin sind vor und
hinter dem Zinkbindungsmotiv konservierte Bereiche fiir die strukturunterstiitzende Bindung
von Calcium- bzw. Zinkionen lokalisiert [Birkedal-Hansen et al., 1993]. Dies ist beispielhaft
in der folgenden Abbildung (Abb. 2) gezeigt.

Abb. 2: Ribbondarstellung der katalytischen Doméne der MMP-8.

Die Calcium- bzw. Zinkionen sind als griine bzw. magentafarbene Kugeln dargestellt.

Eine sehr flexible Prolin-reiche Hinge-Region (2 bis 72 AS), verbindet die katalytische
Doméne mit der Himopexin-dhnlichen Domine [Woessner & Nagase, 2000].
Diese besitzt eine groBe Homologie zu Vertretern der Hidmopexin-Familie wie dem

Hamopexin selbst, dem Vitronektin und dem Plazenta Protein II. Die ,,vierblattrige Propeller*
7
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Struktur besteht aus vier sich wiederholenden Einheiten (je ca. 50 AS). Stabilisiert wird diese
Anordnung durch eine Disulfidbindung zwischen der ersten und letzten Einheit. Die
Hamopexin-dhnliche Doméne wird fiir die Substratspezifitit der Kollagenasen verantwortlich
gemacht. ProMMP-2 kann iiber diese Doméne zur Aktivierung an den MT1-MMP/TIMP-2
Komplex gebunden werden und sie ist eine zusétzliche Bindungsdomaine fiir die natiirlichen
MMP-Inhibitoren (TIMPs) [Lichte et al., 1996; Murphy & Kniuper, 1997]. Ausnahmen
bilden Matrilysin und MMP-26, die kleinsten Vertreter der MMPs, denen die Hinge-Region
und die Hamopexin-dhnliche Doméne fehlen. Bei MMP-23 ist dieser Abschnitt durch einen
Cystein- und Prolin-reichen Bereich und einen Interleukin-Rezeptor ersetzt.

Die MT-MMPs, Stromelysin-3 und MMP-23 enthalten zwischen der Prodoméne und der
folgenden katalytischen Doméne eine Sequenz von basischen Aminosduren mit dem Motiv
RR(K/R)R [Ravanti & Kéhiri, 2000]. Dieses Motiv wird von Mitgliedern der Proprotein-
konvertase-Familie, z.B. Furin, erkannt. Furin ist zum einen in der Membran von Vesikeln
des Golgi-Apparates lokalisiert. Dies fiithrt moglicherweise zu einer intrazelluldren
Aktivierung dieser MMPs. Zum anderen liegt Furin extrazelluldr in einer 16slichen Form vor,
so dass die Aktivierung auch dort erfolgen konnte [Pei & Weiss, 1995 und 1996]. Die
physiologische Relevanz dieses Aktivierungsweges ist jedoch noch umstritten [Murphy &
Knéauper, 1997].

Die Gelatinasen besitzen in der katalytischen Doméne eine Sequenz von 58 Aminoséuren, die
sich dreimal wiederholt und dem Fibronektin Typ II-Modul &hnelt. Dieser Bereich der
MMP-2 und MMP-9 ist fiir die Bindung an Gelatin sowie Elastin essentiell [Murphy &
Knduper, 1997]. Ein weiterer Abschnitt zwischen der katalytischen und nachfolgenden
Héamopexin-dhnlichen Doméne der Gelatinase B weist Ahnlichkeiten mit der o,-Kette des
Typ V Kollagens auf [Matrisian, 1990].

Die MT1-, MT2-, MT3- und MT5-MMP zeichnen sich durch eine Transmembrandoméne und
einen cytoplasmatischen Teil aus [Sato & Seiki, 1996; Ravanti & Kéhdri, 2000]. Im
Gegensatz dazu sind die MT4- und MT6-MMP durch einen Glycosylphosphatidylinositol-
Anker (GPI-Anker) mit der Zellmembran verbunden [Puente et al., 1996; English et al.,
2001].

Die einzelnen Mitglieder der Familie der MMPs werden nach ihrer Substratspezifitdt und
Struktur in verschiedene Klassen eingeteilt: die Kollagenasen, die Gelatinasen, die
Stromelysine, die membranstindigen MMPs (MT-MMPs) und andere MMPs. In der

folgenden Tabelle (Tab. 1) sind die bislang bekannten humanen Matrixine zusammengefasst.
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Tab. 1: Humane Matrix Metalloproteinasen.

Die angegebenen Molekulargewichte beziehen sich auf die von der cDNA
abgeleiteten Proteinsequenz.

M; (kDa)  Chromosomale

Bezeichnung MMP weitere Bezeichnung latent / aktiv Lokalisierung
Kollagenasen
Kollagenase 1 1 ﬁgﬁ}igﬁ:gﬁlﬁiﬁ? 52/42 11922.2-22.3
Kollagenase 2 8 gﬁlﬁfpgﬁ ai‘éﬂ:sg:nase’ 85/ 64 11¢22.2-22.3
Kollagenase 3 13 52/42 11q22.2-22.3
Gelatinasen
Gelatinase A 2 72 kDa Gelatinase 72766 16q13
Gelatinase B 9 92 kDa Gelatinase 92/84 20q12-13
Stromelysine
Stromelysin-1 3 Transin-1 571745 11q22.2-22.3
Stromelysin-2 10  Transin-2 54/44 11922.2-22.3
Membranstindige
MT1-MMP 14 66 /54 14q12.2
MT2-MMP 15 72/ 60 16q12.2
MT3-MMP 16 64 /53 8q21
MT4-MMP 17 57/53 12q24
MTS5-MMP 24 73/7? 20q11.2
MT6-MMP 25  Leukolysin 63/°? 16p13.3
Andere
Matrilysin 7 28/19 11922.2-22.3
Stromelysin-3 11 64 /46 22ql1.2
Makrophagenelastase 12 Metalloelastase 54/22 11gq22.2-22.3
RASI 19 57/ 46 12q14
Enamelysin 20 54/22 11g22
MMP-23 23 44 /7 1p36
Endometase 26 28/19 ?
Epilysin 28  MMP-27 56/34 17q11.2

nach [Woessner, 1998; Ravanti & Kahari, 2000; Sternlicht & Werb, 2001]
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Vorkommen und Substrate der Matrix Metalloproteinasen

Die meisten MMPs erkennen und spalten in vitro eine Vielzahl von Substraten [Chandler et
al., 1997; Ravanti & Kahéri, 2000]. Bis jetzt liegen jedoch nur sehr wenige Untersuchungen
vor, die belegen, dass ein bestimmtes Substrat in vivo wirklich von der jeweiligen MMP
gespalten wird [Woessner, 1998]. Trotzdem existieren viele indirekte Hinweise fiir eine
physiologische bzw. pathologische Bedeutung der einzelnen Matrixine und ihrer potentiellen
Substrate in diesem Zusammenhang. Im Folgenden wird exemplarisch auf die jeweilige

Gruppe eingegangen.

Kollagenasen

Die Kollagenase 1 wird hauptsdchlich von Fibroblasten und Makrophagen sezerniert,
wiahrend die Neutrophile Kollagenase unter anderem von Leukozyten synthetisiert wird
[Birkedal-Hansen et al., 1993]. Die MMP-13 wird von Chondrozyten, Monozyten und
verschiedenen invasiven malignen Tumorzellen exprimiert [Freije et al.,, 1994; Ravanti &
Kéhiri, 2000]. Diese drei Kollagenasen spalten die a-Ketten des tripelhelikalen fibrilldren
Kollagens (Typ I, II und III) des Bindegewebes in charakteristische %- und “s-Fragmente.
Obwohl sie &dhnliche kollagenolytische Eigenschaften besitzen, existieren Unterschiede
zwischen den Kollagenasen in ihrer Aktivitit gegeniiber den einzelnen Kollagen-Typen
[Chandler et al., 1997; Kdhari & Saarialho-Kere, 1997]. Fiir die Spezifitit der Kollagenasen

ist die Himopexin-dhnliche Domine essentiell [Knduper et al., 1996].

Gelatinasen

Die Gelatinase A wird von vielen Bindegewebszellen sezerniert, die Gelatinase B von
Leukozyten und Makrophagen. Beide Proteinasen werden von Tumorzellen exprimiert.
Aufgrund ihrer Féhigkeit, das Kollagen IV der Basalmembran zu degradieren, werden die
Gelatinasen mit der Invasion und Metastasierung dieser malignen Zellen in Verbindung
gebracht [Cawston, 1996]. Weiterhin wird angenommen, dass diese Matrixine eine zentrale

Rolle beim Umbau der ECM einnehmen [Kdhari & Saarialho-Kere, 1997; Yu et al., 1998].

Stromelysine

Die einander sehr homologen Stromelysine-1 und -2 werden von Fibroblasten und
Keratinozyten synthetisiert und spalten eine gro3e Anzahl von Substraten der ECM [Kéhiri &
Saarialho-Kere, 1997]. Das Katalyseoptimum von Stromelysin-1 liegt im sauren pH-Bereich.

Es wird eine Aktivierung durch den niedrigen pH-Wert vermutet [Wilhelm et al., 1993].
10
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MT-MMPs

Alle sechs MT-MMPs konnten auf Tumorzellen nachgewiesen werden, weshalb eine
Beteiligung dieser Subfamilie am Tumorgeschehen diskutiert wird [Ravanti & Kéhari, 2000].
Weiterhin sind die MT-MMPs in der Lage, ProMMP-2 zu aktivieren. In MT1-MMP knockout
Maidusen wurde eine verringerte Aktivierung der ProMMP-2 gefunden, so dass dieser

Aktivierung eine physiologische Relevanz in vivo zugeschrieben wird [Zhou et al., 2000].

Andere MMPs

Matrilysin wird von Monozyten und Tumorzellen sezerniert und besitzt in vitro eine breite
Substratspezifitit [Cawston, 1996].

Stromelysin-3 wird in Brustkrebs-umgebenden Stromazellen und invasiven Tumorzellen
exprimiert und weist eine geringere Homologie zu den anderen Stromelysinen auf [Basset et
al., 1997]. Bis heute konnte die Spaltung von al-Proteinase Inhibitor (a1-PI), jedoch keine
Aktivitdt gegen Komponenten der ECM nachgewiesen werden [Stamenkovic, 2000].
MMP-19 wird unter anderem von glatten Muskelzellen der Plazenta und Fibroblasten der
Lunge exprimiert. Ein potentielles Substrat ist Gelatin [Ravanti & Kéhiri, 2000].

Enamelysin wird nur von epithelialen Adamantoblasten sezerniert und spaltet Amelogenin,
die Hauptproteinkomponente des Zahnschmelzes [Bartlett et al., 1996; Llano et al., 1997].

Die mRNA der MMP-23 wurde in erhO6hter Konzentration in Ovarien, Testis und Prostata
nachgewiesen, weshalb eine Rolle bei der Reproduktion vermutet wird. Bislang konnte nur
die Spaltung von synthetischen MMP-Substraten gezeigt werden [Velasco et al., 1999].
Endometase (MMP-26) wird im Uterus- und Plazentagewebe exprimiert und zeigt
gelatinolytische Eigenschaften [De Coignac et al., 2000; Park et al., 2000].

Die ¢cDNA der MMP-28 konnte z.B. im Lungen-, Gehirn-, Skelettmuskel-, Nieren-, und in
verschiedenen Tumorgeweben detektiert werden [Marchenko & Strongin, 2001]. Mit Hilfe
von immunhistologischen Untersuchungen wurde die Expression von Epilysin in
Keratinozyten der Haut gezeigt. Proteolytische Aktivitit der rekombinant dargestellten

MMP-28 konnte bislang nur gegeniiber Casein nachgewiesen werden [Lohi et al., 2001].

Auf die Makrophagenelastase wird im Abschnitt 3.2 ausfiihrlich eingegangen.

11
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Regulation der Aktivitit der Matrixine

Die Aktivitdt der MMPs wird hauptsidchlich auf der Ebene der Transkription, der Zymogen-
Aktivierung und der Inhibierung reguliert [ Stamenkovic, 2000].

Die Transkription der Matrix Metalloproteinasen wird unter anderem durch Cytokine,
Wachstumsfaktoren oder Hormone reguliert. Der Einfluss dieser Faktoren auf die
Transkription ist abhdngig vom Zelltyp und der jeweiligen Matrix Metalloproteinase
[Birkedal-Hansen et al., 1993; Ries & Petrides, 1995; Benbow & Brinckerhoff, 1997].

Zur Zeit werden drei Aktivierungsmechanismen der einzelnen Mitglieder der Matrixine
diskutiert: Die stufenweisen Aktivierung, die Aktivierung auf der Zelloberfliche und die
intrazelluldren Aktivierung [Woessner & Nagase, 2000].

Die meisten MMPs werden als Zymogene in den extrazelluliren Raum sezerniert, wo sie
aktiviert werden. /n vitro erfolgt eine Aktivierung unter anderem durch chaotrope Reagenzien
(Natriumthiocyanat, NaSCN), durch Detergentien (SDS) oder durch Quecksilber- und
Schwefelverbindungen [Birkedal-Hansen, 1995]. Dabei wird die Bindung des Cysteins zum
Zinkion gelost, was eine Verdnderung der Tertidrstruktur zur Folge hat. AnschlieBend lagert
sich ein Wassermolekiill an das Zinkion an. Die aktivierte MMP gelangt nach auto-
katalytischen Spaltungen der Prodoméne zu ihrer katalytisch aktiven Form (Abb. 3). Dieser
Aktivierungsmechanismus wird als cysteine-switch bezeichnet [Springman et al., 1990; Van

Wart & Birkedal-Hansen, 1990].
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Abb. 3: Aktivierung der ProMMPs [Woessner & Nagase, 2000].

Die Abbildung zeigt die Aktivierung der ProMMPs durch Proteinasen und
verschiedene chemische Verbindungen.
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Die Aktivierung durch Proteinasen wie Plasmin, Trypsin und Kallikrein verlduft dhnlich. Im
ersten Schritt spaltet die Proteinase die Prodomine in der bait-Region, die den aktivierenden
Proteinasen exponiert ist. Durch die Spaltung werden Strukturdnderungen moglich, die das
katalytische Zentrum 6ffnen, so dass nach Anlagerung eines Wassermolekiils die Prodoméne
autokatalytisch abgespalten wird (Abb. 3).

Fiir die Progelatinase A haben Untersuchungen ergeben, dass die latente MMP durch viele
Proteinasen, wie z.B. Trypsin, Plasmin, und Kallikrein nicht aktiviert werden kann [Okada et
al., 1990]. Eine sehr langsame Aktivierung erfolgt durch MMP-1 und MMP-7. Sato et al.
(1994) identifizierten die MT1-MMP als Aktivator der Progelatinase A. In den folgenden
Jahren wurden weitere MT-MMPs entdeckt, die alle die Fahigkeit besitzen, ProMMP-2 zu
aktivieren [Takino et al., 1995; Kolkenbrock et al., 1997; Ravanti & Ké&héri, 2000; Morrison
et al., 2001]. Die Aktivierung wird durch Anwesenheit von TIMP-2 beschleunigt, wobei ein
Komplex aus zwei MT1-MMPs, TIMP-2 und ProMMP-2 gebildet wird [Strongin et al., 1995;
Overall et al., 2000]. Diese Prozesse finden aufgrund der Membranstindigkeit der MT-MMPs
an der Zelloberfliche statt.

Die intrazelluldre Aktivierung spielt bei den Zymogenen der MT-MMPs, des Stromelysin-3
und der MMP-28 eine Rolle. Sie besitzen am C-Terminus der Prodoméne die Sequenz
RR(K/R)R, die von Mitgliedern der Proproteinkonvertasen, wie z.B. Furin, erkannt wird.
Furin ist an Vesikel des trans-Golgi-Apparates assoziiert und kann somit die Prodoméne
intrazellulédr abspalten. Es erfolgt danach eine Sezernierung der aktiven MMP [Pei & Weiss,
1995 und 1996; Woessner & Nagase, 2000].

Der Serinproteinase Plasmin wird eine Hauptrolle bei der Umwandlung vieler ProMMPs in
die aktive Form zugeschrieben. Sie entsteht aus Plasminogen durch Einwirkung von den
spezifischen Plasminogenaktivatoren t-PA (tissue-type-Plasminogenaktivator) oder u-PA
(Urokinase-Plasminogenaktivator) [Birkedal-Hansen et al., 1993]. Untersuchungen an
Maiusen, die ein defektes Gen fiir u-PA besitzen, belegen die physiologische und
pathologische Bedeutung des u-PA/Plasmin Systems [Carmeliet et al., 1997]. Des Weiteren
wird eine Aktivierung der MMPs untereinander diskutiert [Nagase, 1997; Murphy &
Knéuper, 1997].

Eine andere Ebene der Regulation der Matrixine bildet die Wechselwirkung mit den
natiirlichen Inhibitoren, den TIMPs. Diese binden in einem stochiometrischen Verhiltnis von
1:1 nichtkovalent an die MMPs. Die Struktur der Matrixine ist bei dieser Bindung von

entscheidender Bedeutung. Dies wurde durch Untersuchungen der Komplexbildung der
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TIMPs mit korrekt gefalteten MMPs belegt, die durch eine Punktmutation im katalytischen
Zentrum inaktiviert waren [Birkedal-Hansen, 1995].

Bis heute sind vier strukturell sehr homologe TIMPs bekannt [Fassina et al., 2000]. Sie
besitzen zwolf konservierte Cystein-Reste, die sechs Disulfidbindungen ausbilden. Dabei
entsteht eine ausgepriagte Domidnenstruktur mit sechs Schleifen. Fiir die spezifische Bindung
der TIMPs an die MMPs werden die drei N-terminalen Schleifen verantwortlich gemacht.
Dieses konnte durch Strukturaufklarungen der Komplexe von humanem TIMP-1 mit der
katalytischen Doméne der MMP-3 und bovinem TIMP-2 mit der katalytischen Doméne der
MTI1-MMP belegt werden [Gomis-Riith et al., 1997; Fernandez-Catalan et al., 1998]. Die
Hemmung erfolgt durch die Bindung der TIMPs an das katalytische Zinkion. Insgesamt
finden Wechselwirkungen auf einer Flache von 1300 A? statt [Brew et al., 2000].

TIMP-1, -2, und -4 werden in 16slicher Form sezerniert, wohingegen TIMP-3 an die
extrazellulire Matrix assoziiert vorliegt [Gomez et al., 1997]. TIMP-1 und TIMP-2 zeigen
inhibitorische Wirkung gegeniiber allen MMPs. Zusétzlich bilden sie Komplexe mit den
Progelatinasen: Der Komplex von TIMP-2 mit MT1-MMP und ProMMP-2 spielt fiir die
Aktivierung der Progelatinase A eine Rolle, der Komplex aus TIMP-1 mit ProMMP-9 kann
weitere Matrixine inhibieren [Lichte et al., 1996; Kolkenbrock et al., 1995].

Ein unspezifischer Proteinase-Inhibitor ist das in der Leber produzierte o2-Makroglobulin,
das mit einer GroBle von 750 kDa im Serum enthalten ist. Es spielt z.B. bei Entziindungs-
prozessen eine Rolle als Inhibitor fiir die MMPs [Birkedal-Hansen et al., 1993; Cawston,
1996].

Fiir viele pathologische Prozesse wird ein Ungleichgewicht zwischen aktivierten MMPs und
TIMPs als auslosender Faktor angenommen. Die Erforschung und der Einsatz synthetischer
Inhibitoren zur Kontrolle des Gleichgewichts steht in den letzten Jahren immer mehr im
Mittelpunkt des Interesses. Die Wirkung dieser Hemmstoffe beruht im Allgemeinen auf der
Chelatisierung des Zinkions im katalytischen Zentrum. Bislang zeigen einige synthetische
Hydroxamate in vitro sowie in vivo die grofite inhibitorische Wirkung [Wojtowicz-Praga et
al.,, 1997]. Zur Zeit steht die Synthese von Inhibitoren mit einer Spezifitit gegen einzelne
Matrix Metalloproteinasen im Vordergrund. Rontgenstrukturanalysen von Matrixinen
komplexiert mit TIMPs oder mit synthetischen Inhibitoren, z.B. Batimastat, bilden die
Grundlage fiir die Entwicklung neuer Hemmstoffe [Grams et al., 1995; Lichte, 1997].
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3.2 Die humane Makrophagenelastase (HME, MMP-12)

Viele dehnbare Gewebe, wie z.B. Lunge, Blutgefile und Haut, bestehen zu einem
wesentlichen Anteil aus Elastin, einem fibrilliren, unter anderem durch Desmosin
querverbriickten Strukturprotein. Dieses wird nur durch wenige Proteinasen hydrolysiert. In
Vertebraten bilden die Elastasen die wichtigsten Elastin-degradierenden Enzyme. Allgemein
werden die Elastasen in Serin-Proteinasen, z.B. die neutrophile Elastase, und Metallo-
elastasen, z.B. die Makrophagenelastase, eingeteilt [Dong et al., 1997].

Die Makrophagenelastase wurde 1975 zuerst von Werb und Gorden in intraperitonealen,
Thioglykolat-stimulierten Makrophagen der Maus gefunden. Die erste Reinigung und
Isolierung aus Makrophagen der Maus gelang sechs Jahre spéter [Banda & Werb, 1981].
Nach Charakterisierung der Makrophagenelastase wurde eine Zugehorigkeit zur Familie der
Matrixine vermutet. Durch Klonierung, rekombinante Expression in Escherichia coli und
weitergehende Charakterisierung von Shapiro et al. (1992) wurde dieses Enzym eindeutig der
Klasse der MMPs zugeordnet. Erstmalig wurden auch die c¢cDNA-Sequenz und die
chromosomale Lokalisierung ermittelt. Ein Jahr spéter berichteten Shapiro et al. von der
Entdeckung der ¢cDNA der humanen Makrophagenelastase (HME) durch screening einer
Lungenmakrophagen-cDNA-Bank. Sie weist eine 74 %ige Homologie zu der cDNA der
Makrophagenelastase der Maus auf und ist in der daraus abgeleiteten Aminosduresequenz zu
64 % identisch. Die groBte Ubereinstimmung (49 %) im Vergleich mit anderen humanen
MMPs besitzt die HME zu Stromelysin-1 und der Interstitiellen Kollagenase [Shapiro et al.,
1993].

Genetische Regulation und Expression der HME

Zum ersten Mal wurde von Belaaouaj et al. (1995) iiber die chromosomale Lokalisierung des
HME-Gens und gewebespezifische Expression der HME berichtet. Das Gen ist, wie auch bei
MMP-1, -3, -7, -8, -10 und -13, auf dem Chromosom 11, Bande q22.2-22.3 lokalisiert. Auf
der 5°-Seite befinden sich folgende promotorspezifische Erkennungssequenzen: Nmyc
(-533 bp), CCAAT (-398 bp), PEA3 (-349 bp), AP-1 (-81 bp), STATS (-59 bp) und ets-1
(-17 bp). Durch Deletions- und Mutationsexperimente innerhalb dieser Bereiche und

anschlieender Stimulation von Monozyten oder Makrophagen mit dem Wachstumsfaktor
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GM-CSF' wurde gezeigt, dass die AP-1 Erkennungssequenz der entscheidende Promotor ist.
Bei beiden Zelltypen waren sowohl die mRNA- als auch die Proteinkonzentration der
MMP-12 stark erhoht [Wu et al., 2001].

Diese Ergebnisse wurden durch vergleichbare Untersuchungen an der Makrophagenzelllinie
RAW246.7 mit den Cytokinen und Wachstumsfaktoren IL-1p3, TNF-a, M-CSF, VEGF,
PDGF-BB und TPA? belegt. Der Wachstumsfaktor TGF-B1° wirkt in diesem Zusammenhang
inhibierend und aktiviert rezeptorvermittelt den intrazelluldren Effektor Smad3, der
seinerseits die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die AP-1 Erkennungssequenz
blockiert. Das hat zur Folge, dass die Transkription der MMP-12 mRNA verhindert wird,
wobei die Stimulation nur die Transkription des Gens beeinflusst und nicht die Stabilitét der
mRNA [Feinberg et al., 2000]. Dies bestitigten Untersuchungen an einer Makrophagenzell-
linie der Maus, bei denen die Zellen nach Behandlung mit einem Phorbolester (4p3-Phorbol-
12-myristat-13-acetat) erhohte bzw. mit Dexamethason erniedrigte mRNA Konzentrationen
der MMP-12 enthielten [Monet-Kuntz et al., 1997].

Eine verstidrkte Expression der MMP-12 auf mRNA- und Proteinebene wurde bei Makro-
phagen nach Stimulation ihres CD40-Rezeptors nachgewiesen. Dieser Rezeptor interagiert
in vivo mit dem CD40-Liganden, einem Oberflachenprotein aktivierter T-Zellen. Diese Zell-
Zell Stimulation von Makrophagen und aktivierten T-Zellen kann u.a. bei arteriosklerotischen
Prozessen, bei denen beide Zelltypen verstérkt auftreten, eine Rolle spielen [Wu et al., 2000].
Die Plasmin- oder Thrombin-induzierte Aktivierung des PAR-1 (proteinase-activated
receptor-1) durch die Abspaltung eines N-terminalen Abschnitts fithrt nur zu einer Erhohung
der Konzentration an aktiver MMP-12. Dieser Signalweg wird iiber ein aktiviertes G-Protein,
Protein Kinase C und MAP-Kinasen® vermittelt [Raza et al., 2000]. Weiterhin konnte eine
Erhohung der MMP-12 mRNA-Menge durch Behandlung von Makrophagen mit
Diethylmaleat, einem elektrophilen Signalmolekiil fiir oxidativen Stress, nachgewiesen
werden [Kawane et al., 1999]. Hyaluron Fragmente mit geringem Molekulargewicht (200
kDa), die bei entziindlichen Prozessen im Lungengewebe vorkommen, stimulieren
Makrophagen ebenfalls zur Produktion einer erhohten Menge der MMP-12 mRNA [Horton et
al., 1999].

