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Abklrzungen

1 Abkirzungen

1.1 Aligemein

a1-Pl a-Proteinase-Inhibitor

o2-MG az-Makroglobulin

AcOH Essigsaure

ADP Adenosindiphosphat

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

bFGF ,basic fibroblast growth factor”

BM Knochenmark (,bone marrow®)

BPB Bromphenolblau

BSA Rinderserumalbumin (,bovine serum albumin®)
C Konzentration (,concentration®)

cdMMP-8 katalytische Domane der MMP-8
cdMMP-12 katalytische Domane der MMP-12
cdMMP-13 katalytische Domane der MMP-13
cdMT1-MMP katalytische Domane der MT1-MMP

Da Dalton

DNP 2,4-Dinitrophenyl

DNP-Peptid DNP-G-Q-G-I-A-G-Q-"R-NH,

DP Degradationsprodukte

€ Molarer Extinktionskoeffizient

E Extinktion

EC Endothelzellen (,endothelial cells®)

ECM Extrazellulare Matrix (,extracellular matrix*)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermis-Wachstumsfaktor (,epidermal growth factor)
EtOH Ethanol

F(Ziffer) Faktor der Blutgerinnungskaskade
F(Ziffer)a aktivierter Faktor der Blutgerinnungskaskade
Fb Fibrin

Fg Fibrinogen



Abklrzungen

FGF
HMW
HMWK
HPLC
kDa
KaDo
LMW

M

MMP
MT-MMP
M,

MW

oD
PAA
PAGE
PBS
Pefabloc SC
PF

PL
PVDF
RP-HPLC
rpm
SDS
SP-
TEMED
TFA
TGF
TIMP
t-PA
Tris
u-PA

v

VEGF

Fotaler Wachtumsfaktor (,fetal growth factor)
»high molecular weight"

»high molecular weight kininogen*

,high performance liquid chromatography*
Kilodalton

katalytische Doméane

.low molecular weight*

molar; mol/L

Matrix-Metalloproteinase
»,membrane-type“-MMP

Molekulargewicht

Mittelwert

optische Dichte

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
,phosphate buffered saline”
4(2-Aminoethyl-)phenylsulfonylchlorid-Hydrochlorid
Plattchenfaktor

Phospholipidmembran

Polyvinyldifluorid

.reversed phase” HPLC

L<revolutions per minute*

,Sodium dodecyl sulphate®

Sulfopropyl-
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Triflouressigsaure
Tumor-Wachstums-Faktor (,tumor growth factor”)
Lissue inhibitor of metalloproteinases®
JLissue-type“-Plasminogenaktivator
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Urokinase-Plasimogenaktivator

,volume*

“vascular endothelial growth factor”

,weight*



Abklrzungen

1.2 Aminosauren

A Ala Alanin

B Asx Asparagin oder Asparaginsaure
C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

Vv Val Valin

W Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin

V4 GlIx Glutamin oder Glutaminsaure



Abklrzungen

1.3 Faktoren der Blutgerinnungskaskade

I

Il

I
\Y
Vv
VI
\l
VI
IX
X
Xl
Xl
X1l

Prokallikrein
HMW-Kininogen

Fibrinogen

Prothrombin

Gewebsthromboplastin (,tissue factor®, TF)
Ca**-lonen

Proaccelerin

(nicht bekannt)

Prokonvertin

Antihamophiler Faktor

Christmas-Faktor

Stuart-Prower-Faktor
Plasmathromboplastin antecedent (PTA)
Hagemann-Faktor

Fibrinstabilisierender Faktor (FSF)
Fletcher-Faktor

Fitzgerald-Faktor
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2 Einleitung

2.1 Die Hamostase

Das Gefaldsystem ist in der Lage, bei Verletzung eines Blutgefalles die Leckage
schnell zu verschlieRen und so durch Minimierung des Blutverlustes die Funktionen

des Blutkreislaufs aufrecht zu erhalten (Abbildung 1).

BlutgefaR
>

Abbildung 1: Blutungstillung an einem verletzten GefaB. Die Plattchen lagern sich an der Verletzungsstelle ab und geben
verschiedene Substanzen ins Blut ab, die die plasmatische Gerinnung beschleunigen. SchlieBlich fiihrt dies
zum provisorischen Verschlu® der Leckage. TGF-$ = ,tumor growth factor“-p; PDGF = ,platelet derived growth
factor; VEGF = ,vascular endothelial growth factor®.