Eine Erniedrigung der MMP-12 mRNA- und Proteinkonzentration wurde durch Inkubation
von Makrophagen mit einem synthetischen Lipopeptid JBT 3002 gezeigt. Dieses ist ein

' GM-CSF: granulocyte macrophage-colony stimulating factor

2IL-1B: Interleukin-1p, TNF-a:: Tumornekrose Faktor-o,, M-CSF: macrophage-colony stimulating factor, VEGF: vascular
endothelial growth factor, PDGF-BB: platelet derived growth factor-BB, TPA: 12-o-Tetradecanoylphorbol-13-acetat

3 TGF-B1: transforming growth factor-B1

* MAP-Kinasen: mitogen activated protein-Kinasen
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synthetisches Analogon von Lipopeptiden der &dufleren Membran von gram-negativen
Bakterien [Kumar et al., 2000]. Gegensétzliche Untersuchungen von Trask et al. zeigten, dass
das Oberflachen Protein D (SP-D, surfactant protein D) nach Aktivierung in der Lage ist, die
Biosynthese von MMP-1, -3 und -12 in Makrophagen zu induzieren. Dieses kann als eine
schiitzende Funktion gegen bakterielle Infektionen interpretiert werden [Trask et al., 2001].
Insgesamt wird durch diese sehr verschiedenen Untersuchungen deutlich, dass immer mehr
Molekiile gefunden werden, die die Transkription und Sezernierung der MMP-12 durch
duflere Stimulierung von Makrophagen beeinflussen. Dabei sind aktuell immer mehr die
Rezeptoren und intrazelluldren Signalmolekiile von Interesse, da z.B. ein Signalmolekiil bei
verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Prozesse induzieren kann.

Bislang sind nur wenige Zelltypen bekannt, die in vivo die MMP-12 exprimieren. Nachdem
Shapiro (1994) die Expression der HME in Lungenmakrophagen beschrieben hatte, konnte
das Protein in nachfolgenden Arbeiten in aktivierten Gewebemakrophagen im Peritoneum
und im zentralen Nervensystem detektiert werden [Shapiro & Senior, 1998]. In Hauttumoren
wurde die MMP-12 durch immunhistologische Untersuchungen in kanzerogenen Epithel-
zellen nachgewiesen [Kerkeld et al., 2000]. Weiterhin wurde die mRNA mit Hilfe von
Northern Blots im Plazentagewebe und in Lebertumorzellen entdeckt. In Gewebeproben aus
Herz, Gehirn, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Magen konnte keine Expression der

entsprechenden mRNA festgestellt werden [Belaaouaj et al., 1995; Gorrin-Rivas et al., 1998].

Aktivierung und Prozessierung

Bei der Aktivierung des latenten Enzyms (54 kDa) wird nicht nur die Prodoméne (8 kDa),
sondern auch der C-Terminus (23 kDa) abgespalten. Diese autokatalytische Prozessierung des
Enzyms wird durch Plasmin, Trypsin und Stromelysin-1 beschleunigt und stellt eine
Besonderheit im Vergleich zu allen anderen bislang bekannten MMPs dar [Shapiro & Senior,
1998]. Fiir viele ProMMPs wird eine Aktivierung durch Plasmin angenommen. Dieses
entsteht aus Plasminogen durch t-PA oder u-PA. Verschiedene Miuse mit t-PA (t-PA —/-)
oder u-PA (u-PA —/-) Gendefekt wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, aktive MMP-12 zu
exprimieren. Dabei wurde bei t-PA —/— Méusen unverdnderte Expression und Aktivitit der
MMP-12 nachgewiesen, wohingegen die u-PA —/— Tiere nicht in der Lage waren, aktive
MMP-12 zu prozessieren [Carmeliet et al., 1997]. Die u-PA/Plasmin vermittelte Aktivierung

der ProMMP-12 zum aktiven Enzym scheint damit eine bedeutende Rolle zu spielen.
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Sequenz-Spezifitit und mogliche Substrate

Bei ersten Spaltversuchen mit der Makrophagenelastase der Maus mit Elastin und der Insulin
B-Kette zeigte das Enzym eine Spezifitit fiir Leucin in P,” Position [Banda & Werb, 1981;
Kettner et al., 1981].

Die humane Makrophagenelastase spaltet a.1-Proteinase Inhibitor zwischen Phe®**-Leu®> und
Glu'-val*® mit wesentlich grofBerer Effektivitit als andere MMPs [Gronski et al., 1997].
Mit Hilfe von Spaltversuchen an synthetischen Oktapeptiden konnte fiir die MMP-12 eine
Spezifititsreihe mit bevorzugten Aminosdureresten in P’ Position aufgestellt werden: Leu >>
Ala > Lys > Phe > Tyr > Trp > Arg > Ser > Glu [Gronski et al., 1997]. Dabei ist interessant,
dass sie als einzige von den untersuchten MMPs N-terminal zu Arginin spalten kann.
Aufgrund der herausragenden Stellung der HME bei der Spaltung von Elastin verglichen mit
anderen MMPs wurde diese Féhigkeit genauer untersucht. Mecham et al. (1997) konnten
zeigen, dass MMP-12 auch hier Leucin in P;’ bevorzugt, wohingegen Gelatinase B eher
»sperrige® aliphatische bzw. Thermolysin kleine Aminosduren in P;’ tolerieren. Diese
Spaltung vor Leucin ermdglicht eine hdhere Abbaurate fiir anschlieBende Degradierungs-
prozesse als eine Spaltung an anderen Aminosdureresten [Shapiro & Senior, 1998]. Es
wurden viele weitere Substrate fiir in vitro Spaltungsuntersuchungen eingesetzt, wobei jedoch
nur selten die N-terminalen Aminosdurereste bestimmt wurden. In der folgenden Tabelle

(Tab. 2) sind die in vitro gespaltenen Substrate aufgefiihrt.

Tab. 2: In vitro degradierte Proteine der MMP-12 nach [Gronski et al., 1997;
Chandler et al., 1996; Belaaouja et al., 2000 ; Edelstein et al., 1999].

ECM-Proteine Aggrekan

Elastin

k-Elastin

Entaktin

Fibrinogen

Fibrillin

Fibronektin

Gelatin

Kollagen [ und IV
Laminin

myelin basic protein
Vitronektin
Plasma-Proteine a1-Proteinase Inhibitor
a2-Makroglobulin
Fibrinogen

Insulin B-Kette

tissue factor pathway inhibitor
Apolipoprotein A-I
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Im Folgenden werden weitere potentielle Substrate der MMP-12 vorgestellt, die im Rahmen
dieser Arbeit eingehend untersucht werden sollten.

Der Einfluss der Matrix Metalloproteinasen auf die Blutgerinnungskaskade und das
fibrinolytische System ist aktuell von groBem Interesse [Tschesche et al., 2000; Ugwu et al.,
2001]. Dabei stehen zum einen die Faktoren der Blutgerinnungskaskade als Substrate und
zum anderen der FEinfluss von z.B. Plasmin und Thrombin auf die Aktivierung und
Expression von MMPs im Mittelpunkt [Hiller et al., 2000; Raza et al., 2000].

Der Hagemann Faktor (Faktor XII) ist die latente Form einer Serin-Proteinase (80 kDa),
die im Blutplasma zirkuliert. Der aktivierte Faktor XIla fungiert als Initiator mehrerer
Reaktionen, wie z.B. des intravaskuldren Systems der Blutgerinnung, der Fibrinolyse und der
Bradikinin Freisetzung [Reddigari et al., 1993]. Fiir die Aktivierung des Hagemann Faktors
ist die Bindung an anionische Oberflichen ndtig. Dort kann durch das Kallikrein/Kinin-
System oder durch Autokatalyse der aktive a-Faktor XIla entstehen [Silverberg et al., 1980].
Dieser a-Faktor XIla besteht aus zwei Ketten mit einer Gréf3e von 50 und 28 kDa, die iiber
eine Disulfidbriicke verkniipft sind. Eine weitere Degradierung durch Trypsin fiihrt zum
B-Faktor XIla, wobei die 50 kDa Kette zu einem Nonapeptid gespalten wird und die Aktivitat
erhalten bleibt [McMullen & Fujikawa, 1985].

Thrombin ist eine multifunktionelle Serin-Proteinase, die eine zentrale Rolle bei der
Blutgerinnung und Pléttchenaggregation spielt. Weiterhin hat Thrombin einen Einfluss auf
zelluldre Prozesse wie Chemotaxis, Proliferation und Sezernierung von Cytokinen [Goldsack
et al., 1998]. Prothrombin wird durch Spaltung durch Faktor Xa an zwei Stellen aktiviert. Das
entstehende Thrombin besteht aus zwei Ketten, o und B, die iiber eine Disulfidbriicke
verkniipft sind [Di Cera et al., 1997]. Diese Proteinase spaltet die Fibrinopeptide A (Ao 1-16)
und B (BB 1-14) von dem im Blutplasma zirkulierenden Fibrinogen ab. Dieses 340 kDa
grole Protein besteht aus drei Paaren von Polypeptidketten (Aa, BB und y), welche iiber
Disulfidbriicken in einer zentralen Domine verbunden sind. Nach Abspaltung der dort
lokalisierten Fibrinopeptide polymerisieren die Monomere zu Fibrin.

Die aus 11 Aminosduren bestechende Substanz P wird von den primédren sensorischen
Neuronen im zentralen Nervensystem synthetisiert. Dieses Neuropeptid dient der chemischen
Ubertragung von Impulsen von peripheren Nerven auf Nervenzellen des Riickenmarks. Es ist
ein Hauptmediator bei der Weiterleitung von Schmerzempfingungen [Zubrzycka & Janeck,
2000]. Weiterhin vermittelt dieser Neurotransmitter die Kontraktion glatter Muskelzellen, die
Reduktion des Blutdrucks und die Stimulation sekretorischer Gewebe [Snijdelaar et al., 2000;
Hokfelt et al., 2001].
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Die Nervenfasern des zentralen Nervensystems sind von Myelinscheiden umgeben. Diese
Isolationsschicht enthilt verschiedene Isoformen des myelin basic proteins (MBP) als
Hauptbestandteile. Das MBP stabilisiert die einzelnen Axone und sorgt fiir eine hohe

Geschwindigkeit bei der Weiterleitung von Nervenimpulsen [Readhead et al., 1990].

Physiologische und pathologische Bedeutung der MMP-12

Makrophagen sind in Prozessen bei Wundheilung, Entziindungsreaktionen und Gewebe-
umbau involviert. Die von diesen Zellen sezernierte Makrophagenelastase spielt aufgrund
threr breiten Substratspezifitit gegeniiber Bestandteilen der ECM eine wichtige Rolle.
Weiterhin sind Makrophagen die wichtigsten Abwehrzellen in der Lunge. Nach der Lungen-
Lavage gesunder Menschen und Patienten mit Lungenemphysem ermittelten Finlay et al.
(1997a/b) bei den isolierten Zellen einen Anteil von iiber 90 % Makrophagen und ca. 1 %
Leukozyten. Dabei war die Zahl der Zellen bei Patienten mit Lungenemphysem gegentiiber
der bei gesunden Menschen leicht erh6ht. Es konnte jedoch keine verstdrkte Transkription der
HME cDNA nachgewiesen werden. Vielmehr wurden erh6hte mRNA-Konzentrationen der
Gelatinase B und der Interstitiellen Kollagenase festgestellt, welche mit den pathologischen
Prozessen des Lungenemphysems in Verbindung gebracht werden [Finlay et al., 1997a].

Im Gegensatz dazu diskutiert Shapiro (1994) eine Beteiligung der HME an destruktiven
Vorgingen des Lungenemphysems unter der Voraussetzung, dass die Regulation der Aktivitét
der MMP-12 gestort ist. Diese Annahme wird durch die Fihigkeit des Enzyms Elastin
abzubauen und durch ein verstirktes Auftreten der Makrophagen im Lungengewebe
unterstiitzt. Weiterhin kann die HME den physiologischen Inhibitor der Leukozytenelastase,
al-Proteinase Inhibitor, spalten. Dieses fiihrt zu einer beschleunigten Ausbildung des
Lungenemphysems [Gronski et al., 1997].

Aktuelle Untersuchungen an MMP-12  knockout Maiusen belegen die pathologische
Bedeutung dieser Proteinase bei dem durch Zigarettenrauch induzierten Lungenemphysem.
Maiduse mit defektem MMP-12 Gen bilden trotz Einwirkung von Zigarettenrauch im
Gegensatz zur gesunden Maus kein Emphysem aus [Shipley et al., 1996]. Zusitzlich ist das
Lungengewebe bei der Wildtyp Maus stark von Makrophagen infiltriert, wohingegen keine
erhohte Anzahl bei Mausen mit MMP-12 Gendefekt festgestellt werden konnte. Diese
Infiltration kann aber durch zusétzliche Applikation von MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) angeregt werden, wodurch aber keine Degradierung des Lungengewebes wie beim

Emphysem der Wildtyp Maus einsetzt [Hautamaki et al., 1997]. Diese Ergebnisse lassen
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einen positiven feedback Mechanismus vermuten: In gesunden Maéusen wird durch
Zigarettenrauch der Abbau des Lungengewebes induziert, wobei die MMP-12 fiir die
Spaltung des Elastins verantwortlich ist. Entstehende Fragmente des FElastins wirken
chemotaktisch auf weitere Monozyten, die dann in das Lungengewebe einwandern und als
ausgereifte Makrophagen in der Lage sind, weiteres Gewebe abzubauen. Dadurch entsteht der
positive feedback und der verstirkte Gewebeabbau fiihrt zum Emphysem [Shapiro & Senior,
1998].

Auch im Zusammenhang mit der Arteriosklerose sind die Makrophagen von besonderem

Interesse. Dieser chronisch entziindliche Prozess wird in drei Stadien eingeteilt (Abb. 4).

Lipoproteine Blutplattchen

’ Fibrin

Schaumzellen nekrotischer Kern  \fibroser Bereich

Abb. 4: Drei Stadien der Arteriosklerose [Breslow, 1996].

Im ersten Schritt lagern sich Monozyten an Endothelzellen an und wandern in den
subendothelialen Raum. Nach Aufnahme von Lipiden und Transformation zu sogenannten
Schaumzellen (macrophage foam cells, MCFs) bilden sie die fatty streaks (1. Stadium). Mit
der Zeit entstehen aus ihnen fibrose Plaques (2. Stadium). Diese sind durch nekrotische MCFs
und aus glatten Muskelzellen (smooth muscle cells, SMCs) und Kollagenen bestehende
Bereiche gekennzeichnet. Die Plaques konnen durch Fibrin- und Blutplittchen-Anlagerung
zum GefaBverschluss (Thrombose) oder durch proteolytische Prozesse zum Riss der
GefaBwand mit anschlieBenden Blutungen fithren (3. Stadium) [Breslow, 1996]. Bei diesen
komplexen Prozessen spielen die Makrophagen und Schaumzellen und die von ihnen
sezernierte MMP-12 eine wichtige Rolle.

Eine Thrombose tritt auch nach Abldsung eines Teils der Plaques auf, wobei proteolytische
Prozesse fiir die Instabilitit verantwortlich sind [Halpert et al., 1996]. Dadurch werden Risse
der GefdBwand mit anschlieBenden Blutungen mdglich. Fiir diese vorausgehenden
proteolytischen Vorgénge wird unter anderem die MMP-12 verantwortlich gemacht, was

durch eingehende Untersuchungen an Kaninchen belegt wurde [Matsumoto et al., 1998].
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Ahnliche Zusammenhinge treten bei dem Krankheitsbild des Aortenaneurysmas auf. Hierbei
handelt sich um eine massive Infiltrierung von Makrophagen in die GefiBwand der Aorta, die
mit umfassenden Umstrukturierung des elastischen Gewebes und sackartiger Gefdlerwei-
terung einhergeht. In dem betroffenen Gewebe wurde eine starke Expression der MMP-12
nachgewiesen [Curci et al., 1998]. Miuse mit einer Apolipoprotein E Defizienz (Apo E —/-)
und gleichzeitiger fettreicher Diédt bilden arteriosklerotische Plaques und Mikroaneurysmen in
ihren Blutgefdfen aus. Das hauptsichlich in der Leber vorkommende Apolipoprotein E ist ein
Oberfldchenbestandteil von Lipoproteinpartikeln und ein Ligand fiir die Lipoprotein Erken-
nung und deren Aufnahme mit Hilfe eines Rezeptors. Durch einen genetischen Defekt dieses
Apolipoprotein E Gens kommt es zu verminderter Aufnahme von Lipoproteinen aus dem
Blut, wodurch die zu Aneurysma fithrenden krankhaften GefiBwandverdnderungen ausgelost
werden. Miuse mit zusdtzlicher Defizienz des u-PA Gens (u-PA —/-) aber nicht t-PA —/— sind
gegen die Ausbildung von Aneurysmen geschiitzt. Diese Tatsache ldsst eine entscheidende
Rolle der u-PA/Plasmin vermittelten Aktivierung der ProMMPs insbesondere der
ProMMP-12 vermuten, da sie in dem betroffenen Gewebe stark exprimiert wird [Carmeliet et
al., 1997; Curci et al., 1998]. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Beteiligung der MMP-12 bei
der Infiltrierung der Makrophagen und den anschlieenden krankhaften Gefafverdnderungen

wie Arteriosklerose und Aneurysma.

Die MMPs werden weiterhin in zunehmenden Mall mit dem Krebsgeschehen in Zusammen-
hang gebracht. Dabei werden sie fiir folgende Prozesse verantwortlich gemacht: Zum einen
unterstiitzen sie das Tumorwachstum durch den Abbau der umgebenden ECM. Zum anderen
konnen metastasierende Zellen mit Hilfe der Matrixine die Basalmembran durchdringen.
Zusitzlich fordert z.B. die MMP-2 durch Bindung an das Integrin a3 auf Endothelzellen die
Angiogenese des Tumors. Angiogenese ist einer der zentralen Prozesse beim Wachstum von
Geschwiiren, da ohne die Neubildung von BlutgefdBBen eine Versorgung des Tumors mit
Nahrstoffen und Sauerstoff nicht mdglich ist und die Tumorgréfe damit auf weniger als einen
halben Millimeter beschrinkt bleiben wiirde. Eine Hemmung der Angiogenese stellt damit
einen vielversprechenden Ansatz bei der Unterdriickung des Tumorwachstums dar.

In diesem Zusammenhang wird in letzter Zeit die Funktion der MMP-12 intensiv untersucht.
Sie wird in den meisten Tumorgeweben von umgebenden oder von infiltrierten Makrophagen,
die teilweise bis zu 60 % der Tumormasse ausmachen, sezerniert [Heppner et al., 1996; Dong
et al., 1997]. Einige Arbeiten zeigten, dass auch kanzerogene Epithelzellen der Haut und
Leberzellen beim HCC (hepatocellular carcinoma) in der Lage sind MMP-12 zu exprimieren

[Kerkeld et al., 2000; Gorrin-Rivas et al., 1998]. Die MMP-12 besitzt im Vergleich zu allen
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anderen MMPs die grofte proteolytische Aktivitit gegeniiber dem im Gewebe und im Plasma
vorkommenden Plasminogen. Bei der Degradierung wird Angiostatin freigesetzt, welches die
Proliferation von Endothelzellen inhibiert und somit antiangiogene Wirkung besitzt. Somit
hat die von Tumor-infiltrierten Makrophagen sezernierte MMP-12 wahrscheinlich positive
Eigenschaften durch Hemmung der Angiogenese des Tumors [O’Reilly et al.,, 1994;
Cornelius et al., 1998].

Gorrin-Rivas et al. konnte durch eine klinische Studie an Patienten mit Lebertumoren eine
direkte Korrelation zwischen MMP-12-Expression und Angiostatin-Produktion feststellen.
Zusitzlich zeigten Patienten mit starker Expression von MMP-12 eine héhere Angiostatin
Konzentration und eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit geringer oder
nicht detektierbarer MMP-12 Sekretion [Gorrin-Rivas et al., 1998]. Diese Ergebnisse wurden
bei Patienten mit Dickdarmkrebs bestitigt. Dort hatten Patienten mit einer Uberexpression der
MMP-12 mRNA eine signifikant hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit [Yang et al., 2001]. In
einer weiteren Studie wurden diese positiven Effekte zum Teil durch erhohte Mengen des
Wachstumsfaktors VEGF® aufgehoben [Gorrin-Rivas et al., 2000b]. Diese Tatsache
demonstriert die Bedeutung des Zusammenspiels zwischen Stimulierung der Angiogenese
durch z.B. VEGF, PD-EGF und FGF® und Inhibierung durch z.B. Angiostatin, Endostatin und
Thrombospondin.

Mit Hilfe der Gentherapie wurden in diesem Zusammenhang die bedeutendsten Ergebnisse
erzielt. Grundlage waren Maiuse mit subkutan wachsenden Darmtumorzellen, die keine
Makrophagenelastase exprimieren. Diese Tumorzellen wurden mit HVJ’ kationischen
Liposomen transfiziert, die ein Plasmid mit der cDNA fiir MMP-12 enthalten. Nach
erfolgreicher Transfektion sezernierten diese Zellen MMP-12 und das Tumorwachstum wurde
gestoppt. Gleichzeitig wurden eine hohere Angiostatin-Konzentration und mehr apoptotische
Zellen im Vergleich zum unbehandelten Tumor gefunden [Gorrin-Rivas et al., 2000a und
2001].

Diese Ergebnisse zeigen die wichtige Funktion der MMP-12 bei den hier aufgefiihrten
Prozessen. Fiir eine Korrelation der Makrophagenelastase-Konzentration im Tumorgewebe
und der damit einhergehenden Angiogenese ist die Entwicklung eines enzyme-linked immuno-
sorbent assays (ELISAs) von Interesse. Dieser ELISA konnte z.B. bei den gentherapeutischen
Ansdtzen in Mausmodellen eingesetzt werden. Damit wire es mdglich, die Menge der

MMP-12 zu quantifizieren, um nachfolgend die Behandlung des Tumors zu optimieren.

3> VEGEF: vascular endothelial growth factor
8 PD-EGF: platelet derived-endothelial growth factor, FGF: fibroblast growth factor
"HVI: hemagglutinating virus of Japan
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4 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Losungsmittel werden in p.A.-Qualitét ein-
gesetzt. Doppelt destilliertes Wasser (H,Opigest) Wird durch eine Millipore-Q-Filtrationsanlage

(Millipore, Neu Isenburg) gewonnen.

4.1 Molekularbiologische Methoden

Zur Manipulation und Analyse von Nukleinsduren, Proteinen und Escherichia coli kommen
Standardmethoden zum Einsatz, die ausfiihrlich unter Sambrook et al. (1989) beschrieben
sind. Dort sind auch die verwendeten Losungen und Puffer aufgefiihrt. Im Folgenden werden
nur Techniken dargestellt, die von den dort erliuterten Methoden abweichen, bzw. eine

Abwandlung enthalten.

Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die RNA wird aus dem Cytoplasma von Gewebezellen unter Verwendung des ,,RNeasy Midi
Kits*“ (QIAGEN, Hilden) isoliert. Zusitzlich werden zum vollstdndigen Homogenisieren des
Gewebes im Lyse-Puffer ,,QIAshredder“-Saulen (QIAGEN, Hilden) eingesetzt. Die Durch-
fiihrung erfolgt gemaf Herstellerprotokoll [QIAGEN, 1997].

Formaldehyd-Agarose Gelelektrophorese

Die Formaldehyd-Agarose (FA) Gelelektrophorese wird zur Trennung und Analyse von RNA
genutzt [Lehrach et al.,, 1977]. Die FA-Gelelektrophorese wird in horizontalen Elektro-
phoresekammern (Eigenbau, Universitit Bielefeld) gemiB3 Protokoll durchgefiihrt [QIAGEN,
1997].

Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) wird eingesetzt, um ausgehend von einzelstrangigen RNA-
Matrizen die ersten cDNA Strénge zu synthetisieren [Newton & Graham, 1994]. Es wird eine
Mutante der Reversen Transkriptase des Moloney-Maus-Leukémie-Viruses (SuperScript™
RNAse-H, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) verwendet. Die unspezifische
Reverse Transkription wird mit d(T);,.;5-Oligonukleotiden als Primer geméall Hersteller-

angaben (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) durchgefiihrt.
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Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) werden unter Verwendung eines modifizierten
Standardprotokolls in dem MiniCycler PTC-150-16 (MJ Research, Watertown, USA)
durchgefiihrt [Saiki et al., 1988].

Fiir die zielgerichtete Mutagenese wird das ,,QUIKchange™ Site Directed Mutagenesis Kit*

(Stratagene, Heidelberg) nach zugehdrigem Protokoll eingesetzt.

Standard-PCR-Programm

Schritt Anmerkung Dauer Temperatur

1. |Denaturierung 2 min 95°C

2. |Denaturierung 1 min 95°C
e 130455 g mempersun
4. |Polymerisation + 1 s/ Zyklus | 1 min 72°C

5. |39 x zu Schritt 2

6. |Nachbehandlung 10 min 72°C

7. | Reaktionsstopp 4°C

Mutagenese-PCR-Programm

Schritt Anmerkung Dauer | Temperatur
1. |Denaturierung 30s 95°C
2. Denaturierung 30s 95°C
3. |Primeranlagerung 60 s 55°C
4. | Polymerisation 12 min 72°C
5. 13 x zu Schritt 2
6. Reaktionsstopp 4°C
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Folgender Standard-PCR-Ansatz wird verwendet:
- 41,5 pL H2Opigest
- 1,5 uL DNA-Templat (1-10 ng)
- 5,0 uL GeneAmp® 10 x PCR-Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA)
- 0,5 pL forward-Primer (1 pg/uL)
- 0,5 pL reverse-Primer (1 pg/uL)
0,7 uL ANTP-Mix 10 mM (Boehringer Mannheim, Mannheim)
0,3 uL AmpliTaq®-DNA-Polymerase (5 U/uL) (Perkin Elmer, Branchburg, USA)
iberschichtet mit 50 puL Paraffin

Die Mutagenese-PCR wird mit 5 pL. 10 x Pfu-Puffer (Stratagene, Heidelberg) und 0,8 pL
Pfu-Polymerase (5 U/uL) (Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt.

Verwendete Oligonukleotide (MWG-Biotech, Ebersberg):

KaDol.F 5’-GATCTCCATATGTTCAGGGAAAT-3’
ProHME.F 5’-GCTTCTCATATGCTTCCCCTGAAC-3’
hProl.F 5’-CTTCCCCTGAACAGCTCTAC-3’

ProKaDoHME.R 5’-GGATCCTTATCCATACAGGGACTGAAT-3’

hKaDol.R 5’-TCCATACAGGGACTGAATGC-3’
KaDoEAI1.F 5’-GCTGTTCACGCGATTGGC-3’
KaDoEA2.R 5’-GCCAATCGCGTGAACAGC-3’

bForl 5’-ATCTTGCACCACACCTTCTACAAT-3’
bRevl 5’-CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCC-3’

Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese wird in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Eigenbau,
Universitit Bielefeld) durchgefiihrt. Die Bestimmung des Molekulargewichts erfolgt durch
Vergleich mit einem DNA-Léngenstandard (1 kb DNA Leiter, Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein). Die DNA-Fragmente werden mit Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-ethyl-5-
phenylphenanthridiniumbromid) angeférbt.

Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wird mit dem ,,High Pure® PCR

Product Purification Kit* (Boehringer Mannheim, Mannheim) durchgefiihrt.
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Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung der E. coli-Stimme XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg), BL21 (DE3)
(Novagen Inc., Madison, USA) und TOP10 (Invitrogen, Leek, Niederlande) erfolgt in
LB-Medium [Sambrook et al., 1989].

Nach Transformation mit pET11a, pET12b (Novagen Inc., Madison, USA) oder pCR*2.1
TOPO Vektoren (Invitrogen, Leek, Niederlande), die den Zellen Ampicillinresistenz
vermitteln, wird dem Medium noch 1,0 uL Amp*” (Gerbu Biotechnik GmbH, Galberg) pro
Milliliter Medium zugesetzt.

Zur Herstellung von tiber Nacht (iiN)-Kulturen positiver Transformanden werden 5,0 mL
LB-Medium mit 5,0 uL Amp® versetzt, mit E. coli-Zellen angeimpft und iiber Nacht bei
37°C im Rollinkubator (Eigenbau, Universitét Bielefeld) inkubiert.

Zur Langzeitlagerung von Bakterienkulturen bei -20°C oder -70°C werden die Fliissig-

kulturen (1:1) mit Glycerin versetzt.

Isolierung von DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus iiN-Kulturen fiir Restriktionsanalysen wird die
»Alkalische Lyse* nach Standardvorschrift angewendet [Sambrook et al., 1989].

Die Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung oder Spaltung mit folgender Ligation eines
Fragments und Transformation wird unter Verwendung des ,,High Pure® Plasmid Isolation

Kit* (Boehringer Mannheim, Mannheim) isoliert.

Sequenzierung von DNA

Die Nukleinsduren werden gemdf3 der Didesoxymethode sequenziert [Sanger et al., 1977].
Die Sequenzierungen werden von Frau Dr. W. Engelhard (IIT, Universitit Bielefeld) mit dem
,LI-COR Sequencer (MWG Biotech) bzw. mit dem ,,ABI-DNA-Sequencer* (Perkin Elmer)
durchgefiihrt. Es werden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide bei dem ,,LI-COR Sequencer

und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide bei dem ,,ABI-DNA-Sequencer* eingesetzt.

Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsenzyme BamHI, Xhol, (GeneCraft, Miinster) und Ndel (Biolabs, Beverly,
USA) werden gemi3 Herstellerangaben mit den empfohlenen Puffern eingesetzt. Fiir
Restriktionsanalysen wird der Ansatz 2 h und fiir Klonierungen iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Trennung der Fragmente erfolgt im Agarosegel, woraus die DNA fiir

anschlieende Klonierungsversuche isoliert werden kann.
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Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA

Die T4-DNA-Ligase (GeneCraft, Miinster) katalysiert die Ligation von DNA [Weiss et al.,
1968]. Um eine Rezyklisierung der Vektoren zu unterdriicken, werden die linearen Vektoren
mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase (Promega, Madison, USA) am 5’-Ende dephos-
phoryliert. Die Ligation erfolgt gemifl Vorschrift des Herstellers {iber Nacht bei 14°C.

Transformation von E. coli

Die Transformation wird nach Standardvorschrift unter Verwendung von LB-Medium statt
SOC-Medium durchgefiihrt [Sambrook et al., 1989].

Die Herstellung transformationskompetenter Zellen erfolgt nach einer modifizierten
Vorschrift: 100 mL LB-Medium werden mit 1,5 mL der iiN-Kultur versetzt und bei 37°C im
Schiittelinkubator bis zu einer ODs7g von 0,5 inkubiert. Die Zellkultur wird 10 min auf Eis
gekiihlt und anschlieBend in eisgekiihlte 50 mL Zentrifugenrohrchen iibergefiihrt. Die Losung
wird 10 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird vorsichtig in
5,0 mL einer eiskalten CaCl, / MgCl, (80 / 50 mM) Losung resuspendiert, anschlieBend
20 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird
vorsichtig in 3,0 mL eisgekiihlter CaCl,-Losung (0,1 M) resuspendiert und in 200 pL
Portionen aliquotiert. Zur Langzeitlagerung bei -20 oder -70°C werden 200 uL eiskaltes

Glycerin zugegeben und vorsichtig durchmischt.

Klonierung mit dem ,, TOPO TA Cloning® Kit*“ (Invitrogen, Leek, Niederlande)

Bei dieser Klonierungsmethode wird ausgenutzt, dass Polymerasen wie AmpliTaq® ein
Adenosin-Nukleotid an die 3’-Enden der Amplifikate bindet. Der pCR®2.1 TOPO Vektor
verfiigt iiber einen Thymidin-Uberhang am 3’-Ende, wodurch das Anlagern von PCR-
Produkten erleichtert wird. Eine kovalent an den Enden des Vektors gebundene Topo-
isomerase ligiert die komplementéren Enden. Die Durchfithrung der ,,TOPO TA*“-Klonierung
richtet sich nach der Vorschrift des Herstellers (Invitrogen, Leek, Niederlande).

Zusitzlich erfolgt die Selektion der Bakterienklone auf eine erfolgreiche Transformation von
Plasmid-DNA mit /nsert-DNA iiber den X-Gal-Test [Ullmann et al., 1967; Sambrook et al.,
1989].
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4.2 Proteinbiochemische Methoden

Proteinexpression

Zur Proteingewinnung werden Bakterienkulturen im Schiittelinkubator bei 37°C bis zu einer
ODs7g von 0,6 inkubiert. Durch Zugabe von IPTG (Eurogentec Bel S.A., Seraing, Belgien)
(0,4 mM Endkonzentration) wird die Expression induziert und nach vier Stunden durch
Kiihlen auf Eis abgebrochen. Expressionskontrollen werden durchgefiihrt, indem 1 mL-
Proben in bestimmten zeitlichen Abstinden entnommen werden. Diese Proben werden fiinf
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Bestandteile des Pellets werden anschliefend mit
Hilfe der SDS-PAGE getrennt und mit der Coomassie-Blue Farbung nachgewiesen.

Fiir Testexpressionen werden 50 mL LB-Medium mit 50 pL Amp*® und 1 mL @N-Kultur
angeimpft.

Proteinprdparation aus E. coli

Die rekombinant exprimierten Proteine werden von E. coli hdufig in Form sogenannter
inclusion bodies abgelagert. Um diese unldslichen Proteinaggregate zu isolieren, werden die
Bakterienzellen einer Zell-Lyse unterworfen. Die Préparation der rekombinanten Proteine aus
E. coli erfolgt nach einer etablierten Vorgehensweise [Lang et al., 2001]. Zum Uberpriifen der
Proteinpriparation wird eine Probe im SDS-PAGE analysiert.

Proteinfaltung durch Dialyse gegen Nativpuffer

Die Proteinfaltung erfolgt durch eine erste Dialyse der Proteinlésung gegen Nativpuffer
(20 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 5 mM CaCl,; 0,5 mM ZnCl,; 0,005% NaN3) und
zweimal gegen Puffer E (5 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 M NaCl; 5 mM CaCly; 0,005% NaNj3)

fiir jeweils mindestens drei Stunden bei 4°C.

Dialyse
Die Proteinlésung wird in einem semipermeablen Celluloseschlauch (Roth, Karlsruhe) mit
einer Ausschlussgrenze von 12-14 kDa bei 4°C und leichtem Riihren iiber Nacht gegen das

50-fache Volumen des entsprechenden Puffers dialysiert.

Reinigung der rekombinanten, katalytischen Domdne der MMP-12
Die Reinigung der katalytischen Domidne der MMP-12 erfolgt mit Hilfe einer Affinitéts-
Chromatographie. Dafiir wird Pro-Leu-Gly-NHOH an CH-aktivierte Sepharose 4B
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(Pharmacia, Uppsala, Schweden) nach Herstellerangaben gekoppelt [Moore & Spilburg,
1986]. Nach Auftragen der Proteinlosung auf die Affinitdtssdule wird die Sédule mit fiinf
Saulenvolumen des Puffer E (5 mM Tris/HCI pH 7.,5; 0,1 M NaCl; 5 mM CacCl,; 0,005%
NaN3) gewaschen. Nach Elution mit Puffer F (100 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 M NaCl; 5 mM
CaCly; 6 M Harnstoff) wird das Protein durch Dialysen gefaltet [Lang et al., 2001]. Die
Reinheit der Probe wird durch SDS-PAGE {iberpriift.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es werden vertikale Gelkammern (Eigenbau, Universitit Bielefeld) mit 10-15 %igen PAA-
Gelen verwendet. Zur GroBBenabschitzung wird eine Mischung von Eichproteinen (LMW-
Marker; Pharmacia, Freiburg) als Standard eingesetzt. Neben denaturierenden Gelelektro-
phoresen in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) und B-Mercaptoethanol (SDS-
PAGE), werden auch nichtdenaturierende, nichtreduzierende Elektrophoresen bei 10 mA und
4°C durchgefiihrt [Laemmli, 1970]. Der Nachweis der Proteine erfolgt entweder durch
Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva, Heidelberg) oder mit Silbernitrat
[Sammons et al., 1981; Heukeshoven & Dernick, 1988].

Blotting

Gelelektrophoretisch getrennte Proteine werden auf eine spezielle PVDF-Membran (Millipore
Cooperation, Bedford, USA) gemill den Herstellerangaben mit der Blotting-Apparatur
»Fastblot" (Biometra, Gottingen) iibertragen [Millipore, 1995]. Die Proteine werden auf der
Membran immunologisch (Western-Blot) oder fiir anschlieBende Proteinsequenzierung durch

Coomassie-Blue Farbung nachgewiesen [Towbin et al., 1979].

Immunologische Detektion von Proteinen

Fiir den immunologischen Nachweis von Proteinen wird die Membran nach dem Blotting-
Vorgang mit BSA (2 %) in TBST-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,05 %
Tween 20; 0,005% NaN3) abgesittigt und anschlieBend mit dem Primérantikérper aus
Kaninchen in TBST-Puffer (1:1000) iiber Nacht inkubiert. Nach drei Waschschritten wird die
Membran 1 h mit einem mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper (Sigma, Deisenhofen) in TBST-Puffer (1:10000) geschiittelt. Die Farbreaktion
wird mit 5-Brom-4-chlor-3-indoylphosphat (BCIP, Biomol, Hamburg) und Nitroblautetra-
zoliumchlorid (NBT, Sigma, Miinchen) analog Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.
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Proteinsequenzierung

Die auf die PVDF-Membran transferierten und mit Coomassie-Blue angefdarbten Proteine
konnen durch den automatisierten Edman-Abbau sequenziert werden [Edman & Begg, 1967].
Die Sequenzierung wird mit dem Protein Sequencer 810/910 (Knauer, Berlin) durchgefiihrt

(S. Grabolle, M.-O. Luther, K. Koster und K. Boker, Biochemie I, Universitit Bielefeld).

Ultrafiltration
Die Losung wird bei 4°C in Amicon-D2 Ultrafiltrationskammern (Amicon, Beverly, USA)
mit 3 bar Stickstoffatmosphdre durch YM3-Membranen (Amicon, Beverly, USA) mit einer

Ausschlussgrenze von 3 kDa gepresst.

Nachweis der Aktivitdt durch Zymographie

Bei dieser Methode wird ein Substrat fiir Proteinasen wie Casein oder Gelatin in ein
Polyacrylamidgel einpolymerisiert. Nach elektrophoretischer Trennung der zu analysierenden
Probe unter nichtdenaturierenden Bedingungen wird das Gel im Puffer Z (20 mM Tris/HCI
pH 7,5; 0,2 M NaCl; 10 mM CaCly; 0,005 % Triton X-100) bei 37°C inkubiert. Nach
Coomassie-Blue Férbung erscheinen die durch die aktiven Proteinasen fragmentierten
Substrate als helle Banden auf dem blau gefarbten Hintergrund [Heussen & Dowdle, 1980].
Die Zymogramme werden nach etablierter Vorschrift mit Gelatin (Sigma, Deisenhofen) und

B-Casein (Fluka, Buchs, Schweiz) angefertigt [Kroger, 1998].

Aktivitdtstest mit Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH;

Verschiedene MMPs spalten das synthetische Substrat, (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-
Pro-Leu-Gly-Leu-(3-[2,4-dinitrophenyl]-L-2,3-diaminopropionyl)-Ala-Arg-NH, (Mca-Peptid,
Calbiochem, Bad Soden), an der Gly-Leu Bindung [Knight et al., 1992]. Die Messung erfolgt
mit dem Fluoreszenzphotometer LS 50 B (Perkin Elmer, Uberlingen) bzw. Spectra-Fluor Plus
(Tecan, Crailsheim) bei einer Anregungswellenldnge von 328 bzw. 330 nm. Die Aktivitdt der
Enzyme wird durch die Zunahme der Intensitit der Emissionswellenlinge von 398 bzw.
405 nm {ber 90 s nachgewiesen. Enzymkonzentrationen werden im nanomolaren und
Substratkonzentrationen im mikromolaren Bereich eingesetzt. Die erhaltenen relativen
Fluoreszenzwerte werden durch Aufnahme einer Eichgeraden mit Mca-Pro-Leu-NH, in
absolute Substratkonzentrationen umgerechnet. Die Messungen werden im Puffer M (25 mM

Tris/HCI pH 7,0; 0,1 M NaCl; 5 mM CaCly; 0,1 mM ZnCl,) bei 25°C durchgefiihrt.
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Die Hemmung dieser Mca-Peptid Spaltung durch MMPs wird mit TIMP-1, bovine TIMP-2
und der inhibitorischen Doméne von TIMP-4 durch active site-Titration bestimmt. Die
Messungen erfolgen analog Stratmann (2000) und die ICsp-Werte werden nach Ermittlung der
Restaktivitdt mit Hilfe des Programmes ,,GraFit 4.06* (Erithacus Software, Surrey, England)

berechnet.

MALDI-TOF-MS-Untersuchungen

Die Spaltprodukte des Mca-Peptids und der Substanz P werden nach Inkubieren mit der
MMP-12 fiir 15 Minuten bei 37°C mit Hilfe der MALDI-TOF-MS-Untersuchung (matrix-
assisted laser desorption/ionization - time of flight - mass spectrometry) identifiziert. Die
Messung wird mit dem Bruker Biflex III Massenspektrometer (Bruker Daltonic, Bremen)

durchgefiihrt (M.-O. Luther, Fakultit fiir Biologie, Universitit Bielefeld).

Protein-Konzentrationsbestimmung

* Photometrische Bestimmung

Die Proteinkonzentrationen bei pH 7,0 wird bei 280 nm nach dem Lambert-Beer Gesetz mit
folgender Formel fiir den Extinktionskoeffizienten bestimmt [Pace et al., 1995]:

¢ [M'em™] = (Anzahl Tryptophan) - 5500 + (Anzahl Tyrosin) - 1490 + (Anzahl Cystin) - 125
= ekapo-mmp-12 = (3 - 5500+ 7 - 1490 + 0 - 125) M'em™ = 26930 M 'em’

= BCA-Test

Die Reduktion von Cu" zu Cu' durch Proteine mit anschlieBender photometrischer
Bestimmung des Cu'/Bicinchoninsiure-Komplexes bei 560 nm im Spectra-Fluor Plus (Tecan,
Crailsheim) wird gemi3 dem Herstellerprotokoll des BCA-Tests durchgefiihrt (Pierce, Oud-
Bejierland, Niederlande). Fiir die quantitative Auswertung dient eine BSA-Ldsung (0,0625 —
2 mg/mL) als Standard.

= active site-Titration
Die katalytische Domidne der MMP-12 wird von Batimastat durch einen 1:1 Komplex
gehemmt. Deshalb kann die Konzentration an aktiver MMP-12 durch active site-Titration mit

Batimastat (BB94, British Biotech) bestimmt werden [Stratmann, 2000].
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Proteolytische Spaltung von Proteinen

= Fibrinogen

Fibrinogen (Sigma, Miinchen) wird im Verhiltnis 10:1 mit der katalytischen Doméne der
MMP-12 in einem Tris-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,3; 100 mM NaCl; 5 mM CaCly;
0,1 mM ZnCl,; 0,3 mg/mL Pefabloc® SC) bei 37°C inkubiert. Nach bestimmten Zeiten
werden Proben entnommen und die Reaktion dieser Proben durch Aufkochen in Laemmli-
Puffer mit 1 mM EDTA abgestoppt. Die Proben werden mittels SDS-PAGE und Blotting mit

anschlieBender N-terminaler Sequenzierung analysiert [Hiller et al., 2000].

= Faktor XII und Prothrombin

Die Spaltung von Faktor XII (ICN Biochemicals, Eschwege) bzw. Prothrombin (Sigma,
Miinchen) durch die katalytische Domine der MMP-12 und die anschlieBende Analyse der
Proben verlaufen analog der Spaltung von Fibrinogen. Der Tris-Puffer wird jedoch ohne
Pefabloc® SC verwendet [Hiller et al., 2000]. Zusitzlich wird der Spaltungsansatz des
Prothrombins auf Thrombinaktivitit mit dem spezifischen, synthetischen Substrat S-2238
(Chromogenix, Molndal, Schweden) nach Herstellerangaben tliberpriift [Rosing et al., 1980].

» myelin basic protein (MBP)
Das MBP (Fluka, Steinheim) wird im Tris-Puffer (5 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM NacCl;
5 mM CaCl,) mit der katalytischen Domine der MMP-12 im Verhiltnis 20:1 bei 37°C

inkubiert. Die weitere Durchfiihrung erfolgt analog der Spaltung von Fibrinogen.

Funktionelle Fibrinogenbestimmung

Bei diesem Gerinnungstests wird der Gehalt an funktionellem Fibrinogen in einer Probe
bestimmt. Dafiir wird eine Fibrinogenspaltung durch aktive MMP-12 zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mit Batimastat abgestoppt. Diese Probeldsungen werden 1:4 mit Owren’s Puffer
(Dade®, Florida, USA) verdiinnt und 200 pL davon in das rotierende ReaktionsgefiB des
Kugelkoagulometers (Amelung Modul 17, KC 10, Amelung GmbH, Lemgo) pipettiert und
dort fir 3 Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Durch anschlieBende Zugabe von 200 pL
Thrombinlésung (90 NIH-Units/mL (Dade®, Florida, USA)) wird die Gerinnung initiiert. Da
die Gerinnungszeit nun im Wesentlichen von der Fibrinogen-Konzentration abhingig ist,
kann durch Messung der Zeitdauer zwischen Thrombin-Zugabe und Gerinnungsendpunkt auf
die Konzentration an funktionellem Fibrinogen riickgeschlossen werden. Die Berechnung

erfolgt auf Basis einer zuvor erstellten Eichkurve.
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Herstellung polyklonaler Antikorper

Fiir die Immunisierung wird zum einen ein an den Triager KHL (keyhole limpet hemocyanin)
gekoppeltes, 14 Aminosduren umfassendes Peptid (TYKYVDINTFRLSA) aus der kataly-
tischen Domine der humanen MMP-12 und zum anderen die katalytische Domine direkt
eingesetzt (Pineda, Berlin). Es erfolgen vier intradermale Injektionen am 1., 62., 100. und
115. Tag, wobei jeweils 0,5 mg als Antigen verwendet werden. Die Serumgewinnung erfolgt

nach dem 90. und 115. Tag.

Antikorperreinigung durch Affinitdts-Chromatographie

Die IgG-Antikorper werden mit Hilfe der Protein A-Sepharose (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) aus dem Serum isoliert. Daflir wird 1 mL partikelfreies Serum mit 9 mL
Bindungspuffer (0,14 M Na,HPO4 pH 8,0) verdiinnt und in einem Séulenkdrper mit 1,5 mL
Protein A-Sepharose bei 4°C 1,5 h langsam gedreht. Nicht gebundene Proteine werden durch
Waschen mit 50 mL Bindungspuffer entfernt. Die Elution der gebundenen Antikorper erfolgt
mit 10 mL Elutionspuffer (0,2 M Glycin/HCl pH 2,7). Das Eluat wird in Neutralisierungs-
puffer (1 M K,HPO, pH 8,0) aufgefangen und bei 4°C dreimal mindestens drei Stunden
gegen HyOpigest dialysiert und anschlieBend lyophilisiert. Die Antikorper werden bei -20°C
gelagert.

Antikérperreinigung durch Immunoaffinitdts-Chromatographie

Fiir die Immunoaffinitits-Chromatographie wird das entsprechende Antigen an CH-aktivierte
Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, Schweden) nach Herstellerangaben gekoppelt. In einem
Séulenkorper werden 1,5 mL &dquilibriertes Séulenmaterial mit 3-4 mg Protein A gereinigte
Antikdrper in 10 mL PBS-Puffer (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy4; 1,8 mM
KH,PO4 pH 7,3) 1,5 Stunden bei 4°C langsam gedreht. Die nachfolgenden Schritte
entsprechen der Antikoérperreinigung durch Affinitdts-Chromatographie, es wird jedoch statt

Bindungspuffer PBS-Puffer verwendet.

Konjugation von Antikérpern mit Meerrettich-Peroxidase

Die Kopplung der Meerrettich-Peroxidase an polyklonale Antikorper erfolgt nach einer
Methode von Tijssen und Kurstak (1984). Diese Methode wird in abgewandelter Form
verwendet und die Durchfiihrung verlduft analog Oberpichler (1999). Dabei wird Meerrettich-
Peroxidase (Boehringer Mannheim, Mannheim) eingesetzt und die konjugierten Antikorper in

250 uL PBST-Puffer und 250 pL Glycerin bei -20°C gelagert.
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Konjugation von Antikorpern mit Biotin

Zur Kopplung werden 5 mg Antikorper in 500 pL PBS-Puffer (180 mM NaH,PO4/Na,HPO,
pH 8,5; 150 mM NaCl) gelost und 0,5 mg Biotinyl-e-amidocapronsdure-N-hydroxy-
succinimidester (Boehringer Mannheim, Mannheim) in 50 pL DMSO zugegeben. Die Losung
wird 5 Stunden unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend gegen PBS-
Puffer bei Raumtemperatur dialysiert. Das Konjugat wird nach Zugabe von 0,05 % NaNj3 bei
4°C gelagert.

Bestimmung von Antikorpertitern

Die einzelnen Chargen der Antikorper enthaltenden Seren werden mit Hilfe der Titer-
bestimmung miteinander verglichen. Hierfiir wird ein indirekter ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) nach etablierter Vorgehensweise verwendet [Blidser, 1994]. Im
Folgenden sind die Modifizierungen der einzelnen Schritte aufgefiihrt. Als Antigen wird
Ala*®-KaDo der MMP-12 eingesetzt. Fiir die Immobilisierung des Antigens wird eine
Antigenlésung mit einer Konzentration der Ala*"’-KaDo von 100 ng/mL in Carbonat-Puffer
(100 mM Na,CO3/NaHCO; pH 9,6) eingesetzt. Die Antiseren werden ausgehend von einer
Verdiinnung von 1:10000 in 12 Stufen immer 1:1 in PBS-Puffer mit 2 % BSA (w/v) verdiinnt.
Als Detektionsantikorper wird der Peroxidase konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-IgG
(dianova, Hamburg) 1:2500 in PBS-Puffer mit 2 % BSA verwendet. Die Farbung erfolgt mit
ABTS/H,0; in Citrat-Puffer (80 mM Citronensidure pH 4,2; 110 mM Na,HPOy; 0,05 %
Trition X-100 (w/v)) und die Absorption wird bei 405 nm im Spectra-Fluor Plus (Tecan,
Crailsheim) bestimmt.

Als Antikorpertiter wird die Verdiinnungsstufe definiert, bei der die OD um die 3-fache

Standardabweichung des Leerwertes oberhalb des Leerwertes liegt.

Sandwich-ELISA

Die Mikrotiterplatte wird mit 100 pL einer Antikérperldsung (2 pg/mL in Carbonat-Puffer) je
Well iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBST-Puffer (33 mM
NaH,PO4 pH 7.4; 146 mM Na,HPOy4; 150 mM NaCl; 0,05 % (w/v) Tween 20) werden freie
Bindungsstellen durch Inkubation mit 250 pL in Block-Puffer (PBST-Puffer mit 2 % BSA
(w/v)) je Well fiir 1,5 Stunden bei 37°C blockiert. Die Platte wird zweimal mit PBST-Puffer
gewaschen und 100 pL der Proben und des Standards pipettiert und {iber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach vier Waschschritten mit PBST-Puffer werden 100 pL des Detektions-
antikorpers in PBS-Puffer mit 2 % BSA in die Platte gegeben und 1-2 Stunden bei Raum-

35



Material und Methoden

temperatur inkubiert. Zum einen wurde Meerrettich-Peroxidase und zum anderen Biotin
konjugierter Kaninchen-anti-Ala®'*-KaDo-MMP-12 als Detektionsantikorper eingesetzt. Nach
sechsmaligem Auswaschen mit PBST-Puffer wird die Farbung mit dem ABTS/H,0,-System
wie bei der Titerbestimmung oder dem TMB-System (KPL, Gaithersburg, USA) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei Verwendung des Biotin-konjugierten Antikorpers erfolgt
nach Auswaschen des Detektionsantikorpers eine weitere Inkubation mit 100 pL des
Streptavidin-Peroxidase-Konjugates in PBS-Puffer mit 2 % (w/v) BSA je Well fiir 1,5

Stunden bei Raumtemperatur vor Durchfithrung der Farbung.