Die Hamostase beinhaltet das Zusammenspiel von Blutgefallen, Thrombozyten und
dem plasmatischen Gerinnungssystem. Diese drei Komponenten sind flr deren

ungestorten Ablauf essentiell [1].

Die Hamostase wird im Allgemeinen durch ein beschadigtes Blutgefall ausgeldst,
dessen Endothel zerrissen ist. Nur in diesem Fall kann eine Anheftung von
Plasmaproteinen und Blutplattchen an die Oberflache des subendothelialen

Bindegewebes erfolgen.

Bei der vaskularen Blutungsstillung kommt es, als Folge der Verletzung, zur Reizung

der glatten Muskelzellen. Dies fuhrt zu einer Kontraktion der Blutgefale, die durch
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Abgabe von vasokonstriktorischen Substanzen aus Thrombozyten und verletzter
Gefallwand verstarkt wird. Die hierdurch erreichte Verringerung des Blutstromes

erleichtert sowohl die zellulare als auch die plasmatische Blutungsstillung.

Bei der zellularen Hamostase erfolgt zunachst eine durch den von-Willebrandt-Faktor
(VWF) vermittelte Anheftung von Blutplattchen an die durch die Verletzung
freigelegten Bestandteile der Extrazellularen Matrix (ECM). Durch diese Adhasion
werden die Thrombozyten aktiviert, worauf sie ihre aulRlere Gestalt andern und
aggregieren. Weiterhin wird durch diesen Zustand die Ausschuttung einer Reihe
verschiedener Substanzen induziert, die gefal3kontrahierend wirken [2]. Der in Folge
der lokalen Plattchenaggregation ausgebildete thrombozytare Gefalpfropf ist erst
dann in der Lage, fur einen dauerhaften Wundverschlul® zu sorgen, wenn ihm durch
den Einbau von Fibrin in der anschlieBenden plasmatischen Gerinnung grof3ere
Stabilitat verliehen wird. Auch diese Prozesse werden durch Substanzen
beschleunigt, die von den aktivierten Plattchen selbst ausgeschuttet werden. Unter
diesen ist auch der Faktor Va der Blutgerinnungskaskade. Zudem ist das Fibrinogen
fur eine weitere, Integrin vermittelte Aggregation der aktivierten Plattchen
verantwortlich. Die Initiierung des plasmatischen Gerinnungsweges erfolgt zeitgleich
durch die Freisetzung des ,tissue factor (Gewebsthromboplastin, Faktor IIl) aus dem
verletzten Gewebe und durch die Kontaktaktivierung am Kollagen. Im Verlauf der
plasmatischen Gerinnung wird aus einzelnen Fibrinmolekualen (Fb) ein
dreidimensionales Fibrin-Netzwerk erzeugt. Somit wird die Wundstelle fur die Dauer
des Heilungsprozesses verschlossen. Nach der Reparatur des verletzten Gewebes
erfolgt schliellich die Auflésung des Gerinnsels, ein Prozel}, der als Fibrinolyse
bezeichnet wird. Das komplexe Zusammenspiel von thrombozytarer und
plasmatischer Hamostase wird durch das Schema in Abbildung 2 zusammenfassend

und vereinfacht dargestellt.

Die plasmatische Gerinnung wird durch eine Kaskade von Zymogenaktivierungen in
Gang gesetzt. Dieses Aktivierungsprinzip ermoglicht nicht nur eine sehr rasche
Antwort auf die Verletzung, sondern fuhrt auch zu einer grof3en Verstarkung des

ursprunglichen Auslosers [3].
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GefaBwand

| Endothel-

5-HT 01T zelle
ADP
Thrombozyt O*’ f\\
Y. X €

([ PAFS )

Thrombin PF3
Fibri ibri
ibrinogen Fibrin | Freigelegtes.
3|utgerinnun Subendothelial
| Kontakt-Aktivierung
L Gewebe-

verletzung

[Gewebs-Thromboplastin

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Interaktion von thrombozytarer und plasmatischer Blutungsstillung.
ADP = Adenosindiphosphat; PF3 = Plattchenfaktor 3; 5-HT = 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
TX = Thromboxan; PAF = plattchenaktivierender Faktor. (Modifziert nach [4]).