Kompetitiver ELISA

Eine Mikrotiterplatte (Platte A) wird mit 100 pL Ala*"*-KaDo der MMP-12 in Carbonat-
Puffer (75 ng/mL) und eine weitere (Platte B) mit 250 pL Block-Puffer iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach vier Waschschritten mit PBST-Puffer wird in die Wells der Platte B 100 pL
der Proben und des Standards pipettiert. Hierzu werden 50 pL. der Antikérperlosung (2 pg/mL
Kaninchen-anti-Ala*"*-KaDo-MMP-12 in PBS-Puffer mit 2 % (w/v) BSA) gegeben und die
Platte B 2 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. Parallel dazu werden nach viermaligen
Waschen freie Bindungsstellen der Platte A mit 250 pL Block-Puffer je Well bei 37°C fiir
1,5 Stunden blockiert. AnschlieBend wird die Platte A viermal mit PBST-Puffer gewaschen
und 100 pL der einzelnen Wells der Platte B auf die Platte A iibertragen. Nach Inkubation
iber Nacht bei 4°C erfolgt die Detektion und Farbung wie bei der Titerbestimmung.

Auswertung der ELISA-Daten
Die ELISA Messdaten werden mit Hilfe des Programm ,,easyWIN fitting Version V6.1
(Tecan, Crailsheim) ausgewertet. Die Standardkurve wird mit folgender vier Parameter

Gleichung bestimmt:

mit A, B, C und D als Parameter.
Anschlielend kann mit den vier Parametern die Konzentration bei einer bestimmten OD

ermittelt werden.
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4.3

Immunhistochemische Untersuchungen

Gewebeproben

Es werden Proben von unterschiedlichen Geweben untersucht. Diese sind mit den jeweiligen

Eigenschaften in der folgenden Tabelle (Tab. 3) zusammengefasst.

Tab. 3: Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen eingesetzten Gewebe.

Gewebe Pathologischer Befund | Anzahl | Vorbehandlung
keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Ekzem 3 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Haut Lupus erythematodes 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Dermatitis herpetiformis 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Vaskulitis 1 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Lepra lepromatosa 1 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
g?gc_l;gg\lzvebe Rheumaknoten 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
%yii(c)izzigael\?ebe Rheumatismus nodosus 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Milz keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Arterie keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Lunge keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Dickdarm keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Myokard keiner 2 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Niere keiner 1 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Diinndarm keiner 1 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
Pankreas keiner 1 Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet
g\ijzi:;lmark keiner 2 Kryostatschnitt
E\i/}gl;z;lmark wobbler Maus 2 Kryostatschnitt

Die Gewebeproben wurden von der pathologischen und neuropathologischen Abteilung der

Krankenanstalten Bethel (Bielefeld), der Arbeitsgruppe Jokusch (Fakultdt Biologie,

Universitit Bielefeld) und der Pathologie der Hautklinik Miinster zur Verfiigung gestellt.

Vorbereitung der Gewebeproben

Die Kryostatschnitte der Riickenmarkproben der Mause wurden auf Objekttriger aufgezogen

und nach Auftauen direkt fiir die Farbung eingesetzt.

Von den Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebestiicken werden mit dem

Mikrotom (DMRE, Leica, Wetzlar) 4 pm diinne Schnitte angefertigt und je nach Grofle zwei

bis drei Cluster auf einen beschichteten Objekttrager aufgezogen und bei 52°C getrocknet.
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Das Einbettungsmedium wird durch dreimaliges Eintauchen (15, 10, 10 min) in Xylol
entfernt. Das Xylol wird durch Inkubation fiir jeweils 10 Minuten in nacheinander folgend
100, 70 und 2 mal 40 % Ethanol und anschlieBend PBS-Puffer (10 mM Na,HPO, pH 7,2) fiir
jeweils 10 Minuten abgewaschen. Zur Demaskierung werden die Proben zwei Minuten in
Citrat-Puffer (10 mM Natriumcitrat, pH 6,0) im Schnellkochtopf bei Maximaldruck gekocht.
Nach dem Abkiihlen werden die Proben entnommen und unter flieBendem Wasser und
anschlieBend in TBS-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl) gespiilt. Die einzelnen
Cluster werden mit einem PAP-Stift (DAKO, Kopenhagen, Dédnemark) umrandet und kénnen

fiir die Farbung eingesetzt werden.

Firbung

Die Schnitte werden fiinf Minuten in ca. 100 ul TBS-Puffer und anschlieend 30 Minuten in
ca. 100 pl TBS-Puffer mit 2 % BSA und 3 % FCS inkubiert. Alle Inkubationen erfolgen in
einer feuchten Kammer (Biorad, Miinchen) bei Raumtemperatur. Nach ,,Abklopfen* der
Losung wird jeweils ein Cluster mit ca. 150 ul Primérantikdrper gegen MMP-12 (Kaninchen-
anti-Alazw-KaDo-MMP-lL Pineda, Berlin) 1:50 verdiinnt mit TBS-Puffer mit 5 % BSA fiir
60 Minuten inkubiert. Ein weiterer Cluster wird mit Maus-anti-CD68 Antikorper (DAKO)
1:50 verdiinnt und ein dritter mit Priimmunserum behandelt. Nicht gebundener Antikorper
wird durch ,,Abklopfen* der Antikdérper Losung und durch zweimal fiinfminiitiges Waschen
in TBS-Puffer entfernt. Nach Auftropfen von 1-2 Tropfen der Sekundérantikdrper Losung
(DAKO) werden die Schnitte 15 Minuten inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wird wie
vorher beschrieben entfernt. AnschlieBend werden die Schnitte fiir 15 Minuten mit 1-2
Tropfen der Strept-AB-Komplex Losung (DAKO) inkubiert. Die Entfernung der Ldsung
erfolgt durch dreimal fiinfmintitiges Waschen mit TBS-Puffer. Fiir die Anfarbung werden die
Proben mit jeweils ca. 100 pL ,,Fuchsin Plus Substrat-System* (DAKO) fiinf Minuten
inkubiert. Diese Substrat Losung wird mit 1 Tropfen Levamisol (DAKO) pro Milliliter
versetzt, um eventuell vorhandene endogene Alkalische Phosphatase Aktivitét zu inaktivieren
[Ponder et al., 1981]. AnschlieBend werden die Objekttrager zweimal mit HyOpigest gewaschen
und 75 Sekunden mit Hidmatoxilin (DAKO) gefirbt, welches unter flieBendem Wasser
abgespiilt wird. Nach kurzem Trocknen werden die Schnitte mit dem wissrigen Eindeck-
medium Aquatex (Merck, Darmstadt) eingedeckt. Die mikroskopische Auswertung erfolgt
mit dem Mikroskop RM 2155 (Leica, Wetzlar) unter Verwendung der Software DC-Viewer
(Leica, Wetzlar).
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4.4 Bakterienstaimme und Vektoren

Escherichia coli-Stimme

Es werden E. coli-Stamme verwendet, die als Sicherheitsstimme bezeichnet werden, da sie
Mutationen in Proteinen des Aminosdure-Stoffwechsels besitzen. Sie benotigen Vollmedien
zum Wachsen, wodurch ein Uberleben auBerhalb des Genlaboratoriums unméglich ist. Den
E. coli-Staimmen fehlt der Fertilitdtsfaktor F, weshalb kein konjugativer Gentransfer zwischen
Bakterienstimmen stattfinden kann. Weiterhin weisen die Stimme eine Rekombinations-
defizienz auf, wodurch die Rekombination von chromosomaler DNA mit Plasmid DNA
ausgeschlossen wird. Die verwendeten E. coli-Stdmme sind phinotypisch antibiotikasensitiv

(Ampicillin). Die Genotypen sind in der folgenden Tabelle (Tab. 4) aufgefiihrt.

Tab. 4: Genotypen der verwendeten E. coli-Stimme.

Stamm Genotyp

F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A80lacZAM15 AlacZX74 deoR recAl

TOPI1
OP10 AraD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

F" Tn 10 proA™B" lacl’ A(lacZ) M15/ recAl endAl gyrA96 (Nal") thi hsdR17

XLI-Blue ) supEad relAl lac

BL21 (DE3) | F~ ompT hsdSg(rg" mg’) gal dcm (DE3)

Der mit dem ,, TOPO TA Cloning® Kit* (Invitrogen, Leek, Niederlande) gelieferte E. coli-
Stamm TOP10 ermdéglicht eine Insertionskontrolle durch den X-Gal-Test unter Verwendung
des pCR™2.1 TOPO Vektors.

Der E. coli-Stamm XLI1-Blue wird fiir die Transformation von Ligationsansdtzen und
Plasmidanreicherungen eingesetzt.

Fiir die Expression rekombinanter Proteine wird der E. coli-Stamm BL21 (DE3) in
Verbindung mit den pET-Vektoren eingesetzt. Der Stamm BL21 (DE3) verfiigt durch
Integration der DNA des lysogenen Phagen A-DE3 {iiber das T7 RNA-Polymerase-Gen,
dessen Transkription durch den lacUV5-Promotor kontrolliert wird. Die Transkription dieses
Gens wird durch Zugabe von IPTG induziert. Die pET-Vektoren besitzen einen T7-Promotor,
der von der T7 RNA-Polymerase erkannt wird. Damit wird die Transkription der klonierten
cDNA gestartet, und infolgedessen die Expression des rekombinanten Proteins induziert.
Diese Fremdproteine werden durch die Jon- und ompT-Proteinase Defizienz des BL21 (DE3)

Stammes vor Degradierung geschiitzt.
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pCR®2.1 TOPO

Der pCR®2.1 TOPO Vektor wird fiir die ,,TOPO TA“-Klonierung eingesetzt. Durch den
Vektor wird Ampicillin- und Kanamycinresistenz vermittelt, und durch ein Fragment des
lacZa-Gens wird a-Komplementation ermdglicht (Abb. 5). Die Insertionsstelle befindet sich
im lacZa-Gen, wodurch eine Insertionskontrolle durch Blau-Wei3-Selektion auf X-Gal-

haltigen Nahrbdden mdglich ist (X-Gal-Test).

pCR®2.1-TOPO
3908 bp

Abb. 5: Karte des Vektors pCR®2.1 TOPO.
ColE1 ori: Replikationsursprung des Plasmids;

Plac : lac Promotor;

lacZo.  :lacZa Fragment;

Flori :fl Replikationsursprung fiir Mutagenese und Einzelstrangsequenzierung;
Kan : Kanamycinresistenzgen;

Amp : Ampicillinresistenzgen.

pET-Vektoren

Die Vektoren pET11a (Abb. 6) und pETI12b (Abb. 7) ermdglichen die Klonierung und
Expression rekombinanter Proteine mit den E. coli-Stimmen BL21 (DE3). Die Vektoren
verfiigen iiber ein -Lactamase-Gen, das transformierten £. coli-Stimmen Ampicillinresistenz
vermittelt, so dass eine Selektion moglich wird. Weiterhin besitzen die pET-Vektoren einen

T7-Promotor, der von der T7 RNA-Polymerase erkannt wird und fiir eine Transkriptions-

kontrolle genutzt wird.
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Bpu 1102
BamH I
Nhe [
Nde I
Xba I
Bgl I

i

T7-ter T7-pro

Abb. 6: Karte des Vektors pET11a.

ori : Replikationsursprung des Plasmids;
Amp : Ampicillinresistenzgen;

T7-ter :T7 Terminator;

T7-pro :T7 Promotor;

lacI  :lac-Repressor.

T7-ter T7-pro

Abb. 7: Karte des Vektors pET12b.

ori : Replikationsursprung des Plasmids;
Amp : Ampicillinresistenzgen;

T7-ter :T7 Terminator;

T7-pro : T7 Promotor.
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5 Ergebnisse

Die Nukleinsduresequenz der humanen Makrophagenelastase (MMP-12) wurde zum ersten
Mal 1993 beschrieben [Shapiro et al., 1993]. Zu Beginn der molekularbiologischen Arbeiten
wurde diese mit den Sequenzen anderer Matrix Metalloproteinasen verglichen. Danach
erfolgte die Einteilung der cDNA in die Bereiche fiir einzelne Doménen [Takino et al., 1995].
Demnach beginnt das Propeptid mit Leu'” und die katalytische Domine (KaDo) umfasst den
Bereich Phe'® bis Gly** (Abb. 8).

+«— Signal- 2 Propeptid
MEFLLILLLQATASGA LPLNSSTSLEENNVLFGERYLEKFYGLEINKLPVTEMEYSGNLMKEKIQEMOQHFLGLE

VTGQLDTSTLEMMHAPRCGVPDVHH FREMPGGPVWREKHYITYRINNYTPDMNREDVDYAIRKAFQVWSNVTPLK

katalytische
FSKINTGMADILVVFARGAHGDFHAFDGKGGILAHAFGPGSGIGGDAHFDEDEFWTTHSGGTNLFLTAVHEIGHS

=] Hinge- 2
LGLGHSSDPEKAVMFPTYKYVDINTFRLSADDIRGIQSLYG DPKENQRLPNPDNSEPAL CDPNLSFDAVTTVGN

-Hidmopexin-dhnliche Domiine
KIFFFKDRFFWLKVSERPKTSVNLISSLWPTLPSGIEAAYEIEARNOQVFLFKDDKYWLISNLRPEPNYPKSIHSF

GFPNEVEKIDAAVENPREYRTYFFVDNQYWRYDERROMMDPGY PKLITKNFQGIGPKIDAVEYSKNKYYYFFQGS

»
»

NQFEYDFLLORITKTLKSNSWEGC

Abb. 8: Einteilung der Aminosiuresequenz in die einzelnen Doméinen der MMP-12
nach Takino et al. 1995.

Als Ausgangsmaterial standen die cDNA der katalytischen Domine im Vektor pET11a sowie
die cDNA der katalytischen Doméne mit Propeptid (ProKaDo) im Vektor pET12b zur
Verfligung [Kocourek, 1998]. Sie wurden durch Reverse Transkription und Polymerase-
Kettenreaktion aus der Gesamt-RNA der Chondrosarkom-Zelllinie SW 1353 dargestellt.
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5.1 Klonierungen

RNA-Isolierung aus Plazentagewebe

Die mRNA der humanen Makrophagenelastase konnte bereits durch Northern-Blots im
Plazentagewebe nachgewiesen werden [Belaaouaj et al., 1995]. Aus diesem Grund wurde die
Gesamt-RNA aus Plazentagewebe isoliert. Um den Erfolg der Priparation zu iiberpriifen,

wurde die erhaltene RNA-Probe in einem Formaldehyd-Agarosegel analysiert (Abb. 9).

1

28 SRNA ——>

mRNA

18 SRNA —

Abb. 9: Uberpriifung der Gesamt-RNA-Isolierung.
Bahn 1: Gesamt-RNA aus Plazentagewebe.
In der Abbildung 9 ist die mRNA als heller Bereich zwischen den deutlichen Banden der

ribosomalen RNA zu erkennen.

Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Die isolierten mRNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer unspezifischen Reversen Trans-
kription in entsprechende cDNA umgeschrieben. Als Positivkontrolle der Reaktion eignete
sich die Polymerase-Kettenreaktion mit den Primern bForl und bRevl, wobei ein Teil der

B-Actin-cDNA (838 bp) amplifiziert wurde (Abb. 10).

2036 bp — .
1635 bp | =

1018 bp — I ca. 850 bp

506 bp —

Abb. 10: Positivkontrolle der Reversen Transkription.

Bahn 1: 1 kb DNA Leiter;
Bahn 2: Fragment der 3-Actin cDNA aus Plazentagewebe.
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Im Anschluss wurde die bei der Reversen Transkription synthetisierte cDNA fiir mehrere
PCRs mit verschiedenen Primer-Kombinationen eingesetzt. Die Amplifizierung der cDNA
der katalytischen Doméne (KaDo, ca. 510 bp) bzw. der katalytischen Doméne mit Propeptid
(ProKaDo, ca. 850 bp) gelang mit den Primern KaDol.F und ProKaDoHME.R bzw.
ProHME.F und ProKaDoHME.R (Abb. 11A). Diese cDNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des
,TOPO TA Cloning® Kits* (Invitrogen, Leek, Niederlande) mit dem Vektor pCR*2.1 TOPO
ligiert und anschliefend erfolgreich in die entsprechenden E. coli Expressionsvektoren

kloniert (Abb. 11B).

2036 bp — [
1635 bp —

1018 bp —
P SN <—ca. 850 bp
<—ca.510 bp <— ca. 850 bp

<—ca.510 bp

506 bp — [

Abb. 11: PCR-Amplifikat-Analyse; Restriktionsanalyse.
Bahn 1: 1 kb DNA Leiter; Bahn 1: 1 kb DNA Leiter;
Bahn 2: cDNA der MMP-12 KaDo; Bahn 2: pET11a-KaDo (Ndel/BamH]I);
Bahn 3: cDNA der MMP-12 ProKaDo. Bahn 3: pET12b-ProKaDo (Ndel/BamHI).

Die Sequenzierung der jeweiligen cDNA wies zwei Mutationen fiir die KaDo (T714C und
T741C) und eine weitere fiir die ProKaDo (G114A) im Vergleich zur verdffentlichten
Sequenz auf [Shapiro et al., 1993]. Da die Mutationen jeweils die dritte Base betrafen, dnderte
sich die abgeleitete Aminosduresequenz nicht.

Somit wurden die mRNA der KaDo und ProKaDo der MMP-12 erfolgreich aus Plazenta-
gewebe isoliert. Weiterhin konnten die entsprechenden E. coli Expressionssysteme generiert

werden.
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Austausch der Aminosdure Glutamat 219 gegen Alanin

Das Plasmid pET11a-KaDo diente als Template fiir eine Mutagenese-PCR. Bei dieser
zielgerichteten PCR wurden die Primer KaDoEAI.F und KaDoEA2.R verwendet. Die
dadurch kodierte DNA-Sequenz wies nach Translation den entsprechenden Aminosdure-
austausch von Glutamat 219 zu Alanin auf. Nach der PCR wurde die parentale DNA im PCR-
Ansatz durch Behandlung mit der Endonuklease Dpn I (Stratagene, Heidelberg) abgebaut und
die Qualitdt des Produktes im Agarosegel tiberpriift (Abb. 12).

5090 bp
2072bp —

2036 bp —
1635 bp —

1018 bp —

<— ca. 6000 bp

506 bp —

Abb. 12: PCR-Amplifikat-Analyse nach Dpn I Behandlung.

Bahn 1: 1 kb DNA Leiter;
Bahn 2: pET11a-Ala*"*-KaDo.

Wie die Abbildung 12 zeigt, wurde die erwartete cDNA mit einer entsprechenden Grof3e von
ca. 6000 bp erfolgreich amplifiziert. AnschlieBend wurden kompetente E. coli XL1 blue-
Zellen mit dem Amplifikat transformiert, die Plasmide isoliert und zur DNA-Sequenzierung
eingesetzt. Diese bestitigte die gewliinschte Mutation, worauthin E. coli-Zellen des Expres-
sionsstammes BL21 (DE3) mit dem Plasmid pETlla-Alazlg-KaDo transformiert wurden.
Damit konnte im weiteren Verlauf der Arbeit die Ala*"’-KaDo der MMP-12 exprimiert

werden.
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5.2 Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine

Katalytische Domdne der MMP-12 mit und ohne Mutation
Im Folgenden wird exemplarisch die Expression und Reinigung der KaDo der MMP-12 ohne

219 KaDo erhalten

Mutation dargestellt, da hierbei die gleichen Ergebnisse wie flir die Ala
wurden. Die Expression der katalytischen Doméne der MMP-12 wurde mit Hilfe des E. coli-
Stammes BL21 (DE3) durchgefiihrt, der zuvor mit dem Plasmid pET11a-KaDo transformiert
wurde. Aufgrund der cDNA-Sequenz der MMP-12 KaDo wurde die Expression eines
Proteins von ca. 20 kDa erwartet. Dieses konnte anhand der Gelelektrophorese bestétigt

werden (Abb. 13).

kDa 1 2 3 4 5 6
940 — 'l H

43,0 — . e el

30,0 T ——

20,1 —  — B g s . <  KaDoder MMP-12

14,4 — — E

Abb. 13: Expression und Reinigung der KaDo der MMP-12.

Bahn 1: LMW-Marker;

Bahn 2: Kulturprobe vor Induktionsstart;

Bahn 3: Kulturprobe 3 h nach Induktion;

Bahn 4: Probe nach Faltung;

Bahn 5: Probe nach Affinitdtschromatographie;
Bahn 6: Western-Blot.

Die inclusion bodies der transformierten BL21 (DE3) Zellen wurden nach Zell-Lyse in
Lysozym-haltigem Aufschlusspuffer isoliert und nach mehreren Waschschritten vollstdndig in
i.b.-Puffer gelost. Die katalytische Domédne der humanen Makrophagenelastase konnte
anschlieBend durch Dialyse gegen Nativpuffer gefaltet und mit Hilfe der Affinitéts-
chromatographie bis zur Homogenitit gereinigt werden. Dies wurde durch SDS-PAGE und
Western-Blot bestiétigt (Abb. 13). Damit standen die katalytischen Domadnen der MMP-12 mit

und ohne Mutation fiir weitere Versuche zur Verfiigung.
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Katalytische Domdne der MMP-12 mit Propeptid

Zur Expression der ProKaDo der MMP-12 wurde das Expressionssystem BL21 (DE3) mit
pET12b-ProKaDo verwendet. Vor (0 h) und 3 h nach Beginn der Induktion der Expression
wurden 1 mL-Proben zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Laemmli-Puffer aufgekocht und
die exprimierten Proteine durch SDS-PAGE mit Silberfarbung analysiert (Abb. 14). Die
Uberexpression eines Proteins mit der erwarteten GroBe von ca. 30 kDa ist deutlich zu

erkennen.

940— L
67,0 —
43,0 — w.

30,0 — — S H <— ProKaDo der MMP-12
20,1 — v bt == < KaDo der MMP-12

14,4 — e

wa <— Prodoméne

Abb. 14: Expression und Reinigung der ProKaDo der MMP-12.

Bahn 1: LMW-Marker;

Bahn 2: Kulturprobe vor Induktionsstart;

Bahn 3: Kulturprobe 3 h nach Induktion;

Bahn 4: Probe in i.b.-Puffer;

Bahn 5: Probe nach Faltung;

Bahn 6: Probe nach Affinitdtschromatographie;
Bahn 7: Western-Blot.

Die ProKaDo wurde in Form von inclusion bodies in E. coli abgelagert. Diese wurden nach
Zell-Lyse und mehreren Waschschritten vollstindig in i.b.-Puffer gelost. Die Faltung des
Proteins erfolgte durch Dialyse gegen Nativpuffer. Die anschlieBende Analyse der Probe
durch SDS-PAGE mit Silberfarbung lie die autokatalytische Abspaltung der Prodomine
erkennen, so dass ein Protein mit einer Grof3e von ca. 20 kDa und ca. 12 kDa erhalten wurde.
Durch Affinitdtschromatographie konnte dieses Protein bis zur Homogenitit gereinigt werden
(Abb. 14). Im Western-Blot wurde dieses Protein von Kaninchen-anti-Ala*'’-KaDo-MMP-12
Antikorpern erkannt (Bahn 7). Zusitzlich wurde der N-Terminus durch Sequenzierung

bestimmt:
H,N-Phe'*”’-Arg-Glu-Met-Pro-...

Bei diesem N-Terminus handelt es sich um den Beginn der katalytischen Doméne (Abb. 8).
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N-terminale Sequenzierung der Expressionsprodukte

Die N-Termini der KaDo, Ala*'’-KaDo und ProKaDo wurden nach SDS-PAGE und Blotting
auf eine PVDF-Membran durch Proteinsequenzierung mit Hilfe des Edman-Abbaus bestitigt
(Tab. 5). N-terminal wurde bei allen drei Expressionsprodukten durch das Start-Codon

zusdtzlich ein Methionin erhalten, welches nach Expression nicht prozessiert wurde.

Tab. 5: Vergleich der Proteinsequenzierungen mit Literatursequenzen [Takino et al., 1995].

Expressionssystem | Protein N-terminale AS-Sequenz

E. coli BL21 (DE3) |KaDo MMP-12 H,N-M-F-R-E-M-P-G-G-P-V-
pET11a-KaDo Literatur H,N-F-R-E-M-P-G-G-P-V-
E. coli BL21 (DE3) |Ala’”-KaDo MMP-12 | H;N-M-F-R-E-M-P-G-G-P-V-~
pET11a-Ala*"-KaDo | Literatur H,N-F-R-E-M-P-G-G-P-V-
E. coli BL21 (DE3) |ProKaDo MMP-12 H,N-M-L-P-L-N-S-S-T-S-L-
pET12b-ProKaDo | Literatur H,N-L-P-L-N-S-S-T-S-L-

Wie im vorausgehenden Abschnitt beschrieben wurde, fiihrte die Reinigung der ProKaDo zu

100

einer katalytischen Doméne mit N-terminalem Phe ™. Deshalb werden die Varianten der

KaDo im Folgenden mit den Bezeichnungen Met’-KaDo, Phe'®-KaDo und Ala*"’-KaDo

unterschieden.

5.3 Aktivititsuntersuchungen

Die Aktivitit der Varianten der katalytischen Domédne der MMP-12 wurde anhand von
Gelatin- und Casein-Zymogrammen tiberpriift (Abb. 15).

A B
kDa 1 2 3 4 kDa 1 2 3 4
— 94,0 —
2‘7‘28 — 67,0 —
43,0 — 43,0 —
30,0 — 300—

<— MMP-12

Abb. 15: Gelatin Zymogramm (A); Casein Zymogramm (B).

A und B: Bahn 1: LMW-Marker;
Bahn 2: Met”-KaDo der MMP-12;
Bahn 3: Phe'”-KaDo der MMP-12;
Bahn 4: Ala’'’-KaDo der MMP-12.
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Beide Zymogramme zeigen eindeutig die Aktivitit der KaDo der MMP-12 mit und ohne
N-terminalem Methionin. Die Variante der KaDo mit Alanin an Stelle von Glutamat im

katalytischen Zentrum zeigte wie erwartet keine Aktivitit.

Aktivitdtstest mit Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,

Das synthetische Mca-Peptid eignet sich besonders gut fiir fluoreszenzkinetische
Untersuchungen der MMPs [Knight et al., 1992]. Zunichst wurde dieses Peptid mit den
verschiedenen Varianten der KaDo der MMP-12 fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert und
anschlieBend eine MALDI-TOF Messung durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in der folgenden
Abbildung (Abb. 16) fiir die KaDo mit N-terminalem Methionin gezeigt.