Die bisher bekannten Gerinnungsfaktoren und ihre physiologischen Konzentrationen
sind in Tabelle 1 zusammengefalt. Bei den Gerinnungsfaktoren handelt es sich mit
Ausnahme des Fibrinogens (Fg) und des Faktors Xl entweder um Kofaktoren oder

um Proenzyme von Serinproteinasen [5].

Im Verlauf der Gerinnung katalysiert die aktive Form des einen Gerinnungsfaktors
(,Fa“) die Aktivierung des jeweils nachsten noch inaktiven Faktors (,F“) [6]. Dies
geschient bei den Serinproteinasen durch spezifische Abspaltung eines
Aktivierungspeptids mittels hochspezifischer Spaltung einer Arg-X-Bindung und in
einigen Fallen durch weitere Autoprozessierung des Enzyms. Fur den Ablauf der
Gerinnung ist aul3er den Aktivierungsschritten das Vorhandensein von Calcium-lonen
essentiell. Aus diesem Grund werden enthommenen Blutproben zur Unterdruckung
einer unerwunschten Gerinnung EDTA oder Natriumcitrat als Calcium-Chelator

zugesetzt.
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MITTLERE
PROTEIN PLASMA-KONZ. M:[Da] VORKOMMEN FUNKTION
[ng/mL]
Prothrombin 100,000 72.000 Plasma Zymogen
Faktor X 10,000 58.500 Plasma Zymogen
Faktor IX 5,100 57.000 Plasma Zymogen
Faktor XI 1,400 160.000 Plasma Zymogen
Faktor XIlII 30,000 320.000 Plasma Zymogen
Faktor VII 0,500 50.000 Plasma Zymogen
Protein C 3,700 62.000 Plasma Zymogen
Faktor V 6,600 330.000 Plasma Prokofaktor
Faktor VIII 0,200 285.000 Plasma Prokofaktor
Tissue Factor - 44.000  Endothel Kofaktor
Thrombomodulin - 100.000 Endothel Kofaktor
Antithrombin Il| 200,000 58.000 Plasma Inhibitor
Protein S 21,000 69.000 Plasma Inhibitor/Kofaktor
TFPI 0,100 40.000 Plasma Inhibitor
Fibrinogen 2.600,000 340.000 Plasma Vorlaufer
Tabelle 1: Auflistung bisher bekannter Gerinnungsfaktoren /-inhibitoren und ihrer physiologischen

Konzentrationen. (verandert nach [7]).

Klassisch werden bei der Blutgerinnung zwei Reaktionsfolgen unterschieden, die als
extrinsischer bzw. intrinsischer Pfad bezeichnet werden. Beide munden letztlich in
der Aktivierung des Prothrombins zum Thrombin. Die Regulation von Gerinnung und

Fibrinolyse wird in Abbildung 3 schematisch zusammengefasst.

Essentiell fir den verstarkten Ablauf der Blutgerinnung ist die Gegenwart von
verletztem Gewebe, durch das sowohl intrinsischer (Kontaktaktivierung, Abbildung
3a) wie auch extrinsischer Pfad (Gewebsthromboplastin-Aktivierung, Abbildung 3b)
initiiert werden konnen. Hierdurch wird die Hamostase auf den Ort der Verletzung

begrenzt, die restliche Blutbahn bleibt davon im wesentlichen unbeeinfluldt [5].
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_____________________________________________________________________

Kontaktaktivierung

Xlla- PL
Xl X|

|IXa - PL
Ca - VI

_____________________________________________________________________

IX

Intrinsischer Pfad (a)

> Fibrin

Fibrinogen ——— Fibrinmonomer

Abbildung 3: Die Regulation der Blutgerinnung und der Fibrinolyse.
(PL = Phospholipidmembran, DP = Degradationsprodukte)
a: intrinsischer Pfad der Gerinnung
b: extrinsischer Pfad der Gerinnung
c: Fibrinolyse