Fehler! Keine giiltige Verkniipfung.

Abb. 16: MALDI-TOF Spektrum des Mca-Peptids nach Inkubation mit
Met”-KaDo der MMP-12.

— Fragmente des Mca-Peptids, die anderen Banden konnten nicht zugeordnet werden.

In dem Spektrum sind Signale bei den Masse-Ladungs-Verhéltnissen von 445,16 Da und
650,16 Da vorhanden. Diese GroB3en stimmen mit den Massen der zwei Fragmente Mca-Pro-
Leu-NH; (444,5 Da) und Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, (649,7 Da) iiberein. Somit wurde auf
die Spaltung folgender Bindung geschlossen:

Mca-Pro-Leu-|-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,

'%_KaDo enthielt die gleichen Signale.

Das Spektrum der Spaltung des Mca-Peptids mit Phe
Die Alanin-Mutante der KaDo der MMP-12 zeigte keine Aktivitét.

Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und kq./Ky

Die Spaltung des synthetischen Mca-Peptids kann {iber fluoreszenzkinetische Messungen
quantitativ analysiert werden. Dafiir wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Substratspaltung
vo Uber 90 Sekunden bei einem pH-Wert von 7,3 und einer Temperatur von 25°C ermittelt. Es
wurden jeweils acht verschiedene Peptidkonzentrationen (0,25 — 1,75 puM) in Vierfach-
bestimmung eingesetzt. Die Aktivititsmessungen wurden mit der rekombinanten KaDo mit
und ohne N-terminalem Methionin durchgefiihrt. Die genaue Konzentration dieser aktiven
Enzyme wurde mittels der active site-Titration mit Batimastat bestimmt. Fiir eine
Umrechnung der Fluoreszenzeinheiten wurde eine Eichgerade mit verschiedenen Konzen-

trationen des Peptids Mca-Pro-Leu-NH; aufgenommen. Die erhaltenen Messwerte wurden in
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einem Lineweaver-Burk-Diagramm aufgetragen. Mit Hilfe der linearen Regression ergab sich
eine Gerade, aus deren Steigung sich die Michaelis-Menten-Konstante Ky berechnen lie3. In
der folgenden Abbildung ist das mit der Met’’-KaDo erhaltenen Lineweaver-Burk-Diagramm

dargestellt (Abb. 17).

1/vo Lineweaver-Burk-Diagramm der Met”-KaDo
[s/uM]
60000 -

50000

40000

30000 -

20000 -

10000 y =11297x + 2867,3

0 T T T T !

0 1 2 3 4 VISI 5
[1/aM]

Abb. 17: Lineweaver-Burk-Diagramm der Met”’-KaDo.
Die eingesetzte Enzymkonzentration betrug 5,46 - 10~ uM.

Die Michaelis-Menten-Konstante fiir die Met”-KaDo wurde aus der Geradengleichung
berechnet: Ky = 3,94 uM. Damit wurde die Spezifititskonstante ke,/Kym = 16,2 - 10° s'M!
bestimmt.

Die folgende Abbildung zeigt die Auftragung fiir die kinetischen Untersuchungen der
Phe'”-KaDo (Abb. 18).
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1/ Vo
[s/uM]
70000 ~

Lineweaver-Burk-Diagramm der Phe'“-KaDo

60000 -
50000 -
40000 A
30000 -
20000 A

10000 y =13070x+ 1911,6
0 \ \ \ \ 1

0 1 2 3 4 VIS] 5
[1/aM]

Abb. 18: Lineweaver-Burk-Diagramm der Phe'*’-KaDo.
Die eingesetzte Enzymkonzentration betrug 5,14 - 10™* uM.

Aus der Geradengleichung wurde die Michaelis-Menten-Konstante berechnet: Ky = 6,84 uM.
Damit ergab sich fiir die Spezifititskonstante ke./Ky = 149 - 10° s'"M™'. Dieser kea/Ky-Wert
der Phe'-KaDo war somit ca. 10-fach groBer als der Wert der Met”-KaDo.

5.3.1 Inhibierung der Met”- und Phe'®-KaDo der MMP-12 durch TIMPs

Fiir diese Inhibierungsstudien standen TIMP-1, bTIMP-2 (bovine TIMP-2; Calvete, Valencia,
Spanien) und die inhibitorische Doméne des humanen TIMP-4 (idTIMP-4; Stratmann, 2000)
zur Verfiigung. Nach Bestimmung der Konzentration der aktiven MMP-12 Varianten durch
active site-Titration mit Batimastat wurden diese mit unterschiedlichen Konzentrationen des
jeweiligen TIMP fiir 15 Minuten bei 25°C inkubiert. Anschlieend erfolgte die fluoreszenz-
kinetische Messung der Restaktivitit mit dem Mca-Peptid als Substrat. Der Zusammenhang

der Restaktivitit mit dem ICso-Wert ist liber die folgende Formel gegeben:

Restaktivitdt = B S [Copeland et al., 1995].
1+ ilG
IC,,

Wenn die Restaktivitdt 4 betrdgt, ist der ICsp-Wert gleich der Inhibitorkonzentration. Durch
Auftragung der Restaktivitdt gegen die Inhibitorkonzentration und der Auswertung mit dem

Programm GraFit 4.06 (Erithacus Software, Surrey, England) kann der 1Csp-Wert bestimmt
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werden. Dies ist exemplarisch fir TIMP-1 mit Phe'®-KaDo in der folgenden Abbildung
dargestellt (Abb. 19).

Restaktivitit
1,2

0 T T TTTIT] T T TTTIT] T T TTTIT]
1 10' 10° 10°
TIMP-1 Konzentration
[nM]

Abb. 19: Auftragung der Restaktivitiit der Phe'*>-KaDo der MMP-12 nach Inkubation mit
verschiedenen TIMP-1 Konzentrationen.

Die K;-Werte konnten mit der Formel

ic,, -
K= 2
1+ﬂ

M

bestimmt werden [Copeland et al., 1995]. Die Konzentrationen der Met’’-KaDo bzw.
Phe'®-KaDo betrugen 5,46 bzw. 4,12 nM. Als Substrat wurde das Mca-Peptid mit einer
Konzentration von 2,0 uM eingesetzt. Die Standardabweichungen betragen < 10 %. In der

folgenden Tabelle 6 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tab. 6: Hemmwerte der Met’’- und Phe'”-KaDo der MMP-12.

TIMP-1 bTIMP-2 idTIMP-4
Kum-Wert | ICso | Ki-Wert | 1Cso | Ki-Wert | ICs50 | Ki-Wert
[uM] [nM] | [nM] | [nM] [nM] [nM] [nM]
Met”-KaDo | 3,04 60,4 | 34,8 | 20,7 10,8 17,9 9,15
Phe!®-KaDo| 6,84 74,8 | 56,3 | 242 17,1 13,0 8,46
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5.4 Substratspaltungen

5.4.1 Spaltungen von Faktoren der Blutgerinungskaskade

Das Potential der Makrophagenelastase, Plasmaproteine wie z.B. Plasminogen zu spalten,
wird bereits seit einigen Jahren intensiv untersucht [Cornelius et al., 1998]. Daher ist auch der
Einfluss der MMP-12 auf die einzelnen Faktoren der Blutgerinnungskaskade von Interesse.
Fiir diese Arbeit standen Faktor XII (Hagemann Faktor), Prothrombin und Fibrinogen zur
Verfiigung. Die jeweiligen Proteine wurden mit der katalytischen Doméine der MMP-12 mit
N-terminalem Methionin im molaren Verhéltnis von 10:1 bei 37°C inkubiert. Zu bestimmten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und durch SDS-PAGE und Silberfarbung analysiert.
Zusétzlich wurden die N-Termini einiger Fragmente nach Blotting und anschlielendem
Edman-Abbau bestimmt. Die Nummerierung der Aminosduren beinhaltet das Signalpeptid

(Swiss-Prot, ExPasy). Im Folgenden sind die Ergebnisse der einzelnen Spaltungen erldutert.

Spaltung von Faktor XII (Hagemann Faktor)

Bei der intravaskuldren Reaktionsfolge der Blutgerinnungskaskade setzt durch eine
unphysiologische Oberfldche die autokatalytische Aktivierung des Faktor XII ein [Silverberg
et al., 1980]. Zusitzlich ist das Kallikrein/Kinin-System durch Proteolyse in der Lage, den
Faktor XII zu aktivieren [Reddigari et al., 1993]. In Abbildung 20 ist der in vitro Abbau des
Faktors XII durch die Met”-KaDo der MMP-12 deutlich zu erkennen.

A B
kDa 1 2 3 45 6 78 910
94,0 ~ g
67,0— | My W - - o =43 kDa HPK-Y-K-A-E-E-H-T-
43,0— 1 . ———— L ARERTY.
30,0~ S o e ™ 32kDa SLTRN-G-P-L-
20,1~ B o T~ 20kDa B*.R-G-A-H-P-Y-
144— Wy

Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Spaltung von Faktor XII durch Met”-KaDo der MMP-12 (A);
N-Termini der Fragmente (B).

Bahn 1 : LMW-Marker;
Bahn 2-10 : Inkubation von Faktor XII mit Met”-KaDo der MMP-12 nach 0,2, 4,8, 15,
30, 60, 90 und 120 min.

Die Fragmente der GroBle 20 und 43 kDa sind bereits nach wenigen Minuten nachweisbar.
Durch N-terminale Sequenzierung wurden fiir das Protein mit 43 kDa zwei unterschiedliche

Sequenzen bestimmt. Insgesamt wurden vier Spaltstellen identifiziert (Tab. 7).
53



Ergebnisse

Tab. 7: Ermittelte Spaltstellen von Faktor XII durch Met’*-KaDo der MMP-12.

Molekular- .
sewicht [kDa] Spaltstelle Region der Spaltung
4 1u2- 1 -His®
3 Glu™-|-His N-terminal der Fibronektin-Typ II dhnlichen Doméne
43 Lys30—l—Tyr31
32 Ser350-i-Leu351 C-terminal in der schweren Kette des a-Faktor XIla
20 Ala*”-|-Leu®® | N-terminal innerhalb der katalytischen Doméne

Diese in vitro Untersuchungen zeigen, dass der Hagemann Faktor ein potentielles Substrat der
MMP-12 darstellt. Ein nach dem kompletten Abbau des Faktor XII durch die Met”-KaDo
durchgefiihrter Test mit dem Substrat S-2302 auf proteolytische Aktivitit der Fragmente war

negativ.

Spaltung von Prothrombin

364 gespalten

Prothrombin wird von Faktor Xa an den Positionen Arg*>’-Thr**® und Arg**-Ile
und hierdurch aktiviert. Das entstehende Thrombin besteht aus zwei Ketten o und 3, die iiber
eine Disulfidbriicke verkniipft sind [Di Cera et al., 1997]. Die Spaltung des Prothrombins
durch Met”’-KaDo der MMP-12 ist in der folgenden Abbildung dargestellt, wobei die Proben
ohne Zusatz von [B-Mercaptoethanol aufgetragen wurden (Abb. 21). Damit blieben die

Disulfidbriicken erhalten.
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Trhsmamne 30 kDa A*-N-T-F-L-
30,0 — ™ -
- 30 kDa IP*-V-E-G-S-D-
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530
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Abb. 21: Zeitlicher Verlauf der Prothrombinspaltung durch Met”-KaDo der MMP-12 (A);
N-Termini ausgewéhlter Fragmente (B).

Bahn 1 : LMW-Marker;
Bahn 2-9 : Proben nach 0, 2, 4, 8, 15, 30, 60, 90 min;
Bahn 10 : Probe nach 90 min ohne Met”’-KaDo der MMP-12.

54



Ergebnisse

Der Verlauf der Spaltung zeigt eine deutliche Abnahme der Intensitit der Bande des
Prothrombins bei ca. 80 kDa. Bereits direkt nach Zugabe der Met”’-KaDo der MMP-12
(0 min) treten Fragmente mit einer Grofe von ca. 38-40 kDa auf. Innerhalb von 15 Minuten
sind drei Hauptbanden bei ca. 12, 39 und 55 kDa zu erkennen. Das 12 kDa Fragment ist ein
Teil der B-Kette und enthélt den Serinrest 568 der katalytischen Triade (Tab. 8).

Tab. 8: Ermittelte Spaltstellen von Prothrombin durch Met”’-KaDo der MMP-12.

Molekular- .
sewicht [kDa] Spaltstelle Region der Spaltung
39 Pr0209-l-Leu210 Aktivierungspeptid 2
30 Arg“-l-Ala44 N-Terminus von Prothrombin
30 Arg*®-|-11e** | N-Terminus der B-Kette
529 .53 |Fragment der B-Kette mit Ser’®
12 Pro™-|-Ile der katalytische Triade

Die Sequenzierung der Proteine bei 30 kDa ergab zum einen den N-Terminus von

Prothrombin (Ala*) und zum anderen den N-Terminus der B-Kette (11e**

). Zusétzlich
erfolgte eine Spaltung bei Leu”'® innerhalb des Aktivierungspeptids 2.

Der nach 15 miniitiger Inkubationszeit von Prothrombin mit Met”’-KaDo durchgefiihrte
Thrombin-Aktivitdtstest mit dem Substrat S-2238 verlief positiv. Durch in vitro Spaltung von

Prothrombin durch MMP-12 entsteht somit ein Fragment mit Thrombinaktivitit.

Spaltung von Fibrinogen

Fibrinogen ist ein ca. 340 kDa groBes im Blutplasma zirkulierendes Protein, das nach
Abspaltung der Fibrinopeptide A (Ao 1-16) und B (B 1-14) durch Thrombin aggregiert. Der
proteolytische Abbau des Fibrinogens durch Met’’-KaDo der MMP-12 wird in der folgenden
Abbildung dokumentiert (Abb. 22).
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Abb. 22: Zeitlicher Verlauf der Fibrinogenspaltung durch Met”-KaDo der MMP-12 (A);
N-Termini ausgewéhlter Fragmente (B).

Bahn 1 : LMW-Marker;

Bahn 2-9 : Probennach 0, 1, 2, 5, 15, 30, 60, 120 min;

Bahn 10 : Probe nach 120 min ohne Met”-KaDo der MMP-12.
Durch die reduzierenden Bedingungen bei der Probenvorbereitung wurden die Disulfid-
briicken gespalten. Die Polypeptidketten des Fibrinogens sind nach SDS-PAGE als drei
Banden zu erkennen. In den Bahnen 2 (0 h) und 10 (2 h ohne MMP-12) sind die Ketten nicht
degradiert, somit kann eine Autoproteolyse ausgeschlossen werden. Bereits nach einer Minute
(Bahn 3) ist die Aa-Kette des Fibrinogens vollig abgebaut, wohingegen die BB- und y-Kette
selbst nach 2 Stunden noch erhalten sind. Die N-terminale Sequenzierung der Fragmente mit
der GroBe 30 und 27 kDa ergab eine 100 %ige Ubereinstimmung mit dem N-Terminus der

unprozessierten Aa-Kette (Tab. 9).

Tab. 9: Ermittelte Spaltstellen von Fibrinogen durch Met”-KaDo der MMP-12.

Molekular- .

gewicht [kDa] Spaltstelle Region der Spaltung

30 Thr'’-|-Ala®
N-Terminus der Ao-Kette
27 Thr'-|-Ala®
15 Glu™-|-Phe™*
13 Lys43 2—l—Leu433 offenkettiger Bereich am
12 GIu™-|-Phe™® C-Terminus der Ao-Kette
u’-|-Phe

11 Asp™°-|-Leu®’

Weiterhin konnten drei Spaltstellen (L*?, L*’7, F>*°) innerhalb der Aa-Kette des Fibrinogens

identifiziert werden.
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Funktionelle Fibrinogenbestimmung

Weitere Untersuchungen des Einflusses der MMP-12 auf Fibrinogen erfolgten durch den
Koagulationstest [Clauss, 1957]. Fibrinogen wurde bis zu zwei Stunden mit Met*’-KaDo der
MMP-12 bei 37°C inkubiert und zu unterschiedlichen Zeiten die MMP-12 Aktivitdt durch
einen 10-fachen molaren Uberschuss an Batimastat gehemmt. Nach Thrombin-Zugabe konnte
anschlieBend die Menge an gerinnbarem Fibrinogen bestimmt werden (Abb. 23). Die

Gerinnungsaktivitdt der Ausgangslosung des Fibrinogens ohne MMP-12 Zugabe wurde mit

100 % angenommen.

120
100 4
80 -
60 -
40
20
0 ; ;

0 50 100 150

Zeit (min)

Gerinnungsaktivitat (%)

Abb. 23: Gerinnungsaktivitit des Fibrinogens nach verschiedenen Inkubationszeiten mit
Met”-KaDo der MMP-12.

Im Vergleich zu normalem Fibrinogen ist die Gerinnbarkeit bereits nach 15 Minuten
Inkubation mit MMP-12 auf 50 % reduziert. Durch Inkubation der Ausgangslosung ohne
Met”’-KaDo fiir zwei Sunden bei 37°C und anschlieBendem Koagulationstest konnte eine

autokatalytische Degradierung des Fibrinogens sowie resultierende Abnahme der Gerinnungs-

aktivitdt ausgeschlossen werden.

57



Ergebnisse

5.4.2 Spaltung von weiteren potentiellen Substraten

Spaltung von Substanz P
Die Substanz P besteht aus 11 Aminosduren und dient der chemischen Ubertragung von

10_KaDo der humanen

Nervenimpulsen. Dieses Peptid wurde 15 Minuten mit der Phe
Makrophagenelastase bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung mit Hilfe der
MALDI-TOF-MS Analyse untersucht. In der folgenden Abbildung sind die entstandenen

Fragmente mit den entsprechenden Groflen gezeigt (Abb. 24).

Spaltung Substanz P
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Abb. 24: MALDI-TOF-MS Spektrum der Substanz P nach Inkubation mit
Phe'”-KaDo der MMP-12.

— Fragmente der Substanz P, die weiteren Banden konnten nicht zugeordnet werden.

In diesem Spektrum sind Signale bei dem Masse-Ladungs-Verhéltnis 753,49 und 1047,69 Da
enthalten. Diese GroBen stimmen mit den protonierten Massen [m-H'] der folgenden
Aminosduresequenzen iiberein: Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln = 753,44 Da und Arg-Pro-Lys-Pro-
GIn-GIn-Phe-Phe = 1047,57 Da. Damit wird die Substanz P an zwei Positionen von der
Phe'®-KaDo der MMP-12 gespalten:

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln- | -Phe-Phe- | -Gly-Leu-Met

Diese in vitro Untersuchung zeigt die Fahigkeit der MMP-12 zur Spaltung der Substanz P.
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Spaltung des myelin basic proteins

Das myelin basic protein (MBP) ist der Hauptbestandteil der Myelinscheide, die die Axone
von Neuronen umgibt. Bei entziindlichen Prozessen wie bei der Multiplen Sklerose kommt es
zu einer Degradierung des myelin basic proteins. Dieses Protein wurde bereits als potentielles
Substrat der MMP-12 von Chandler et al. (1996) untersucht. Im Folgenden sollten
Spaltstellen innerhalb des MBPs bestimmt werden. Dafiir wurde das myelin basic protein mit
der Phe'™-KaDo der MMP-12 im molaren Verhiltnis von 20:1 bei 37°C inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, mit Laemmli-Puffer aufgekocht und
durch SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfarbung analysiert (Abb. 25). N-terminale

Sequenzen wurden nach Blotting und Edman-Abbau ermittelt.
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Abb. 25: Zeitlicher Verlauf der Spaltung des MBPs durch Phe'*-KaDo der MMP-12 (A);
N-Termini ausgewéhlter Fragmente (B).

Bahn 1 : LMW-Marker;
Bahn 2-9 : Proben nach 0, 2, 4, 8, 15, 30, 60, 90 min;
Bahn 10 : Probe nach 90 min ohne Phe!®-KaDo der MMP-12.

In Abbildung 25 ist eine Fragmentierung des myelin basic proteins in der Ausgangslosung zu
erkennen (Bahn 2 und 10). Trotzdem wird der Abbau des MBPs durch die Phe'®-KaDo der
MMP-12 anhand der Intensititsabnahme der Bande bei 20 kDa bereits nach 4 Minuten
deutlich. Nach 30 Minuten sind nahezu alle Banden oberhalb eines 12 kDa Fragments
degradiert, dessen N-Terminus bestimmt werden konnte. Weiterhin wurde der N-Terminus

eines 6 kDa Fragments identifiziert (Abb. 25).
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5.5 Entwicklung eines ELISAS fiir die MMP-12

Die Makrophagenelastase wird unter anderem mit pathologischen Prozessen wie dem
Lungenemphysem oder der Angiogenese beim Tumorwachstum in Zusammenhang gebracht.
Bislang wurde die MMP-12 im betroffenen Gewebe nur qualitativ nachgewiesen. Eine
Korrelation zwischen dem Ausmal der Erkrankung und der Konzentration wére durch einen
quantitativen Nachweis der Proteinase moglich. Ein Ziel dieser Arbeit war daher, einen

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) fiir die Makrophagenelastase aufzubauen.

Herstellung polyklonaler Antikorper gegen die KaDo der MMP-12

Zum einen wurde ein synthetisches Peptid mit der Sequenz TYKYVDINTFRLSA fiir die
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (Pineda, Berlin). Diese fiir die humane MMP-12
spezifische Sequenz wurde nach Datenbankrecherche, Hydrophobizitéits- und Antigenizitéts-
bestimmung ausgewdahlt. Zum anderen wurden Kaninchen mit der rekombinant dargestellten,
inaktiven Variante der KaDo der MMP-12 (Ala®'’-KaDo) immunisiert. Die Serumgewinnung
erfolgte nach 90 und 115 Tagen. Der Antikorpertiter wurde durch einen indirekten ELISA mit
Ala*"’-KaDo als Antigen bestimmt. Fiir den anti-Peptid Antikérper ergab sich ein Titer von
1:20000 und fiir die anti-Ala*'*-KaDo IgGs wurde ein Titer von 1:320000 erhalten.

Die Reinigung der Antikorper erfolgte durch Affinitdtschromatographie an Protein A-
Sepharose. Der Fc-Teil der IgGs bindet spezifisch an Protein A. Die Antikdrper wurden nach
Waschen durch Erniedrigung des pH-Wertes auf 2,7 eluiert. Die Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE mit anschlieender Silberfarbung analysiert (Abb. 26).

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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30,0— == ﬁ <— leichte Ketten

Abb. 26: Aufreinigung der Antikorper an Protein A-Sepharose.

Bahn1 : LMW-Marker;
Bahn 2-4 : Waschschritte;
Bahn 5-10: Elution der Antikorper.
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Aufgrund der reduzierenden Bedingungen sind die leichten (25 kDa) und schweren (50 kDa)
Ketten der IgGs als einzelne Banden zu erkennen (Abb. 26). Da nach dieser Aufreinigung
noch unspezifische IgGs in den Fraktionen enthalten waren, wurde eine weitere Affinitéts-
chromatographie durchgefiihrt. Dafiir wurden zum einen das Peptid und zum anderen die
Ala’"”-KaDo an CH-aktivierte-Sepharose gekoppelt. Mit Hilfe dieser Siulenmaterialien

konnten die jeweiligen Antikdrper immunoaffinitats-gereinigt isoliert werden (Abb. 27).
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Abb. 27: Immunoaffinitits-gereinigte Antikorper (SDS-PAGE, Silberfirbung).

Bahn 1: LMW-Marker;
Bahn 2: anti-Peptid Antikorper;
Bahn 3: anti-Ala*">-KaDo Antikérper.

Aus einem Milliliter anti-Peptid Serum wurden ca. 50 pg, aus einem Milliliter anti-Ala*"’-

KaDo Serum ca. 300 pg polyklonaler, immunoaffinitits-gereinigter Antikdrper isoliert. Die
Antikorper zeigten im Western-Blot keine Kreuzreaktivitit gegeniiber MMP-2, -8, -9, -13 und
MT1-MMP (hier nicht gezeigt). Es wurde spezifisch nur die MMP-12 erkannt. Somit standen
diese Antikorper fiir die Detektion der MMP-12 im Western-Blot, den Aufbau eines ELISAs

und immunhistochemische Untersuchungen zur Verfiigung.
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Sandwich-ELISA fiir MMP-12
Es wurde zunidchst versucht, einen Sandwich-ELISA aufzubauen. Dieser besitzt im
Allgemeinen eine hohere Sensitivitit und ist einfacher durchzufiihren. Wegen des hoheren

Titers und der groBeren Verfiigbarkeit wurde im Folgenden der anti-Ala*"

-KaDo Antikorper
eingesetzt. Somit erfolgte zum einen die Beschichtung der Mikrotiterplatte mit diesem
Antikorper. Zum anderen wurde eine Charge mit Meerrettich-Peroxidase und eine weitere mit
Biotin gekoppelt. Diese unterschiedlich konjugierten Antikorper wurden fiir die Detektion
eingesetzt. Nach Variationen der Inkubationszeiten, der Menge der Primédrantikdrper fiir die
Immobilisierung und der Menge der gekoppelten Detektionsantikdrper konnten mit diesem
Sandwich-ELISA 100 ng/mL der MMP-12 zuverlédssig detektiert werden. Die Sensitivitdt
wurde auch durch Verwendung der TMB-Farbung an Stelle der ABTS/H,O,-Féarbung nicht

gesteigert. Die Standardkurve ist in der folgenden Abbildung gezeigt (Abb. 28).

Absorption

0,010 0,100 1,000 10,0
Konzentration Ala’"’-KaDo-MMP-12
[ng/mL]

Abb. 28: Standardkurve des Sandwich-ELISA fiir die MMP-12.

1 ug/mL Primérantikorper zum Beschichten eingesetzt; Ala*"*-KaDo von 0,020 bis 5 pg/mL
verwendet; mit 2 pg/mL Meerettich-Peroxidase gekoppeltem Detektionsantikorper fiir 1 h
inkubiert; ABTS/H,0,-Farbung; die Messwerte sind mit den Standardabweichungen
eingezeichnet.