Bei der sogenannten Oberflachenaktivierung (siehe Abbildung 3a) kommt es zu einer
lokalen Konzentrationserhéhung an Faktor XlIl (Hagemann-Faktor), Prokallikrein und
Faktor XI. Die beiden letztgenannten Proteine treten dabei zu einem Komplex mit
hochmolekularem Kininogen (HMW-Kininogen, HMWK) zusammen, einem Kofaktor,
der zu ihrer Verankerung auf der Oberflache fuhrt. Durch die Bindung von Faktor XI|
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an die Oberflache des subendothelialen Bindegewebes wird in diesem Faktor eine
Konformationsanderung induziert, die ihn in die Lage versetzt, Prokallikrein
spezifisch zu aktivieren [8]. Das auf diese Weise erzeugte Kallikrein wiederum ist nun
in der Lage, Faktor XIl zum Faktor Xlla zu aktivieren, der seinerseits in einer
positiven Ruckkopplungsreaktion weiteres Prokallikrein zu Kallikrein prozessieren
kann [5]. Der aktivierte Hagemann-Faktor spaltet aulerdem Faktor XI zu Xla und
ermdglicht hierdurch das Voranschreiten der Blutgerinnung. Diese Initiierung des

intrinsischen Pfades wird in Abbildung 4 noch einmal graphisch dargestellt.

<K
Q{-& _)@Q Xla

HMWK AXI

Abbildung 4: Darstellung der Oberflachen-Aktivierung.

Zusatzlich wird durch Kallikrein das vasoaktive Peptid Bradykinin aus HMW-
Kininogen freigesetzt, das fur eine Senkung des Blutdrucks sorgt.

Im weiteren Verlauf der Blutgerinnung wird Faktor IX von Faktor Xla zu Faktor IXa
prozessiert. Der so entstandene Faktor 1Xa bildet mit Phospholipiden, Calciumionen
und Faktor VIII einen quarternaren Komplex. Dieser ist in der Lage, Faktor X zu Xa
zu spalten und ermdglicht dadurch die Entstehung des sogenannten
Prothrombinase-Komplexes, der dann seinerseits in der Lage ist, Prothrombin zu
aktivieren. Gleichzeitig wird in einer weiteren Ruckkopplungsreaktion auch Faktor X

durch den Prothrombinase-Komplex zu seiner aktiven Form Xa umgesetzt.

Der intrinsische Weg der Blutgerinnung kann durch den extrinsischen Weg

umgangen werden. Dieser alternative Weg der Blutgerinnung (siehe Abbildung 3b)
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wird initiert, wenn das Blut mit einem Zelloberflachen-Protein, dem
Gewebsthromboplastin in Kontakt kommt. Das Gewebsthromboplastin, das nicht auf
Endothelzellen vorhanden ist und das auch als Gewebsfaktor (,tissue factor®)
bezeichnet wird, kann in Gegenwart von Calciumionen eine Konformationsanderung
des Faktors VII bewirken, so dal® diese Serinproteinase direkt Faktor X zu Xa

aktiviert.

Intrinsischer und extrinsischer Weg stellen zwar alternative Wege zur Erzeugung von
Faktor Xa dar, jedoch sind sie nicht streng voneinander getrennt. Es erfolgt vielmehr

eine gegenseitige Beeinflussung beider Systeme.

In einem neueren Ansatz zur Schematisierung der Hamostase ist der aus der
klassischen Sichtweise als extrinsische Pfad bekannte Aktivierungsweg malfigeblich
fur eine ordnungsgemale Gerinnung, wohingegen der als intrinsisch bekannte Weg
eine untergeordnete Rolle spielt. Diese Sichtweise grindet auf der Auswertung der
heute bekannten vererbbaren Stérungen des hamostatischen Gleichgewichtes.
Dabei hat sich gezeigt, dal® der vom Gewebsthromboplastin abhangige extrinsische
Pfad (,tissue factor pathway“) beziehungsweise dessen Komponeneten essentiell
sind. Bei Fehlen oder Defekt nur eines dieser dort auftretenden Faktoren sind in
jedem Fall schwerwiegende Defekte der Hamostase festzustellen, wohingegen ein
fehlendes Element des klassischen intrinsischen Pfades nicht notwendigerweise zu
Komplikationen fuhren muf3, beziehungsweise phanomenologisch Uberhaupt keine
Defekte erkennbar sind. Aufgrund der Komplexitat der bei der Hamostase
herrschenden Zusammenhange und der Etablierung dieser Begriffe ist zumindest die
formale Differenzierung in extrinsisches und intrinsisches System auch weiterhin

sinnvoll.