Der Messbereich dieses ELISAs liegt zwischen 100 ng/mL und 3 pg/mL Ala*"*-KaDo der
MMP-12. Da sich die Sensitivitét nicht weiter senken liel, wurde zusétzlich ein kompetitiver

ELISA etabliert.
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Kompetitiver ELISA fiir MMP-12

Bei dem kompetitiven ELISA wird das gereinigte Antigen auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. AnschlieBend wird die Probe mit einer konstanten Menge des Antikorpers auf
diese Platte gegeben. Es entsteht eine Konkurrenzreaktion zwischen dem Antigen auf der
Mikrotiterplatte und dem in der Probe. Je mehr Antigen in der Probe vorhanden ist, desto
weniger Antikorper werden auf der Platte gebunden. Als Ergebnis wird eine inverse dose-

response Kurve erhalten.

Optimierung der ELISA-Parameter

Die Konzentration des flir die Beschichtung der Mikrotiterplatte eingesetzten Antigens
beeinflusst den kompetitiven ELISA. Bei zu hoher Konzentration wird die Empfindlichkeit zu
gering und bei zu geringer hat die Standardkurve eine zu kleine Steigung. Fiir die
Optimierung wurden Standardkurven mit unterschiedlicher Beschichtungskonzentration der

Ala?"’-KaDo aufgenommen (Abb. 29).
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Abb. 29: Standardkurven des kompetitiven ELISA bei verschiedenen Konzentrationen
der Ala*"’-KaDo der MMP-12 fiir die Beschichtung der Mikrotiterplatte.

Kurve 1: 25 ng/mL, Kurve 2: 50 ng/mL, Kurve 3: 75 ng/mL, Kurve 4: 100 ng/mL Ala*"’-
KaDo fiir die Beschichtung eingesetzt; 0,008 bis 2 pg/mL Ala*"*-KaDo mit 2 pg/mL anti-
Ala*”-KaDo IgG fiir 1 h vorinkubiert; mit 2 pg/mL Meerrettich-Peroxidase konjugiertem
Ziege-anti-Kaninchen-IgG  Antikorper fiir 1 h inkubiert; ABTS/H,O,-Férbung; die
Messwerte sind mit der Standardabweichung eingezeichnet.
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Bei einer MMP-12 Konzentration von 75 ng/mL wurde die optimale inverse dose-response
Kurve erhalten. Geringere Konzentrationen fiihrten zu flacheren Standardkurven, und héhere
Mengen resultierten nicht in einer gesteigerten Empfindlichkeit. Somit wurde bei der
Beschichtung der Mikrotiterplatten beim kompetitiven ELISA die Ala*"*-KaDo der MMP-12
mit einer Konzentration von 75 ng/mL eingesetzt.

Als weiterer Parameter wurde die Konzentration des verwendeten Antikérpers optimiert. Die
besten Ergebnisse wurden mit einer Konzentration von 1 pg/mL erzielt. Die Proben wurden
mit dem Antikérper eine Stunde vorinkubiert und anschlieBend auf die mit Ala®'*-KaDo der
MMP-12 beschichteten Platte gegeben. Bei direkter Zusammengabe aller Komponenten
wurde eine deutlich flachere Standardkurve erhalten. Fiir die Detektion wurde ein mit
Meerrettich-Peroxidase  gekoppelter  Ziege-anti-Kaninchen-IgG ~ Antikorper  (dianova,
Hamburg) eingesetzt, da der Primérantikdrper unkonjugiert war. Mit einer Verdiinnung von
1:2500 bei einer Stunde Inkubationszeit wurden sehr gute Ergebnisse erzielt. Die optimierte

Standardkurve ist in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 30).
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Abb. 30: Optimierte Standardkurve des kompetitiven ELISA fiir die MMP-12.

Platte mit 75 ng/mL Ala’">-KaDo beschichtet; 0,002 bis 0,5 pg/mL Ala*°-KaDo mit
1 pg/mL Primérantikorper fiir 1 h vorinkubiert; mit 2 pg/mL Meerrettich-Peroxidase
konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-IgG Antikorper fiir 1 h inkubiert; ABTS/H,0,-Farbung;
die Messwerte sind mit der Standardabweichung eingezeichnet.
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Anhand der Standardkurve ist zu erkennen, dass der ideale Messbereich des ELISAs bei
5-100 ng/mL liegt. Diese Messungen wurden in zeitlichen Abstinden mit unterschiedlichen
Antigen- bzw. Antikorperchargen durchgefiihrt, wobei die Ergebnisse bestétigt werden
konnten. Dieser kompetitive ELISA wurde mit Hilfe von humaner MMP-12 aus Zellkultur-
iiberstinden von Makrophagen [Chemicon, 2001] getestet, wobei die MMP-12 erfolgreich
detektiert werden konnte. Bei Untersuchungen von verschiedenen Proben UV-bestrahlter
Fibroblasten, wurde die MMP-12 nicht nachgewiesen [Hantke et al., 2002]. Weiterhin zeigte
der ELISA keine Kreuzreaktivitit mit MMP-2, -8, -9, -13 und MT1-MMP sowie Bestand-
teilen von Liquor und Synovialfliissigkeit. In Tests mit Plasmaproben wurde eine geringe
Kreuzreaktivitidt mit einem bislang unbekannten Antigen festgestellt. Somit steht mit diesem
kompetitiven ELISA ein System zur Detektion der MMP-12 in verschiedenen Proben zur

Verfiigung.
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5.6 Immunhistochemische Untersuchungen

In bisherigen Untersuchungen war der Nachweis der MMP-12 Expression weitestgehend auf
Makrophagen beschrinkt. Erst wenige aktuelle Verdffentlichungen zeigen, dass weitere
Zelltypen wie z.B. Osteoclasten oder fotale Chondrozyten in der Lage sind, die Makrophagen-
elastase zu exprimieren [Hou et al., 1997; Kerkel4 et al., 2001]. Diese Ergebnisse dienten als
Ausgangspunkt fiir die immunhistochemischen Untersuchungen an verschiedenen Geweben.

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe aufgefiihrt (Tab. 10).

Tab. 10: Fiir immunhistologische Untersuchungen eingesetzte Gewebeproben.

Gewebe Diagnose Beschreibung Anzahl
ohne Befund |- 2
Ekzem flachenhafte, entziindliche Hautveranderung 3
Lupus scharf begrenzte Herde mit zentral gelegenen follikuldren )
erythematodes | Hyperkeratosen, die am Rand entziindlich infiltriert sind
chronisch rezidiv, subepidermale Blasenbildung, Autoimmun-
Haut Dermatitis erkrankung, Ablagerung von Antigen-Antikdrper Komplexen 5
herpetiformis | an der Basalmembran, Komplementaktivierung und
Spaltbildung mit eosinophilen Infiltraten
. entziindliche Reaktionen, die von der Wand der Blutgefafle
Vaskulitis ) 1
ihren Ausgang nehmen
Lepra durch Bakterien (Mycobakterium leprae) verursachte
1 P ¢ Infektionskrankheit der Haut, bei lepromatdser Form massive 1
cpromatosa Infiltration der Haut
Fett- und Rheumaknoten bei Polyarthritis auftretende, derbe, verschiebliche subkutane 5
Bindegewebe ! Knoten aus nekrotischem Gewebe
. . Bindegewebserkrankung durch nekrotische Ablagerungen, die
synoviales Rheumatismus von gewebetypischen Makrophagen (Histiozyten) gesdumt 2
Bindegewebe | nodosus sin dg P phag yen) &
Milz ohne Befund |- 2
Arterie ohne Befund |- 2
Lunge ohne Befund |- 2
Dickdarm ohne Befund |- 2
Myokard ohne Befund |- 2
Niere ohne Befund |- 1
Diinndarm ohne Befund |- 1
Pankreas ohne Befund |- 1
Riickenmark
(Maus) ohne Befund |- 2
Riickenmark | wobbler . . .
(Maus) Mutante degenerierte Neuronen, aktivierte Gliazellen 2
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Die Gewebeproben wurden mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Scheiben (4 pm
dick) wurden auf Objekttrigern entparaffiniert, rehydriert und durch Aufkochen in Citrat-
puffer demaskiert.

Fiir die Versuche wurden immunoaffinitits-gereinigte, polyklonale Antikorper eingesetzt, die
gegen die in E. coli rekombinant dargestellte Ala?'’-KaDo der MMP-12 gerichtet waren.
Nach Detektion mit Hilfe der LSAB-Methode wurde eine positive Immunreaktion durch rote
Féarbung deutlich. Die nach Gegenfarbung mit Hamatoxilin violett-blauen Zellkerne lassen die
Gewebestruktur erkennen. In der folgenden Abbildung ist der Aufbau der Epidermis
dargestellt (Abb. 31).

Abb. 31: Schematischer Aufbau und Hamatoxilin gefirbte Epidermis; VergroBerung: 400-fach.

1: Stratum corneum; 2: Stratum granulosum; 3: Stratum spinosum; 4: Stratum basale;
K: Keratinozyten; L: Langerhans Zellen; M: Melanozyten; Me: Merkel Zellen;
Ne: freie Nervenenden.

Die Keratinozyten bilden die Masse der Epithelzellen und lassen von basal nach apikal eine
charakteristische Umwandlung erkennen, die in der Schichtenbildung vom Stratum basale bis
zum Stratum corneum zum Ausdruck kommt. Im Stratum granulosum treten die
Keratohyalingranula als ein Faktor der Verhornung auf. Die Zellen produzieren weiterhin

Lamellenkorper (rot), deren Lipide den Interzellularraum versiegeln.
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Bei pathologisch verdndertem Gewebe wurde gesundes Gewebe als Negativkontrolle der

Féarbung eingesetzt (Abb. 32A) . Wie erwartet wurde keine Anfarbung erhalten.

Abb. 32: Negativ- und Positivkontrollen der Immunreaktion;
Vergrofierungen A: 200-fach; B-D: 400-fach.

gesunde Haut; Farbung mit Primérantikérper gegen MMP-12: keine Farbreaktion;
Ekzem; Farbung mit Primérantikorper gegen CD68: — r6tl. Farbung = Makrophagen;
Ekzem; Farbung mit Primérantikorper gegen MMP-12: — r6tl. Farbung = MMP-12;
Ekzem; Farbung mit Praiimmunserum: keine Farbreaktion.

oow>

Die abgebildeten Hautproben eines Ekzems in Ausschnitt B, C und D weisen eine
Entziindung im Bereich der Papillen auf. Hier konnten mit anti-CD68-Antikorpern spezifisch
die infiltrierten Makrophagen lokalisiert werden (B). CD68 ist ein fiir Makrophagen
spezifisches Oberflachenprotein. In einem weiteren Ausschnitt dieser Probe, welcher im
Folgenden als Positivkontrolle diente, wurde spezifisch die MMP-12 in Makrophagen
angefarbt (Abb. 32C). Zusitzlich wurde eine unspezifische Immunreaktion durch Farbung mit

Praimmunserum an Stelle des Primérantikorpers ausgeschlossen (Abb. 32D).
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Immunhistochemische Untersuchungen an verschiedenen Hautgeweben

Fiir immunhistologische Untersuchungen standen verschiedene Hautproben zur Verfiigung
(Tab. 10). Bei den jeweiligen Negativkontrollen wurden wie erwartet keine Bereiche
angefarbt (hier nicht gezeigt). In der folgenden Abbildung sind die Hautgewebe mit positiver
Farbreaktion, welche die Expression der MMP-12 nachweist, zusammengestellt (Abb. 33).

Abb. 33: Expression der MMP-12: Ekzem (A), Lupus erythematodes (B),
Dermatitis herpetiformis (C) und Lepra lepromatosa (D); VergroBlerung: 400-fach.

— rotliche Farbung = Expression der MMP-12.

Bei den Hautproben A, B und C wurde der Bereich des Stratum granulosum der Epidermis
deutlich rot angefarbt. Es handelt sich hierbei um das Cytoplasma der Keratinozyten, aus
denen sich die Hornzellen bilden (Keratose). Im Ausschnitt A ist eine Hyperkeratose zu
erkennen, d.h. es liegt eine Verdickung der Hornschicht durch vermehrte Bildung von
Hornzellen vor. Die Gewebeprobe D der Lepra lepromatosa zeigt eine intensive rote Férbung,

so dass die Expression der MMP-12 eindeutig nachgewiesen wurde.
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Immunhistochemische Untersuchungen an weiteren humanen Geweben
Eine deutliche Immunreaktion war bei der Gewebeprobe der Milz im Bereich einer

Zentralarterie zu erkennen (Abb. 34).

Abb. 34: Ausschnitt aus einem Milzfollikel: Negativkontrolle (A),
Immunreaktion in der Arterienwand (B); Vergroflerung: 400-fach.

— rotliche Farbung = Expression der MMP-12.

Bei den briunlichen Anfarbungen in der Negativkontrolle (Abb. 34A) handelt es sich um
Artefakte, die bei unvollstindiger Entparaffinierung auftreten. In Abbildung 34B sind die
GefaBwiande der Zentralarterie stark rot angefdarbt. Dieses deutet auf eine Expression der
MMP-12 in diesen Bereichen hin. Weiterhin sind im umliegenden Milzgewebe vereinzelt rote
Anfarbungen zu erkennen, wobei es sich um MMP-12 Expression der vorhandenen

Makrophagen handelt.

Die iibrigen untersuchten humanen Gewebe zeigten keine Immunreaktion.
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Immunhistochemische Untersuchungen an murinem Riickenmarkgewebe

Zusitzlich zu den Untersuchungen an humanen Gewebeproben wurde in Zusammenarbeit mit
Dr. J.-W. Bartsch & U. Schlomann (Fakultit Biologie, Universitit Bielefeld) die Expression
der MMP-12 im Riickenmark von Wildtyp und sogenannten wobbler Mausen studiert. Ein
Gendefekt dieser Miuse fiihrt zu einer Degeneration von motorischen Neuronen, so dass sie
als Tiermodell fiir humane Motoneuronenerkrankungen verwendet werden [Rathke-Hartlieb,
20007].

Die ndtige Kreuzreaktivitit des anti-Ala®"’

-KaDo Antikorpers mit der murinen MMP-12
wurde in Vortests bestitigt, bei denen dieser Antikorper die gleiche Reaktivitit zeigte wie ein
kommerziell erhiltlicher anti-Maus-MMP-12 Antikorper (Santa Cruz, USA). Als Negativ-
kontrolle wurde jeweils eine Farbung mit Praimmunserum durchgefiihrt, die wie erwartet bei
allen Proben negativ war. In der folgenden Abbildung sind die deutlichen Unterschiede der
Anfarbung bei einer Gewebeprobe aus dem Riickenmark von gesunden im Vergleich zu der

wobbler Maus gezeigt (Abb. 35).

Abb. 35: Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung des Riickenmarks der Wildtyp (A)
und wobbler Maus (B); VergroBBerung: 50-fach.

Firbung mit anti-Ala*'’-KaDo IgG und dem LSAB-System; Gegenfirbung mit Himatoxilin;
oberhalb der eingezeichneten Linie befindet sich die graue und unterhalb die weille
Substanz des Vorderhorns des Riickenmarks; blaue Farbung = Zellkerne und rote Féarbung
(—) = Expression der MMP-12; Farbung am Geweberand sind Artefakte.

Die blau gefarbten Zellkerne der Neuronen in der grauen Substanz sind bei der Probe der
gesunden Maus gut zu erkennen (Abb. 35A). Eine wesentlich geringere Anzahl dieser
Neuronen in Abbildung 35B verdeutlicht den pathologischen Befund der Neuronen-
degeneration bei der wobbler Maus. Zusétzlich treten bei dieser Probe rotlich gefarbte

Bereiche auf, was auf die Expression der MMP-12 hindeutet.
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Zur genaueren Betrachtung ist in der folgenden Abbildung einer dieser Bereiche der grauen
Substanz des Riickenmarks der Wildtyp Maus einer Probe der wobbler Maus bei hoherer
VergroBerung gegeniibergestellt (Abb. 36).

Abb. 36: Immunhistochemische Firbung der grauen Substanz des Riickenmarks
der Wildtyp (A) und wobbler Maus (B); Vergrofierung: 400-fach.

Verwendung des anti-Ala®’-KaDo IgGs und des LSAB-Systems; Gegenfirbung mit
Héamatoxilin; blaue Fiarbung = Zellkerne und rote Féarbung = Expression der MMP-12;
einfache Pfeilspitze = degeneriertes Neuron; doppelte Pfeilspitze = reaktive Gliazellen.

Die Gewebeprobe der gesunden Maus zeigt keine rotliche Farbung (Abb. 36A). Dagegen
wurden bei der wobbler Mutanten reaktive Gliazellen angefarbt (Abb. 36B). Besonders
intensiv ist diese rotliche Fiarbung direkt in der Umgebung von degenerierten Neuronen zu
beobachten. Diese degenerierten Neuronen sind gut an den sich auflésenden und dadurch nur

schwach blau angefirbten Zellkernen zu erkennen.
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5.7 Bestimmung der Kristallstruktur der MMP-12

Kristallisierung des Komplexes aus Ala”"”-KaDo der MMP-12 mit Batimastat

Die Makrophagenelastase wird beim Lungenemphysem mit den proteolytischen Abbau-
prozessen des Elastin-reichen Lungengewebes in Zusammenhang gebracht. Eine spezifische
Hemmung der MMP-12 konnte diese pathologische Degradierung einschrianken. Fiir die
Entwicklung spezifischer Inhibitoren ist die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von
entscheidender Bedeutung. Um durch rontgenkristallographische Untersuchungen die
Struktur der katalytischen Doméne der MMP-12 aufzukldren, sollte dieses Protein zunichst
kristallisiert werden. Jedoch konnte trotz Anwendung verschiedener Strategien die aktive
Variante der KaDo der MMP-12 nicht in fiir Kristallisationsexperimente ausreichend hoher
Konzentration dargestellt werden. Zum einen prézipitierte das Protein beim Konzentrieren der
Lo6sung und zum anderen wurden bei Analyse der Probe durch SDS-PAGE und Silberfarbung
Abbaufragmente beobachtet (hier nicht gezeigt). Da die inaktive Variante der katalytischen
Domine der MMP-12 mit Ala*® statt Glu*" im Kkatalytischen Zentrum problemlos
konzentriert werden konnte, wurde sie fiir die folgenden Versuche eingesetzt. Der
Ala*"’-KaDo/Batimastat-Komplex konnte am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martins-
ried mit Hilfe der Dampfdiffusionsmethode eines sitting drops erfolgreich kristallisiert

werden. Nach wenigen Tagen wurden Kristalle mit einer Gréfle von 600 x 200 x 200 um

erhalten (Abb. 37).

Abb. 37: Kristall von Ala’’-KaDo der MMP-12 komplexiert mit Batimastat.
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Die Rontgenstrukturdaten wurden am Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY) in
Hamburg aufgenommen. Dieser Datensatz wurde mit Hilfe der Patterson-Suchmethode
(molecular replacement) unter Verwendung der Kristallstrukturdaten der humanen MMP-3
(PDB Eintrag: luea; Gomis-Riith et al., 1997) ausgewertet. Nach mehreren Verfeinerungen
wurde ein in Abbildung 38 dargestelltes, endgiiltiges Atommodell der Reste Gly'*°-Gly*® mit
einer Auflésung von 1,09 A erhalten. In dieser Abbildung ist die Ala*"*~-KaDo der MMP-12 in
der ,,Standardorientierung® gezeigt, bei der der Betrachter auf das katalytische Zentrum
schaut und ein Peptidsubstrat horizontal von links (N-Terminus) nach rechts (C-Terminus)

binden wiirde.

Spezifitats-
Loop

Abb. 38: Ribbon Darstellung der Ala’’~-KaDo der MMP-12 inhibiert durch Batimastat.

Batimastat in ball and stick Darstellung; Liganden des katalytischen Zinks (His*'®, His***
und His*") als Stibchenmodell; Zink- bzw. Calciumionen als magentafarbene bzw. griine
Kugeln.

Die Reste Met” bis Gly'® konnten nicht aufgelost werden. Dieses deutet auf ihre freie

Beweglichkeit hin. Dieses Modell zeigt weiterhin den Inhibitor Batimastat, zwei Zink- und
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drei Calciumionen. Die Calciumionen sind oktaedrisch bzw. verzerrt oktaedrisch koordiniert.
Das strukturelle Zinkion ist tetraedrisch von Liganden umgeben, wohingegen fiir das Zinkion
des aktiven Zentrums der Ala?"’-KaDo der MMP-12 eine Koordination in der Form einer
quadratischen Pyramide gefunden wurde. Die Stickstoffatome der Histidine 222 und 228
spannen zusammen mit dem Hydroxyl- und Carbonylsauerstoffatom der Hydroxamatgruppe
des Batimastats die Grundfldche auf und das Stickstoffatom des Histidin 218 bildet die Spitze
(Abb. 39).
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Abb. 39: Ribbon Darstellung des katalytischen Zentrums der Ala*’-KaDo der MMP-12.

Batimastat in ball and stick Darstellung; Liganden des katalytischen Zinks (His*'®, His***
und His**®*) und Ala®" als Stibchenmodell; Zinkion als magentafarbene Kugel.

219 Rest zu erkennen, der aus

In dieser Abbildung ist der vom Zinkion teilweise verdeckte Ala
Stabilititsgriinden fiir die Aminosdure Glu*'® durch Mutation eingefiihrt wurde. Die Isobutyl-
gruppe des Batimastat ist in die Richtung der S1’-Spezifititstasche ausgerichtet (Abb. 39).
Diese S1°-Spezifititstasche zieht sich durch das gesamte Enzym hindurch. Der Thiophenring
liegt direkt iiber dem katalytischen Zinkion, so dass diese Anordnung an eine Halbsandwich-

verbindung erinnert. Fiir den Thiophenring und die Phenylgruppe wurden zwei unterschied-

liche Orientierungen gefunden (Abb. 40).
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Abb. 40: Unterschiedliche Konformationen des Inhibitors Batimastat.

Batimastat als Stdbchenmodell; Sauerstoff in rot; Stickstoff in blau; Schwefel in gelb; zur
besseren Unterscheidung der einzelnen Atome der verschieden ausgerichteten Thiophen-
und Phenylreste sind die zugehdrigen Bindungen der jeweiligen Orientierungen
entsprechend farbig markiert.

Die beiden Konformationen des Thiophenringes liegen leicht versetzt in der gleichen Ebene.
Der Ring ist dabei um nahezu 180° gedreht, so dass das Schwefelatom bei den verschiedenen
Orientierungen in entgegengesetzte Richtungen zeigt. Fiir die Koordination des Zinkions im
katalytischen Zentrum hat dies keine Auswirkung. Der Phenylring des Batimastat weist
ebenfalls zwei mogliche Konformationen auf. Diese sind durch die Anordnung der
Ala*-KaDo der MMP-12 im Kristall bedingt. Dort sind zwei benachbarte Proteine so
positioniert, dass die katalytischen Zentren einander zugewandt sind. Aus sterischen Griinden
konnen die Phenylringe der beiden Inhibitoren nicht die gleiche Konformation besitzen. Es
wird somit eine 50 %ige Besetzung jeder Orientierung angenommen. In der ,,normalen*
Konformation ist der Phenylring zum Thiophenring ausgerichtet. Bei der alternativen

Konformation ist der Phenylring um ca. 120° in die entgegengesetzte Richtung geklappt.

Vergleich der MMP-12 Struktur mit anderen MMPs

Zum Vergleich der Strukturen verschiedener MMPs wurden die katalytischen Domédnen der
MMP-1, -2 (Mutante ohne Fibronektin-Typ II Doméinen), -3, -7, -8, -12, -13 und MT1-MMP
iibereinander gelagert. Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 41).
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o Speziﬁtéts-
Loop

Abb. 41: Uberlagerung der katalytischen Domiinen.

MMP-1: rot; MMP-2: dunkelblau; MMP-3: griin; MMP-7: dunkelorange; MMP-8: silber;
MMP-12: gold; MMP-13: hellblau; MMP-14: lila; Batimastat, die Seitenketten der drei
Histidine des katalytischen Zentrums sowie das Methionin des Met-turns sind als
Stdbchenmodell gezeigt. Zink- bzw. Calciumionen sind als magentafarbene bzw. griine
Kugeln dargestellt.

In der Abbildung 41 zeigt sich die starke Ahnlichkeit der bislang bekannten MMP-Strukturen.
Der S-, sV-hB- und der Spezifitits-Loop besitzen die grofiten Unterschiede in der Lage und
bei der MTI-MMP ist der zusétzliche MT-Loop zu erkennen. Der S-Loop liegt bei der
MMP-12 aufgrund des vorhandenen Alanin 173, an dessen Position sich bei anderen MMPs
ein hoch konserviertes Prolin befindet, ndher am B-Faltblatt. Einige Seitenketten erstrecken
sich dadurch deutlich weiter in die reaktive Spalte des katalytischen Zentrums. Diese
Anordnung beeinflusst die S3-Spezifititstasche, die damit klein und hydrophob, sowie
deutlich von der kanalférmigen hydrophoben S1-Tasche abgegrenzt ist. Die S2-Bindungs-
stelle hat die Form einer flachen hydrophoben Fliche. Durch das in der S1°-Tasche gelegene
Threonin 215, an dessen Stelle sich bei fast allen anderen MMPs ein Valinrest befindet,

besitzt diese lange Tasche eine schwichere Hydrophobizitit. Weiterhin bildet die reaktive
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Spalte des katalytischen Zentrums eine hydrophile S2’- und eine hydrophobe S3’-Bindungs-

stelle aus. Diese Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 11).

Tab. 11: Spezifitiat der Substratbindungsregion der MMP-12.

Tasche | Eigenschaft Bevorzugte Reste
S3 klein, hydrophob Gly, Ala, Val, Leu, lle
S2 | flache hydrophobe Fliche Phe, Tyr
S1 | hydrophober Kanal Phe
S1’ | lang, schwach hydrophob Leu, Lys, Phe, Tyr, Arg
S2° | hydrophil Arg, Tyr
S3’ | hydrophob Ala, Val, Leu, Ile

Die Ladungsverteilung auf der Oberfliche der MMPs weist wesentlich grofBere
Abweichungen auf. Die Oberfldchen der katalytischen Doménen der MMP-1, -3, -7 und -12
sind in der folgenden Abbildung in ihrer Standardorientierung gezeigt (Abb. 42).

Abb. 42: Ladungsverteilung auf der Oberfliche der katalytischen Dominen der MMP-1 (A),
MMP-3 (B), MMP-7 (C) und MMP-12 (D).

Hydrophobe Bereiche sind farblos, negative bzw. positive Ladungen rot bzw. blau geférbt;
in die aktiven Zentren der MMP-1, -7, -12 wurde das Hexapeptid (AMFLEA) modelliert,
das aktive Zentrum der MMP-3 enthilt einen Inhibitor und bei allen Modellen ist das
teilweise verdeckte Zinkion (magenta) zu erkennen.
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In dieser Abbildung ist deutlich die reaktive Spalte des katalytischen Zentrums zu erkennen,
in der zum einen das Hexapeptid (Ala-Met-Phe-Leu-Glu-Ala) als potentielles Substrat
modelliert wurde (A, C und D) und zum anderen ein Inhibitor enthalten ist (B). Diese
Bereiche der reaktiven Zentren sind bei der MMP-1 und -3 im Vergleich zu den beiden
anderen MMPs rétlich geféarbt, womit negativ geladene Bereiche gekennzeichnet sind. Ober-
und unterhalb der reaktiven Spalte besitzen die Oberfldchen sehr unterschiedliche Ladungs-
verteilungen. Bei der MMP-1 sind beide Bereiche rot eingefdrbt. Die anderen abgebildeten
MMPs besitzen oberhalb des katalytischen Zentrums einen negativ geladenen Bereich, wobei
dieser bei der MMP-7 und -12 im Verhiltnis zur MMP-3 eher klein ausfillt. Der untere
Bereich der gezeigten Oberflichen der MMP-3, -7 und -12 sind bis auf wenige positiv
geladene Stellen liberwiegend hydrophob. Insgesamt besitzt die Oberfliche der katalytischen
Domine der MMP-12 édhnlich wie die der MMP-7 im Vergleich zu den anderen MMPs einen
starker ausgepragten hydrophoben Charakter. Somit ist mit der Aufklarung der rdumlichen
Struktur der MMP-12 ein weiterer Ansatzpunkt fiir die Untersuchung der Substratspezifitit
dieser MMP geschaffen worden.
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6 Diskussion und Ausblick

Die Matrix Metalloproteinasen katalysieren die Umstrukturierung der extrazelluldren Matrix
bei vielen physiologischen Prozessen. Eine Stérung der Regulation dieser Proteinasen wird
fiir viele pathologische Verdnderungen wie rheumatoide Arthritis oder Tumorinvasion
verantwortlich gemacht [Birkedal-Hansen et al., 1993; Liotta, 1992]. Beispielsweise ist eine
Fehlregulation der von Makrophagen sezernierten Makrophagenelastase in Bezug auf das
Lungenemphysem und auf Prozesse bei der Arteriosklerose von besonderer Bedeutung
[Shapiro, 1994; Halpert et al., 1996]. In vitro Untersuchungen der jeweils beteiligten Matrix
Metalloproteinasen spielen eine wichtige Rolle, um Hinweise auf mdgliche Eigenschaften
in vivo zu erhalten. Daher wurden in dieser Arbeit verschiedene Varianten der katalytischen
Domine der humanen Makrophagenelastase (HME, MMP-12) kloniert, in E. coli exprimiert,
isoliert und ihre katalytische Aktivitdt bestimmt. Dariiber hinaus konnte ein ELISA aufgebaut
und durch immunhistochemische Untersuchungen die Expression der MMP-12 in
verschiedenen Gewebeproben nachgewiesen werden. Die erfolgreiche Kristallisierung einer
inaktiven Variante der katalytischen Domédne der Makrophagenelastase ermoglichte zudem

die Aufkldrung der rdumlichen Proteinstruktur.

6.1 Klonierungen

Die cDNA der katalytischen Domédne der MMP-12 ohne (KaDo) und mit Propeptid
(ProKaDo) konnte durch RT-PCR mit der Gesamt-RNA aus Plazentagewebe (Abb. 9)
amplifiziert werden (Abb. 11). Nachfolgende Klonierungen in die Expressionssysteme
verliefen erfolgreich (Abb. 11). Die Sequenzierung ergab im Vergleich zu der von Shapiro et
al. (1993) verodffentlichten Sequenz drei ausgetauschte Basen: G114A, T714C und T741C,
woraus jedoch keine Anderungen der Aminosiuresequenz resultierten.

Diese Ergebnisse bestétigen frithere Arbeiten, bei denen die cDNA der MMP-12 zum ersten
Mal aus der Chondrosarkom-Zelllinie SW 1353 kloniert werden konnte [Kocourek, 1998].
Kerkeld et al. wiesen drei Jahre spiter ebenfalls die Expression der MMP-12 mRNA in den
Chondrosarkomzellen SW 1353 nach. Zusitzlich konnten sie das Protein wihrend der
Embryonalentwicklung in Chondrozyten mit immunhistochemischen Methoden detektieren

[Kerkelé et al., 2001].
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Weiterhin wurde durch Mutagenese-PCR eine cDNA amplifiziert, die fiir den
Aminosdureaustausch Glu219Ala innerhalb des katalytischen Zentrums der MMP-12 kodiert
(Abb. 12). Nach Transformation von BL21 (DE3) E. coli-Zellen mit dem Plasmid pET11a-
Ala*"-KaDo wurde ein Expressionssystem erhalten, welches erfolgreich fiir die Expression

einer inaktiven KaDo der MMP-12 eingesetzt wurde.

6.2 Expression und Reinigung

Die Darstellung der rekombinanten Proteine erfolgte unter Verwendung der oben genannten
Expressionssysteme. Die katalytische Doméne ohne (Met”’-KaDo) und mit Mutation (Ala*"-
KaDo) konnten nach Expression durch Affinititschromatographie an Pro-Leu-Gly-NHOH
gekoppelter Sepharose bis zur Homogenitét gereinigt werden (Abb. 13). Dieses Verfahren
wurde erstmals fiir die MMP-8 beschrieben [Moore & Spilburg, 1986] und stellt nach den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten auch fiir die MMP-12 ein effizientes Reinigungs-
verfahren dar. Die Sequenzierung ergab bei beiden Proteinen einen Methioninrest als
N-terminalen Klonierungsartefakt.

Die Expression der katalytischen Domidne mit Propeptid verlief erfolgreich (Abb. 14).
Wiéhrend der Reinigung dieses Proteins erfolgte die autokatalytische Abspaltung der
Prodoméne, so dass nach der oben genannten Chromatographie die katalytische Doméne ohne
Propeptid erfolgreich isoliert wurde (Abb. 14). Diese Form der KaDo besitzt, im Gegensatz
zu den vorher beschriebenen Varianten, mit Phenylalanin 100 den N-Terminus des aktiven
Enzyms [Takino et al., 1995].

Diese Ergebnisse bestdtigen vorausgegangene Arbeiten von Shapiro et al. (1993) und
Chandler et al. (1996). Shapiro et al. verwendeten ein dhnliches Expressionssystem fiir das
Gesamtenzym der MMP-12. Sie erhielten nach Reinigung mit Hilfe der Chromatographie an
Heparin-Agarose und Einstellung nichtdenaturierender Bedingungen die aktive Form der
MMP-12 (22 kDa), aktiviertes Enzym (45 kDa) und ProHME (54 kDa). Durch einen
GroBenvergleich dieser aktiven Form aus E. coli mit der MMP-12 aus humanen Makrophagen
zeigte sich, dass eine Glykosylierung trotz zweier potentieller Glykosylierungsstellen
unwahrscheinlich ist [Shapiro et al., 1993].

Die von Chandler et al. (1996) beschriebene Expression aus Hamster Ovarienzellen (CHO-
Zellen) stellt eine weitere Moglichkeit zur Isolierung der rekombinanten HME dar. Die
Reinigung beinhaltete mehrere Reinigungsschritte iiber Affinitits- und Ionenaustausch-

chromatographie und war deshalb wesentlich aufwéndiger. Parallel zu der vorliegenden
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Arbeit stellten Parkar et al. eine weitere Variante der KaDo der MMP-12 dar. Sie klonierten

den Aminosdureabschnitt von Gly'%-Asn*®

Die Aufreinigungsstrategie umfasste eine
Gelfiltration und eine Chromatographie an SP-Sepharose [Parkar et al., 2000]. Im Gegensatz
zu den bisher bekannten Methoden stellt die in dieser Arbeit beschriebene Isolierung der
MMP-12 mit nur einem chromatographischen Schritt eine duBlerst effiziente Strategie dar.
Damit stehen die drei Varianten Metgg—, Phe'”- und Ala*"’-KaDo der MMP-12 zur weiteren

Charakterisierung zur Verfiigung.

6.3 Aktivititsuntersuchungen

10_KaDo in Gelatin- und Casein-

Zunichst konnte die Aktivitit der Met”- und Phe
Zymogrammen nachgewiesen werden, wohingegen die Ala’'’-Mutante keine Degradierung
dieser Substrate zeigte (Abb. 15). Auch gegeniiber dem Peptid fiir fluoreszenzkinetische
Untersuchungen, Mca-P-L-G-L-Dpa-A-R-NH, [Knight et al., 1992], konnte mit dieser
Variante keine Aktivitdt festgestellt werden. Die von Chandler et al. (1996) beschriebene
Aktivitit der MMP-12 gegeniiber dem synthetischen Mca-Peptid wurde mit den im
Zymogramm aktiven katalytischen Doménen der HME bestitigt. Durch weitergehende
MALDI-TOF-MS Untersuchungen konnte zum ersten Mal die Spaltstelle der MMP-12
innerhalb des Peptids identifiziert werden. Zwei Signale des Spektrums (Abb. 16) konnten
eindeutig den Fragmenten Mca-Pro-Leu-NH; und Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, zugeordnet
werden. Damit spaltet die KaDo der MMP-12 dieses Mca-Peptid an einer Position, die bisher
fiir keine MMP beschrieben wurde. Die MMP-7 und MT1-MMP spalten das Mca-Peptid
N-terminal zum Glycinrest [Knight et al., 1992; Lichte et al., 1996]. Dieses weist auf eine
unterschiedliche Substratspezifitat hin.

Mit fluoreszenzkinetischen Messungen und Auswertung nach Lineweaver-Burk (Abb. 17;
Abb. 18) konnten die Spezifititskonstanten k./Ky fiir die Met”’- und Phe'”-KaDo bestimmt

werden. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse gegeniiber dem oben erwidhnten Mca-

Peptid im Vergleich mit Werten fiir andere MMPs zusammengetasst (Tab. 12).

Tab. 12: Enzymkonstanten der MMP-12 Varianten sowie weiterer MMPs
[Woessner & Nagase, 2000].

MMP-12 MTI- | MT2-
MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-7

ENZYM P KaDo | Phe™ KaDo MMP | MMP

[.11‘3?5/_%23] 16,2 149 | 148 | 629 | 23 | 169 | 120 | 84
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Aufgrund der teilweise unterschiedlichen Reaktionsbedingungen der k../Ky-Bestimmungen
lassen sich diese Werte nur tendenziell einordnen. Die Phe'*-KaDo besitzt dhnliche Aktivitit
gegeniiber dem Mca-Peptid wie die MMP-7 und MT1-MMP, wobei die Werte der Met”-
Variante, MMP-1 und MMP-3 vergleichbar sind. Es fillt auf, dass fiir die Phe'"*-KaDo eine
fast 10-fach groBere Spezifititskonstante im Vergleich zur Met””-KaDo erhalten wurde.
Dieser Zusammenhang der k../Ky-Werte konnte bereits bei Varianten der MMP-8 beobachtet
werden [Pieper, 1998]. Bei dieser MMP fiihrte ein verkiirzter N-Terminus der katalytischen
Domine (Met*®) im Vergleich zur nativen Form (Phe””) zu einer Abnahme der Spezifitits-
konstanten. Daher wird diese native Form auch als ,,superaktiviert” bezeichnet. Der Grund
dieser Aktivitidtsunterschiede konnte durch Bestimmung der Kristallstrukturen aufgeklart
werden. Die ,,superaktivierte Phe’’-KaDo der MMP-8 besitzt im Gegensatz zu Met*’-KaDo
durch Ausbildung einer Salzbriicke des N-Terminus zum Aspartat 232 eine geordnetere
Struktur. Fiir die beiden Varianten der katalytischen Doméne der MMP-12 kann ein dhnlicher
Zusammenhang angenommen werden. Der zusétzliche Methioninrest 99 verhindert dabei die
Ausbildung einer Salzbriicke zwischen dem N-Terminus und dem Aspartatrest 253, was in
dieser Arbeit im Kapitel 5.7 belegt werden konnte. Hingegen kénnte die Aminogruppe des
Phenylalanins der Phe'”-KaDo die Salzbriicke ausbilden und damit die Struktur soweit
verdndern, dass es zu der sogenannten ,,Superaktivierung* kommt. Die Strukturaufklarung der

Phe'®-KaDo stellt eine Moglichkeit dar, diese Hypothese zu bestitigen.

6.3.1 Inhibierung

Die Spaltung des Mca-Peptids ermoglichte Inhibierungsstudien der aktiven Varianten der
katalytischen Domdnen der MMP-12 mit ihren natiirlichen Inhibitoren, den tissue inhibitors
of metalloproteinases (TIMPs). In dieser Arbeit konnten erstmalig die ICsp-Werte und die
Hemmkonstanten K; fiir die aktiven Varianten der MMP-12 mit TIMP-1, bTIMP-2 und
1dTIMP-4 erhalten werden (Tab. 6). Die ICso- und Kj-Werte der MMP-12 Varianten mit den
eingesetzten TIMPs lagen erwartungsgemdfl im nanomolaren Bereich. Die K;-Werte sind
hierbei um einen Faktor 10 bis 100-fach héher als z.B. fiir MMP-1 mit TIMP-1 [Woessner &
Nagase, 2000]. Dieser Unterschied wird auf die im Gegensatz zur MMP-1 nicht vorhandene
Héamopexin-dhnliche Doméne bei der MMP-12 zuriickzufiihren sein. Diesen Zusammenhang

belegten Untersuchungen der Hemmung von z.B. MMP-3 mit und ohne Hdmopexin-dhnlicher
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Doméne durch TIMP-1. In diesem Fall wurde fiir die katalytische Domine ein ca. 10-fach
hoherer K;-Wert bestimmt als fiir das Gesamtenzym [Baragi et al., 1994].

Weiterhin ist eine zunehmende Inhibierung von TIMP-1 iiber bTIMP-2 zu idTIMP-4 zu
beobachten. Dabei wurde die Met””-KaDo durch TIMP-1 und bTIMP-2 stirker gehemmt als
die Phe'®-Variante. Diese Ergebnisse bestitigen Untersuchungen der Hemmung von
Varianten der MMP-8 durch bTIMP-2 [Farr et al., 1999]. Dort wurden, wie fiir die Phe'®-
KaDo der MMP-12, hohere K;-Werte fiir die ,,superaktivierte katalytische Doméne der
MMP-8 erhalten. Fiir diese Unterschiede wird das fiir die Komplexbildung notwendige
Aufbrechen der Salzbriicke zwischen Phe”” und Asp>* verantwortlich gemacht. Dieses konnte
anhand der Kristallstruktur der MMP-3 KaDo komplexiert mit TIMP-1 belegt werden
[Gomis-Riith et al., 1997]. Da der N-Terminus der Met”-KaDo der MMP-12 frei beweglich
ist, kann hier der TIMP-Komplex leichter gebildet werden, was eine Erniedrigung des
Ki-Wertes zur Folge hat. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde die Phe'”’-KaDo bei der
Inhibierung durch idTIMP-4 minimal stirker gehemmt, wobei aufgrund der Fehlerbereiche
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.

Bislang wurde nur die Inhibierung der MMP-12 durch TIMP-1 qualitativ beschrieben
[Shapiro et al., 1993]. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Hemmkonstanten fiir
TIMP-1, bTIMP-2 und idTIMP-4 gegeniiber zwei Varianten der katalytischen Doméne der
MMP-12 in vitro bestimmt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bTIMP-2 und idTIMP-4
eine stirkere Hemmwirkung gegeniiber MMP-12 besitzen als TIMP-1. Fiir weiterfiihrende

Interpretationen der Ergebnisse sind in vivo Untersuchungen notwendig.

6.4 Substratspaltungen

Nachdem die Makrophagenelastase 1975 als Elastin spaltendes Enzym entdeckt worden war
[Werb & Gordon, 1975], nahm die Anzahl der bekannt gewordenen Substrate in den letzten
Jahren stark zu (Tab. 2). Unter anderem wurde die in vitro Aktivitit der MMP-12 gegeniiber
Plasmaproteinen wie Plasminogen und Fibrinogen nachgewiesen [Cornelius et al., 1998].
Dieses war der Ausgangspunkt fiir die Untersuchung von Faktoren der Blutgerinnungs-
kaskade als potentielle Substrate. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Spaltstellen
bei diesen neuen sowie bei bereits bekannten Substraten bestimmt werden. Bislang wurden in
dieser Hinsicht nur der Inhibitor der neutrophilen Elastase, al-Proteinase Inhibitor, und

Elastin untersucht [Gronski et al., 1997; Mecham et al., 1997].
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6.4.1 Spaltung von Faktoren der Blutgerinnungskaskade

Faktor XII (Hagemann Faktor)

Der Hagemann Faktor wird wéhrend der Blutgerinnungskaskade beim intravaskulidren System
vom Kallikrein/Kinin-System oder durch Autokatalyse aktiviert [Shibayama et al., 1996]. In
dieser Arbeit wurden nach Inkubation des Hagemann-Faktors mit der MMP-12 vier
Fragmente erhalten (Abb. 20; Tab. 7). Die Fragmente mit N-terminalem Leucin 351 (32 kDa)
und Histidin 29 (43 kDa) wurden bereits durch Inkubation des Hagemann Faktors mit der
MMP-13 und MT1-MMP generiert [Tschesche et al., 2000]. Der durch Spaltung mit der
KaDo der MMP-12 erhaltene Aminoterminus Tyrosin 31 am Anfang der Fibronektin-Typ II
dhnlichen Doméne war als Spaltstelle fiir MMPs bisher unbekannt. Auch die Position Leucin
380 N-terminal der katalytischen Doméne des Faktors XII wurde zum ersten Mal ermittelt.
Weiterhin zeigten diese Fragmente keine Aktivitit gegeniiber einem spezifischen Substrat fiir
Faktor XIIa. Dieses Ergebnis erginzt die Untersuchungen von Tschesche et al. (2000), bei
denen nach Inkubation des Hagemann-Faktors mit der MMP-13 und MTI-MMP keine
Aktivitdt beobachtet wurde. Durch diese in vifro Fragmentierung ist der Faktor XII ein
potentielles Substrat der MMP-12 in vivo. Dabei ist ein genauerer Zusammenhang der
proteolytischen Inaktivierung des Hagemann Faktors durch die Makrophagenelastase mit

Prozessen in vivo von besonderem Interesse.

Prothrombin

Neben der Spaltung von Fibrinogen und Aktivierung von der MT1-MMP [Chiarugi et al.,
2000] ist Thrombin in der Lage, die Migration von Endothelzellen bei der Angiogenese von
Tumoren zu stimulieren. Dagegen hemmt die Makrophagenelastase durch Bildung von
Angiostatin die Proliferation der Endothelzellen [Dong et al., 1997; Chiarugi et al., 2000].
Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals die Aktivierung und weitergehende
Degradierung von Prothrombin durch die Met””-KaDo der MMP-12 untersucht. Es wurde
nach Zugabe der MMP-12 ein sofortiger Abbau des Prothrombins beobachtet (Abb. 21A). Im
Verlauf der Proteolyse entstanden drei Hauptfragmente und einige weitere Abbau-produkte,
deren N-Termini teilweise bestimmt werden konnten (Abb. 21B).

Das 39 kDa grofle Fragment wurde zusitzlich C-terminal gespalten, da die Proteinkette
Leu’'’-Glu®** eine GroBe von iiber 45 kDa besitzt. Die Auswertung der Sequenzierung der
Proteinbande bei 30 kDa ergab die Sequenzen fiir den N-Terminus des Prothrombins (Ala*")

und die N-terminalen Aminosduren der B-Kette des Thrombins (11e**"), wobei diese eine
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GroBe von ca. 30 kDa besitzt. Das Fragment, beginnend mit Alanin 44, wurde durch eine
C-terminale Spaltung generiert. Zusétzlich wurde ein 12 kDa Fragment des C-Terminus der
B-Kette identifiziert, welches den Serinrest der katalytischen Triade enthélt (Tab. 8).

Ein nach 15 miniitiger Inkubationszeit durchgefiihrter Thrombin-Aktivititstest belegt die
Bildung von Thrombin oder einem Fragment mit Thrombinaktivitit. Thrombin besitzt eine
berechnete Grofle von ca. 34 kDa, so dass im SDS-Gel unter nicht-reduzierenden
Bedingungen die verbreiterte Bande bei ca. 36-40 kDa dieses aktive Fragment enthalten
konnte. Um die Aktivitdit einem Protein zuzuordnen, ist eine weitere Trennung und
Fraktionierung der Fragmente z.B. durch HPLC nétig. AnschlieBend konnen die einzelnen
Fragmente auf proteolytische Eigenschaft gegeniiber dem synthetischen Substrat S-2238
untersucht werden.

Somit wurde in vitro erstmalig die Aktivitdit der MMP-12 gegeniiber Prothrombin gezeigt.
Bislang ist die Spaltung des Prothrombins von keiner weiteren Matrix Metalloproteinase
beschrieben worden. Zum einen entstand ein Fragment mit Thrombinaktivitit, zum anderen
wurde ein Fragment mit dem Serinrest der katalytischen Triade generiert, wodurch
gleichzeitig inaktive Produkte entstanden. FEin grundsitzlicher Zusammenhang der
Prothrombindegradierung durch die Makrophagenelastase konnte in vivo durch immun-
histochemische Kolokalisierung dieser Proteine z.B. bei Angiogeneseprozessen von Tumoren

untersucht werden.

Fibrinogen

Fibrinogen besteht aus einem Paar von drei verschiedenen Polypeptidketten Aa, Bf3 und vy,
welche iiber insgesamt 29 Disulfidbriicken untereinander verkniipft sind. Die N-Termini
bilden eine zentrale Domine, die nach Spaltung durch Plasmin isoliert werden kann
[Doolittle, 1984]. Innerhalb der Blutgerinnungskaskade spaltet Thrombin vom N-Terminus
der Ketten Ao und B die Fibrinopeptide A und B ab. Die entstehenden Fibrinmonomere
aggregieren anschlieBend zu unldslichem Fibrin. Die Auflosung der Fibrinaggregate
(Fibrinolyse) wird durch Plasmin katalysiert. Damit ist Plasmin in der Lage, sowohl
Fibrinogen als auch Fibrin zu degradieren [Fuss et al., 2001]. Weiterhin spielt Plasmin eine
Rolle bei der Aktivierung der Matrix Metalloproteinasen, insbesondere auch der
Makrophagenelastase [Carmeliet et al., 1997]. In dieser Arbeit wurde der proteolytische
Einfluss der aktiven MMP-12 auf Fibrinogen untersucht. Die a-Kette des Fibrinogens ist
bereits nach einer Minute vollstindig degradiert (Abb. 22). Die ermittelten Spaltstellen

innerhalb der a-Kette des Fibrinogens sind in der Abbildung 42 dargestellt.
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Spaltung durch Met”-KaDo der MMP-12

v v v
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Abb. 42: Schematische Darstellung der durch Met”-KaDo der MMP-12
generierten Spaltstellen innerhalb der a-Kette des Fibrinogens.

Durch die C-terminale Spaltung der a-Kette wird eine RGD-Sequenz (591-593) proteolytisch
abgetrennt. Diese Sequenz ist fiir die Bindung an Zellen iiber den B3-Integrin Rezeptor
wichtig [Cheresh & Berliner, 1989]. Weiterhin kann die durch o,ps-Integrin vermittelte
Adhésion humaner Melanomzellen an Fibrinogen durch die Abspaltung dieser RGD-Sequenz
beeintrachtigt werden [Felding-Habermann et al., 1991].

In vitro Untersuchungen zur Bestimmung des funktionell aktiven Fibrinogens nach
verschiedenen Inkubationszeiten mit der MMP-12 zeigten eine Abnahme der
Koagulationsfihigkeit um {iber 50 % schon nach 15 Minuten (Abb. 23). Damit konnte
erstmals der zu einem Funktionsverlust filhrende Abbau des Fibrinogens durch die MMP-12
gezeigt werden. Bis auf die Spaltstelle zwischen Lys**Leu* (MT1-MMP) waren die im
Rahmen dieser Arbeit mit der MMP-12 identifizierten Spaltstellen innerhalb der a-Kette
bislang fiir MMPs unbekannt [Tschesche et al., 2000; Hiller et al., 2000]. Die Auswirkung
dieser Degradierung des Fibrinogens in vivo ist bisher noch unklar.

Von besonderem Interesse sind die in ihrer physiologischen Konsequenz gegensitzlichen
Ergebnisse der einzelnen von der MMP-12 gespaltenen Faktoren der Blutgerinnungskaskade.
Der Faktor XII wird degradiert und besitzt anschlieBend keine katalytische Aktivitit. Die
physiologische Funktion des Fibrinogens wird durch Inkubation mit der MMP-12
eingeschrankt. Damit wird die Blutgerinnung durch beide Prozesse gehemmt. Allerdings
bildet die MMP-12 aus Prothrombin Fragmente, die in vitro Aktivitit gegeniiber einem
Thrombin-spezifischen, synthetischen Substrat besitzen. Somit konnte Fibrinogen zu Fibrin
umgewandelt werden und als Folge die Hemmung der Blutgerinnung wieder aufgehoben
werden. Aufgrund der Komplexitit dieser Prozesse in vivo bedarf es weiterer

Untersuchungen, um die Zusammenhinge aufzuklaren.
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6.4.2 Spaltung von weiteren potentiellen Substraten

Substanz P

Die Substanz P gehort zur Gruppe der Neuropeptide und ist im Organismus im Wesentlichen
fiir die Vermittlung der Schmerzwahrnehmung verantwortlich. Dabei iibertridgt dieses
Undecapeptid Nervenimpulse im peripheren und zentralen Nervensystem. Ebenfalls hohe
Konzentrationen der Substanz P wurden in Organen wie Thymus, Milz und Darm gefunden.
In vivo wird die Substanz P von der Endopeptidase 24.11 (Enkephalinase) und von dem
angiotensin converting enzyme (ACE) gespalten. In vorausgehenden Arbeiten konnte eine
Degradierung von Substanz P durch die MMP-§, -9, -13 und MT1-MMP gezeigt werden
[Diekmann & Tschesche, 1994; Oberpichler, 1999; Lichte, 1997]. In der folgenden Abbildung
43 sind die durch die MMP-12 generierten Spaltstellen den bislang ermittelten gegen-

iibergestellt.
MTI-MMP  MMP-12 MMP-12
v v v
H,N-Arg—Pro—Lys —Pro—GIln—GIn-Phe —Phe =Gly—Leu—Met-COOH
) )
MMP-8,-9,-13 MMP-8,-9

Abb. 43: Vergleich der Spaltstellen von MMP-8, -9, -12, -13 und MT1-MMP anhand der
Substanz P.