Die Serinproteinase Faktor X stellt den Konvergenzpunkt von intrinsischem und
extrinsischem Pfad der Blutgerinnungskaskade dar. Es bestehen mehrere

Maoglichkeiten der Aktivierung, die durch Proteolyse der Bindung Argzc”“-lle235 z

um
Faktor Xa realisiert wird. Dies geschieht zum Einen durch den Faktor Vlla-TF
Komplex (extrinsischer Pfad) und zum Anderen durch den Faktor IXa-Faktor Vllla

Komplex (intrinsischer Pfad).



Einleitung 17

Nach der Generierung des Faktors Xa durch die beiden beschriebenen
Aktivierungspfade kann dieser Prothrombin in das katalytisch aktive Thrombin
umwandeln. Diese Umwandlung wird durch die Bildung eines enzymatisch
wirksamen Komplexes mit Calciumionen, Faktor V und Phospholipiden (Oberflache
von Thrombozyten) auflerordentlich, d. h. um bis zu funf GréRenordnungen,
beschleunigt. Aus diesem Grund ist nicht allein die Gegenwart von Faktor Xa fur den
weiteren Ablauf der Gerinnung nétig, sondern vielmehr die Prasenz des gesamten

Prothrombinase-Komplexes [9, 10].

Thrombin ist nun in der Lage, das Adhasionsprotein Fibrinogen zu prozessieren und
dabei die sogenannten Fibrinopeptide A und B abzuspalten. Durch Entfernung dieser
hoch negativ geladenen Peptide werden Polymerisationsstellen freigelegt, die eine
ladungskontrollierte Assoziation der Fibrinmonomere ermdoglichen. Ferner kann
Thrombin auch sein eigenes Zymogen Prothrombin in die aktive Form uberflihren
und Faktor XlII in Xllla umwandeln. Dieser Faktor hat die Aufgabe, das durch die
Assoziation von Fibrin-Monomeren entstandene gelartige Gerinnsel mittels seiner
Transglutaminaseaktivitat querzuvernetzen und dadurch in ein mechanisch

widerstandsfahigeres hartes Gerinnsel umzuwandeln.

2.2 Die Fibrinolyse

Nach Reparatur des verletzten Gefaltes muld schliel3lich die Auflésung des zuvor
gebildeten Gerinnsels erfolgen. Die Aufgaben des fibrinolytischen Systems bestehen
somit in der Auflésung von Thromben, aber auch in der Verhinderung einer

ubersteigerten Gerinnselbildung.

Zwingend erforderlich fUr die Fibrinolyse ist das Vorhandensein von Plasmin bzw.
von Plasminogen. Letzteres wird entweder durch den in der Leber produzierten
Gewebetyp-Plasminogenaktivator (,tissue type plasminogen activator®, t-PA), oder
durch die in der Niere produzierte Urokinase zum Plasmin aktiviert [11]. Eine dritte
Maglichkeit zur Aktivierung von Plasminogen besteht in der Prozessierung durch den
aktivierten Faktor Xll, der damit sowohl eine Rolle bei der Bildung als auch bei der

Auflésung von Blutgerinnseln spielt.
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Insgesamt weist der Ablauf der Fibrinolyse eine auffallende Ahnlichkeit mit dem
Blutgerinnungssystem auf (siehe Abbildung 3c), weil es auch in diesem System eine

Kaskade von Zymogenaktivierungen gibt.

2.3 Die Regulation von Blutgerinnung und Fibrinolyse

Im Blut lauft die Blutgerinnung permanent in geringem Ausmal} ab, auch wenn das
Gewebe keine Verletzung erlitten hat. Hierdurch kommt es standig zu
Fibrinablagerungen im Blut, die durch das fibrinolytische System aufgelost werden
mussen, damit es nicht zu einer Beeintrachtigung des Blutflusses kommt.
Blutgerinnung und Fibrinolyse stehen folglich miteinander in einem dynamischen
Gleichgewicht, dessen Einstellung durch die jeweiligen Konzentrationen an

Aktivatoren und Inhibitoren reguliert wird.