Diese Abbildung zeigt deutlich die unterschiedliche Substratspezifitit der einzelnen MMPs.
Die Makrophagenelastase spaltet die Substanz P an einer fiir MMPs bereits bekannten und
einer unbekannten Position. Inwieweit dieses Ergebnis auf in vivo Bedingungen {ibertragbar
ist und welche physiologische Bedeutung es hat, kann nur vermutet werden. Analog zu den
Spaltungen mit der MMP-8, -9, -13 und MT1-MMP lésst sich eine biologische Aktivitit der
Fragmente diskutieren [Diekmann & Tschesche, 1994; Oberpichler, 1999; Lichte, 1997]. Fiir
das N-terminale Tetrapeptid wurde ein stimulatorischer Effekt auf die phagozytotische
Aktivitit von Makrophagen der Maus und humanen polymorphkernigen Leukozyten
nachgewiesen [Bar-Shavit et al., 1980]. Weiterhin konnten Bergmann et al. (1974) am
Meerschweinchendarm demonstrieren, dass die Kontraktion des Darms bei verringerter

Kettenldnge der Substanz P zunimmt [Bergmann et al., 1974].

88



Diskussion und Ausblick

Mpyelin basic protein (MBP)

Die Myelinscheide der Axone besteht zum Grofiteil aus dem myelin basic protein. Dieses
Protein wird bei pathologischen entziindlichen Prozessen wie dem Guillain-Barré Syndrom
abgebaut. Im Tiermodell dieser Erkrankung, der sogenannten experimental autoimmune
neuritis (EAN), konnte eine erhohte Expression der Makrophagenelastase nachgewiesen
werden [Hughes et al., 1998]. Zusétzlich wurde die MMP-12 im zentralen Nervensystem von
Maiusen mit experimental autoimmune encephalomyelitis, einer Entziindung des Gehirns und
Riickenmarks, immunhistochemisch detektiert [Pagenstecher et al., 1998]. Ausgehend von
diesen Ergebnissen und den Untersuchungen des myelin basic proteins als potentiellem
Substrat der MMP-12 [Chandler et al., 1996] wurden Spaltstellen innerhalb des MBPs
identifiziert. Die Inkubation dieses Proteins mit der Met”’-KaDo der MMP-12 fiihrte
innerhalb von 30 Minuten zum vollstindigen Abbau aller Proteinketten grofler als ca. 12 kDa
(Abb. 25A). Durch N-terminale Sequenzierung konnten zwei Spaltstellen der MMP-12
bestimmt werden (Abb. 25B). Aufgrund dieser in vitro Spaltung des myelin basic proteins
und der immunhistochemischen Lokalisierung der MMP-12 bei entziindlichen Prozessen im
zentralen Nervensystem ist eine Beteiligung der MMP-12 bei Demyelinisierungen von
Neuronen anzunehmen. Zusitzlich konnte das gebildete Fragment Phe”**-Asp™’ (12 kDa)
immunogene Wirkung besitzen, so dass diese Prozesse durch die MMP-12-Spaltung des

MBPs verstérkt werden [Campagnoni & Skoff, 2001].

6.5 Entwicklung eines ELISAs fiir die Makrophagenelastase

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines ELISAs fiir die
MMP-12. Die Herstellung der polyklonalen Antikérper sowohl gegen das Peptid mit der
Sequenz TYKYVDINTFRLSA als auch gegen die Ala’'>-KaDo der MMP-12 verlief
erfolgreich. Der Titer des anti-Peptid Serums war wesentlich niedriger als der des anti-Ala*"-
KaDo Serums, so dass anti-Ala’'’-KaDo Antikorper zum Aufbau eines ELISAs fiir die
MMP-12 verwendet wurden. Die Isolierung der Antikorper mit Hilfe der Affinitéts-
chromatographie an Protein A-Sepharose (Abb. 26) lieferte bis zu 10 mg IgG pro Milliliter
Serum. Nach anschlieBender Chromatographie an einer weiteren Affinitdtsmatrix konnte der
Antikorper mit einer Ausbeute von ca. 300 pg/mL Serum immunoaffinitéits-gereinigt isoliert

werden (Abb. 27). Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen lag die Sensitivitit des
Sandwich-ELISAs bei ca. 100 ng/mL. MMP-12 (Abb. 28), wobei Meerrettich-Peroxidase
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konjugierte anti-Ala*'’-KaDo-MMP-12 Detektionsantikrper eingesetzt wurden. Die
Sensitivitit eines kommerziellen Sandwich-ELISAs gegen die MMP-9 betriagt zum Vergleich
0,16 ng/mL [R & D Systems, 2001]. Die Ursache fiir die geringe Sensitivitit des MMP-12-
ELISAs ist vermutlich auf die unvollstindig gekoppelten Detektionsantikdrper zuriickzu-
fiihren, so dass der iiberwiegende Teil der Antikérper nach der Kopplungsreaktion
unkonjugiert vorlag. Dieses wurde durch eine Titerbestimmung der Detektionsantikorper-
16sungen belegt, wobei ein sehr niedriger Titer von ca. 1:20000 erhalten wurde. Dieser
Sandwich-ELISA konnte durch den Einsatz eines monoklonalen Maus Antikorpers gegen die
MMP-12 fiir die Immobilisierung optimiert werden. Zum einen wiirde die Spezifitidt erhoht
und zum anderen durch ein Detektionssystem aus polyklonalem immunoaffinitits-gereinigten

anti-Ala>"

-KaDo Kaninchenantikorpern mit konjugierten anti-Kaninchen IgGs die
Sensitivitdt verbessert. Mit einem derartigen System wird z.B. die MMP-13 in einem Bereich
von 0,5 bis 50 ng/mL nachgewiesen [Hantke et al., 2002].

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten kompetitiven ELISA wurden kommerziell
erhéltliche, mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte anti-Kaninchen Antikorper zur Detektion
verwendet. Nach Optimierung aller Parameter wurde eine Standardkurve erhalten (Abb. 30),
die einen anndhernd linearen Bereich von 5 bis 100 ng/mL Antigen besitzt und eine Sensi-
tivitdt von 3 ng/mL aufweist. Mit diesem ELISA wurde keine Kreuzreaktivitit gegentiber
MMP-2, -8, -9, -13 und -14 festgestellt. Weiterhin konnte in einer Probe die rekombinante
humane MMP-12 aus Makrophagen erfolgreich detektiert werden. Um eine unspezifische
Reaktion auszuschlieBen, wurde der ELISA mit Plasma, Liquor und Synovialfliissigkeit
durchgefiihrt. Bei den Plasmaproben zeigte sich eine schwache Reaktivitdt, die bislang
keinem Protein zugeordnet werden konnte. Durch Immunprézipitation und anschlieBende
SDS-PAGE bzw. N-terminale Sequenzierung konnte dieses Protein identifiziert werden.
Untersuchungen der Liquorproben und Synovialfliissigkeiten ergaben keinen Hinweis auf
eine unspezifische Reaktion. Somit wurde in dieser Arbeit erstmals ein kompetitiver ELISA
entwickelt, der bereits zur Detektion der MMP-12 in verschiedenen Proben verwendet wurde
[Hantke et al., 2002]. Ein weiterer moglicher Einsatzbereich ist z.B. die Quantifizierung der
MMP-12 in Tumorgeweben, um die MMP-12 Konzentration mit Angiogeneseprozessen zu

korrelieren. Bislang sind nur qualitative Nachweise bekannt [Gorrin-Rivas et al., 1998].
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6.6 Immunhistochemische Untersuchungen

Bereits in den neunziger Jahren wurde die Expression der Makrophagenelastase in Lungen-
makrophagen von Rauchern [Shapiro et al., 1993] und in Stromazellen der Plazenta
beschrieben [Belaaouaj et al., 1995]. Nachfolgend wurde die MMP-12 in Makrophagen bei
verschiedenen Krankheitsbildern wie z.B. Arteriosklerose und Aneurysma nachgewiesen
[Halpert et al., 1996; Curci et al, 1999]. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass
transformierte maligne Endothelzellen bei Hauttumoren [Kerkeld et al., 2000], Osteoclasten
[Hou et al., 1997] und fotale Chondrozyten [Kerkeld et al., 2001] in der Lage sind, die
Makrophagenelastase zu exprimieren. Mit Hilfe der immunoaffinitits-gereinigten anti-Ala?"’-
KaDo-MMP-12 Antikdrper sollten in dieser Arbeit immunhistochemische Untersuchungen
durchgefiihrt werden, um die mogliche Expression der MMP-12 bei verschiedenen

pathologischen Hautverdnderungen und in weiteren zur Verfligung stehenden Geweben

nachzuweisen (Tab. 10).

Hautgewebe

Die Matrix Metalloproteinasen spielen im Hautgewebe eine wichtige Rolle bei Entziindungen,
GefiBneubildungen, Wundheilung und malignen Prozessen [Suomela et al., 2001]. Uber das
Vorkommen und die Funktion der MMP-12 bei physiologischen und pathologischen
Prozessen in der Haut ist bisher relativ wenig bekannt. Mit Hilfe von in sifu Hybridisierungen
wurde die MMP-12 mRNA in Makrophagen bei den mit entziindlichen Veridnderungen
einhergehenden Krankheiten Psoriasis und Dermatitis herpetiformis nachgewiesen [Suomela
et al., 2001; Salmela et al., 2001]. Weiterhin belegten immunhistochemische Untersuchungen
die Expression der MMP-12 in Makrophagen in Hautgeweben mit dem Befund ,,Granulorum
anulare* [Vaalamo et al., 1999] sowie in malignen Endothelzellen [Kerkel4 et al., 2000].

Die Makrophagenelastase wurde in dieser Arbeit in Gewebeproben mit den Krankheitsbildern
Ekzem, Lupus erythematodes und Dermatitis herpetiformis erstmals im Bereich des Stratum
granulosum der Epidermis nachgewiesen (Abb. 33A-C). Dabei zeigte das Cytoplasma der
Keratinozyten in dieser Schicht eine deutliche Rotfiarbung. Inwiefern diese intrazelluldre
Expression der MMP-12 mit der in diesen Zellen stattfindenden Verhornung im
Zusammenhang steht, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Bei Lepra
lepromatosa wurde eine starke Expression der MMP-12 unterhalb der Epidermisschichten
detektiert. Dieser Hautbereich ist bei der lepromatdsen Form massiv von Bakterien infiltriert.

Somit konnte es sich bei der Sekretion von MMP-12 der Makrophagen in dem infektiosen
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Hautgewebe um eine Abwehrreaktion gegen diese Bakterien handeln. Ahnliche
Beobachtungen wurden bereits von Hartzell et al. (1999) beschrieben. Bei diesen
Untersuchungen konnten sich in Méusen, die nicht in der Lage waren, die MMP-12 zu
exprimieren, Bakterien ausbreiten, die in Wildtyp Mausen nach ein bis zwei Wochen nicht
mehr nachzuweisen waren. Diese potentielle Schutzfunktion der Makrophagen gegen

Bakterien durch Expression der MMP-12 sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Andere Gewebe

Gesundes Milzgewebe ist von Makrophagen infiltriert. In diesem Gewebe konnte die mRNA
der MMP-12 bereits durch in situ Hybridisierung bei Ratten detektiert werden [Fu et al.,
2001]. In dieser Arbeit wurde die Makrophagenelastase zum ersten Mal auf Proteinebene in
den Makrophagen der humanen Milz nachgewiesen. Zusétzlich zeigte die GefaBwand der
Zentralarterie eine rote Anfdarbung, was auf eine Expression der MMP-12 in diesem Bereich
hindeutet. Uber eine physiologische Bedeutung dieser Expression kénnen derzeit jedoch noch
keine Aussagen getroffen werden. Alle weiteren humanen Gewebe zeigten keine
charakteristische Anfirbung, so dass eine Expression der MMP-12 in den untersuchten

Proben ausgeschlossen werden kann.

Riickenmarkgewebe

Vor wenigen Jahren wurde die Expression der MMP-12 im Nervensystem bei dem
Tiermodell fiir entziindliche Demyelinisierungserkrankungen, experimental autoimmune
neuritis, beschrieben [Hughes et al., 1998]. Mit der sogenannten wobbler Maus stand fiir
diese Arbeit ein dhnliches Tiermodell fiir humane degenerative FErkrankungen der
Motoneuronen wie amyotrophe Lateralsklerose und spinale Muskelatrophien zur Verfiigung.
Diese Maus weist einen Gendefekt auf, der bei den Tieren zu einer Degeneration von
motorischen Neuronen im Hirnstamm, Kleinhirn und Riickenmark fiihrt. Als Folge besitzt
diese Maus eine Atrophie der Muskulatur, die sich besonders bei den Vorderbeinen
bemerkbar macht [Duchen & Strich, 1968]. In den von der Neuronendegeneration betroffen
Bereichen treten verstérkt reaktive Gliazellen auf, zu denen die Astrozyten, Oligodendrozyten
und Mikrogliazellen zéhlen. Weiterhin sind die Konzentrationen der Cytokine TNF-o und
Interleukin-1 erhoht. Beide Faktoren sind in der Lage, die Expression der MMP-12 zu
induzieren. In Vorarbeiten von U. Schlomann (Arbeitsgruppe Dr. J.-W. Bartsch, Fakultit
Biologie, Universitit Bielefeld) konnte bereits die stark erhohte Konzentration der MMP-12

mRNA im Riickenmarkgewebe der wobbler Maus im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die stark exprimierte MMP-12 im Bereich der degenerierten
Neuronen immunhistologisch detektiert (Abb. 36B). Fiir diese Expression sind die dort
vorhandenen aktivierten Mikrogliazellen verantwortlich. In diesem Zusammenhang konnte
fiir reaktive Astrozyten bereits die Expression der MTI-MMP bei wobbler Méiusen
nachgewiesen werden [Rathke-Hartlieb et al., 2000]. Somit spielen die MMPs bei
neurodegenerativen wie auch entziindlichen Prozessen im Nervengewebe eine entscheidende
Rolle. Dabei kann die Fihigkeit der MMP-12 das myelin basic protein zu spalten zusétzlich
von Bedeutung sein. Aufgrund dieser Untersuchungen am Mausmodell fiir humane
Motoneuronenerkrankungen wird eine Beteiligung der MMP-12 bei pathologischen
Prozessen, die zur Muskelatrophie fiihren, vermutet. Weitere Untersuchungen an humanem
Gewebe mit amyotropher Lateralsklerose oder spinaler Muskelatrophie sollten folgen, um die
mogliche Bedeutung der MMP-12 bei diesen Erkrankungen zu kldren. Dieses konnte ein

wichtiger Ansatzpunkt fiir die Entwicklung therapeutischer Maflnahmen darstellen.

6.7 Bestimmung der Kristallstruktur der MMP-12

Seit den Arbeiten von Lovejoy et al. (1994), in denen die Kristallstruktur der katalytischen
Doméne der MMP-1 beschrieben wurde, konnten bereits einige weitere MMP-Strukturen
aufgekliart werden [Woessner & Nagase, 2000]. Die Matrix Metalloproteinasen besitzen
danach einerseits ein sehr dhnliches Faltungsmotiv, weisen jedoch andererseits zum Teil recht
unterschiedliche Substratspezifititen auf. Wegen der hohen Effizienz der Makrophagen-
elastase bei der Spaltung von Elastin im Vergleich zu anderen MMPs, war es von besonderem
Interesse, diese Proteinase zu kristallisieren und die dreidimensionale Struktur aufzuklaren.
Nachdem eine fiir die Kristallisierung ausreichende Menge der inaktiven Mutante der
MMP-12 dargestellt worden war, konnte diese im Komplex mit dem spezifischen Inhibitor
Batimastat am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried erfolgreich kristallisiert
werden. Die Auswertung der Rontgenstrukturdaten lieferte ein rdumliches Atommodell mit
einer Aufldsung von 1,09 Angstrdm. Hierbei konnten im Bereich der Aminoséurereste von
Gly'-Gly*® fast alle Atome eindeutig lokalisiert werden. Die Elektronendichte der
N-terminalen Aminosduren Met”-Gly'® war nicht definiert, da diese im Kristall flexibel
vorlagen. Ein dhnliches Phinomen wurde bereits fiir eine N-terminal verkiirzte katalytische
Domine (Met*-KaDo) der MMP-8 beschrieben [Bode et al., 1994]. Im Gegensatz dazu war
der N-Terminus bei der sogenannten ,,superaktivierten® MMP-8 (Phe’’-KaDo) vollstindig
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lokalisiert [Reinemer et al., 1994]. Dafiir war die Ausbildung einer Salzbriicke zwischen der
N-terminalen Aminogruppe des Phenylalanins 79 mit der Carboxylatgruppe des in der
a-Helix hC konservierten Aspartat 232 verantwortlich. Bei der katalytischen Doméne der
MMP-12 mit dem Klonierungsartefakt Met’”” ist die Ausbildung der stabilisierenden

Salzbriicke zwischen Phe'®

und Asp™ im Vergleich zur ,superaktivierten Phe'®-KaDo
unterbunden. Eine Variante der katalytischen Doméne der MMP-12 mit Glycin 99 als
N-terminale Aminosdure, fiir die Nar et al. (2001) die Struktur bestimmten, zeigte durch
Bindung der N-H Gruppe des Phe'® an die Carboxylatgruppe des Asp™ einen definierten
N-Terminus. Die sterisch weniger anspruchsvolle Aminosdure Glycin besitzt somit keinen
Einfluss auf die Ausbildung der Salzbriicke. Die Auswirkung dieser ,,geordneteren* Struktur
auf die Aktivitdt gegeniiber einem synthetischen Substrat konnte in dieser Arbeit im Kapitel
4.3 gezeigt werden. Ob sich weitere Unterschiede in der Substratspezifitit fiir die verschie-
denen Varianten ergeben, ist bislang unklar.

Die grofite Abweichung der Konformation weist die MMP-12 gegeniiber anderen MMPs in
der Lage des S-Loops auf (Abb. 41), wodurch die Substratbindungsregion beeinflusst wird.
Die Ergebnisse der Struktur des reaktiven Zentrums (Tab. 11) stehen im Einklang mit bislang
aufgrund von Inhibitions- und Aktivititsstudien angestellten Vermutungen. Burchardt et al.
(2000) und Scheidt et al. (2001) fiihrten Messungen der inhibitorischen Wirkung von
Peptiden auf die katalytische Aktivitdit der MMP-12 durch. Die Peptide waren aus einer
inhibitorischen Gruppe an den Positionen P1, P1’ und variablen Resten an den Positionen
P4-P4’ aufgebaut. Die besten Inhibitoren besitzen kleine hydrophobe Aminoséduren (Leu, Ile)
an P3 und lange hydrophobe Reste (Tyr, Phe) an P2-Position, was durch die Struktur-
aufklarung der S3 und S2-Tasche belegt werden konnte (Tab. 11). Bei den Resten in P2° und
P3’-Stellung konnte keine hohe Selektivitit festgestellt werden. Inhibitoren mit Tyr, Leu, Ile
Arg, Val in P2’ und Ala, Leu, Ile in P3’-Position zeigten gute inhibitorische Eigenschaften.
Weiterhin konnte mit Hilfe von kinetischen Messungen der Spaltung synthetischer Peptide
mit unterschiedlichen Aminoséuren in P1’-Position durch die MMP-12 eine Spezifitétsreihe
aufgestellt werden: Leu >> Ala > Lys > Phe > Tyr > Trp > Arg > Ser > Glu [Gronski et al.,
1997]. Damit deuten diese Aktivititsmessungen auf eine tiefe S1’-Tasche hin, die im
Gegensatz zu anderen MMPs Arginin binden kann. Dieses wird durch das Threonin 215 an
Stelle eines Valinrestes bei anderen MMPs ermoglicht. Eine Argininseitenkette des Substrats
kann durch Wasserstoffbriickenbindungen zu Threonin stabilisiert werden.

Weitere in vitro Studien der Substratspezifitit von MMP-12 im Vergleich mit MMP-9 wurden

an unloslichem Elastin durchgefiihrt [Mecham et al., 1997]. Die freien Aminogruppen des
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Elastins wurden vor Inkubation mit den Proteinasen blockiert. Anschliefend konnten durch
Enzymeinwirkung Fragmente abgespalten werden. Diese 16slichen Fragmente wurden isoliert
und ihre N-Termini durch Aminosduresequenzierung bestimmt. Die Makrophagenelastase
zeigte auch hier die groBite Affinitdt zu Leucin in P1’-Position, wohingegen MMP-9 Alanin

bevorzugte.

Neben Unterschieden in der Ausprigung der Bindungstaschen der reaktiven Spalte besitzen
die MMPs untereinander sehr abweichende Ladungsverteilung auf ihren Oberfldchen
(Abb. 42). Die MMP-12 ist durch ein sehr hydrophobes und teilweise leicht basisches
Oberflachenpotential charakterisiert. Diese Eigenschaft konnte fiir die hohe Effizienz beim
Abbau des Elastins durch die MMP-12 verantwortlich sein. Elastin ist ein unlosliches, in
hohem Mal} quervernetztes Protein, das sehr hydrophobe Glycin-reiche Regionen mit
zusitzlichen Alanin-, Prolin-, Valin- und Leucinresten enthilt. Durch die hydrophobe
Oberflache konnte sich die MMP-12 sehr gut an diese Regionen anlagern, um im Anschluss
einzelne Ketten zu spalten. Dabei ist die Anlagerung nicht auf die reaktive Spalte begrenzt.
Dieses folgt aus dem Nachweis, dass die Inhibierung der aktiven MMP-12 durch TIMP-1 die
Bindung von MMP-12 an Elastin kaum beeintrachtigt [Curci et al., 1998]. Nachdem TIMP-1
bei der Bindung an MMP-12 den groften Teil der ,,Frontoberfliche* der Elastase bedeckt,
kann auf eine weitere Elastinbindungsstelle geschlossen werden. Diese befindet sich im
Bereich der katalytischen Doméne, da die aktive MMP-12 ohne Hamopexin-dhnliche Doméne
vorliegt.

Die Makrophagenelastase besitzt ein &dhnliches Oberflichenpotential verglichen mit
Matrilysin (MMP-7). Die Substratbindungstaschen im katalytischen Zentrum weisen dagegen
geringe Unterschiede auf. Die S1°-Spezifitétstasche und die S2-Bindungsstelle sind bei der
MMP-7 stiarker begrenzt als bei der MMP-12. Trotzdem besitzen beide Enzyme eine
vergleichbare Aktivitdt, die sich z.B. bei dem Abbau von Elastin [Mecham et al., 1997], in der
Deaktivierung von al-Proteinase Inhibitor [Sires et al., 1994] und in der Freisetzung von
Angiostatin [Cornelius et al., 1998; Dong et al., 1997] duBBert. Vermutlich spielt dabei auch
die GroBe dieser MMPs eine Rolle, da beide in ihrer aktiven Form in vivo nur als katalytische
Dominen ohne Hamopexin-dhnliche Doméne vorliegen.

Im Vergleich zur MMP-1 und MMP-3 besitzt die MMP-12 sehr unterschiedliche
Substratbindungstaschen und Oberfldcheneigenschaften. Die Oberflichen der MMP-1 und
MMP-3 weisen wesentlich groBere negative Bereiche in der Substratbindungsregion auf

(Abb. 42). Diese detaillierten Strukturinformationen der einzelnen MMPs konnten in Zukunft
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als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung spezifischer Inhibitoren dienen. Aufgrund der hier
beschriebenen Eigenschaften der Bindungsstellen S2 und S3 der MMP-12 und der von
Burchardt et al. (2000) festgestellten hohen Spezifitit dieser Taschen sollten selektivere
Peptid-Inhibitoren fiir MMPs durch Variationen der entsprechenden Aminosduren in P2 und
P3-Stellung der Substrat-dhnlichen Inhibitoren hergestellt werden. Bislang steht die S1°-
Tasche und damit der P1’-Rest im Mittelpunkt bei der Entwicklung von Inhibitoren. Die
Bedeutung der hohen Selektivitit wird z.B. beim Einsatz von MMP-Inhibitoren bei
Krebserkrankungen deutlich. Dort unterstiitzen insbesondere die MMP-9 und MT1-MMP
durch Abbau der extrazelluldren Matrix die Invasivitdt der Tumorzellen, weswegen eine
Hemmung dieser MMPs angestrebt wird. Hingegen inhibiert die MMP-12 die Angiogenese
eines Tumors durch Abspaltung von Angiostatin aus Plasminogen. Diese sich auf den
Krankheitsverlauf positiv auswirkende Eigenschaft der Makrophagenelastase wiirde durch

unspezifische MMP-Inhibitoren unterdriickt werden.

Somit wurden im Rahmen dieser Arbeit basierend auf der Klonierung und effizienter,
rekombinanter Darstellung der katalytischen Domédne der humanen Makrophagenelastase zum
einen Hinweise auf die physiologische Bedeutung des Enzyms bei der Blutgerinnung
erhalten. Des Weiteren wurde die Detektion und Quantifizierung der MMP-12 in Geweben
durch immunhistochemische Untersuchungen und die erfolgreiche Entwicklung eines ELISAs
moglich. AuBlerdem stellt die Strukturaufkldrung der MMP-12 eine wichtige Grundlage fiir
die Synthese potenter und selektiver Inhibitoren dar, die in Zukunft zur Therapierung

verschiedener Krankheitsbilder, z.B. des Lungenemphysems, eingesetzt werden konnten.
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