So kénnen die Plasminogen-Aktivatoren, die die Fibrinolyse férdern, einerseits durch
spezifische Inhibitoren (PAI-1, PAI-2) gehemmt werden, andererseits kann jedoch
auch eine unspezifische Inaktivierung durch das oz-Makroglobulin oder durch
Serinproteinase-Inhibitoren, wie z. B. dem a4-Proteinase-Inhibitor, erfolgen. Diese
unspezifischen Inhibitoren konnen daruber hinaus auch auf die Blutgerinnung einen
hemmenden Einfluly ausuben [1]. Ein weiterer wichtiger Beitrag zur Inhibierung der
Fibrinolyse wird vom oax-Antiplasmin geleistet, dessen wesentliche Aufgabe darin
besteht, den Plasminspiegel im Blut gering zu halten. Allgemein machen die

Inhibitoren etwa zehn Prozent der Blutplasmaproteine aus [12].

Die Spaltprodukte von Fibrin und Fibrinogen haben ihrerseits einen starken Einflufd
auf die Gerinnung. Sie sind in der Lage, sowohl die proteolytische Aktivitat des
Thrombins zu hemmen, als auch die Polymerisation von Fibrinmonomeren zu storen,
indem sie durch Kettenabbruch deren Assoziation behindern. Auf diese Weise wird

der Gerinnungsablauf negativ beeintrachtigt.

Zusammenfassend |aRt sich feststellen, dal} es sich bei der Blutgerinnung um ein
kompliziertes Netzwerk von Reaktionen handelt, bei dem eine Protease nicht nur
eine, sondern mehrere Reaktionen katalysiert, die mitunter sogar fur gegenlaufige
Effekte verantwortlich sind. Ein gutes Beispiel hierfur ist das Thrombin, das sowohl

pro-, als auch antikoagulatorische Wirkung entfalten kann. AuRerdem scheint der
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intrinsische Pfad der Gerinnungskaskade weniger als Ausloser der Gerinnung,
sondern viel mehr als Verstarkungspfad angesehen zu werden. Das heil3t, dald die
Unterteilung in extrinsischen und intrinsischen Pfad in vivo nicht erfolgt und daher
vielmehr als ein Formalismus angesehen werden mul}, der in erster Linie zum

Verstandnis dieser komplexen Ablaufe beitragen kann [13].

2.4 Serinproteinasen

Die Serinproteinasen bilden eine der funf Hauptklassen von Proteasen. Die
katalytische Aktivitat dieser Enzymfamilie beruht auf einem reaktiven Serinrest im
aktiven Zentrum, der zusammen mit einem Aspartat- und einem Histidinrest eine
sogenannte katalytische Triade bildet. Durch diese spezielle Aminosaureanordnung
wird ein LadungsuUbertragungssystem erzeugt, das die Hydrolyse einer
Peptidbindung durch einfache Acylierung bzw. anschlieliende Deacylierung des
Serinrestes ermoglicht [14]. Alle Faktoren der Blutgerinnungskaskade mit

proteolytischer Aktivitat sind Serinproteinasen.

Ein wesentliches Merkmal dieser Enzyme sind die strukturell relevanten
Veranderungen, die sich durch eine oder mehrere Spaltungen im Zuge der
Aktivierung ergeben: Wahrend die katalytische Triade bereits im Proenzym dieselbe
funktionelle Anordnung besitzt wie in der aktiven Protease, lassen sich in direkter
Nachbarschaft dieser aktiven Reste signifikante Unterschiede feststellen [15, 16].
Eine Schlisselrolle kommt hierbei dem bei der Aktivierung freigesetzen N-Terminus
zu, einem hochkonservierten Isoleucin (lle-16, Trypsin-Numerierung), das eine
Salzbricke mit der dem Serin des aktiven Zentrums benachbarten Aminosaure
ausbilden kann (Asp-194). Hierdurch ensteht eine Bindungstasche fur das neue
Aminoende, zum andern erfolgt hierdurch die Stabilisierung der Spezifitdtstasche.
Erst in dieser nun nicht mehr flexiblen Spezifitatstasche kann eine korrekte und
prazise Orientierung der zu spaltenden Peptidbindung erfolgen, und zwar durch

starre Fixierung der zumeist basischen Seitenkette des Substrates [17].
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Abbildung 5: Backbone Darstellung des Trypsin Molekiils (Ausschnitt). Die beiden Aminoséuren lle-16 und Asp-194 sind
als Kugelmodelle dargestellt. Die Salzbriicke zwischen der Aminogruppe des lle-16 (blau) und der Carboxyl-
gruppe des Asp-194 (rot) stabilisiert das aktive Zentrum. Der griine Keil deutet die Spezifitatstasche an.

2.5 Prothrombin / Thrombin

Das Zymogen des Thrombins, das Prothrombin, wird hauptsachlich in der Leber
synthetisiert und in das Blutplasma sezerniert. Weiterhin wird es auch lokal im
zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und ist, ebenso wie die entsprechende

Protease Thrombin, in der Zerebrospinalflussigkeit nachweisbar [18].

Analog zu den Vertretern der Enzymklasse der MMPs (siehe 2.10), besitzt auch das
Thrombin als Vertreter der Klasse der Serinproteinasen einen modularen Aufbau.
Wesentliche Merkmale hierbei sind die sogenannte Gla-Box, hierbei handelt es sich
um eine N-terminal liegende y-carboxyglutamatreiche Sequenz, zwei Kringel-

Domanen, gefolgt von der katalytischen Domane.

Im Falle einer GefalRverletzung wird aufgrund der durch Calcium-lonen vermittelten
Anheftung der Gla-Box an das freigelegte Subendothelial eine lokale

Konzentrationserhbhung des Prothrombins bewirkt. Dort kann es durch den



Einleitung 21

Prothrombinase-Komplex aktiviert werden. Die Umwandlung des Faktors Il zu lla
erfolgt durch Spaltungen des latenten 66 kDa Proteins, die das Vorlauferprotein vom
N-Terminus her durch Abtrennung verschiedener Fragmente um ca. 32 kDa
verkurzen [19]. Essentiell fur die Bildung des sogenannten a-Thrombins sind dabei
die Spaltungen an den Stellen R*™-T3'® und R*3-1***, Abhangig von der Reihenfolge
dieser Spaltungen unterscheidet man zwei Aktivierungspfade. Die beiden durch
diese alternativen Pfade entstehenden Intermediate Prathrombin 2 [20] und

Meizothrombin [21] sind bei einer Aktivierung des Prothrombins nachweisbar.

Spaltung durch Prothrombinase-Komplex

vl
1 2
S=S
/ Prothrombin \
5—S ® §-3§

Fragment 1-2 Prathrombin 2

\ /

S=—S
Thrombin

Meizothrombin

Abbildung 6: Darstellung der beiden méglichen Pfade der Prothrombin-Aktivierung. Abhéngig von der Reihenfolge
der Spaltungen entstehen unterschiedliche Intermediate. Erfolgt eine Spaltung zunachst an der mit ,1*
bezeichneten Stelle (R*'*-T°"°), so verlauft die Aktivierung tiber Pfad A, d. h. mit den Intermediaten
Fragment 1-2 und Prathrombin 2. Bei Aktivierungspfad B wird zunéchst an Stelle ,2“ proteolysiert (R
und es entsteht Meizothrombin als Zwischenprodukt.

363|364

Beim Thrombin handelt es sich, wie bei allen anderen Blutgerinnungsfaktoren mit
proteolytischer Aktivitat auch, um eine vom Trypsin abstammende Serin-Proteinase.
Obwohl das Thrombin strukturell eng mit dem Trypsin verwandt ist, zeigt es eine sehr
viel héhere Substratspezifitat. Diese veranderte Substratspezifitdt des Thrombins
beruht auf zwei insertierten Proteindomanen, namlich der 60-AS- und der 148-AS-
Insertionsschleife. Diese Domanen verdecken zum Teil die Spezifitatstasche des
Thrombins und erhéhen dadurch die Selektivitat gegentber potentiellen Substraten
[17, 22]. Dieses Plasmaprotein besitzt ein Molekulargewicht von 34000 und stellt
einen der wesentlichen Faktoren der Blutgerinnung dar. Das aktive o-Thrombin
besteht aus einer A- und B-Kette, die Uber eine Disulfidbricke verbunden sind (siehe
Abbildung 7). Die B-Kette tragt das katalytische Zentrum.
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2.5.1 Aktivierung

Die Entwicklung des Thrombins aus dem einstrangigen Vorlaufer geschieht mittels
zweier Spaltungen durch den sogenannten Prothrombinase-Komplex, einen
Zusammenschluly von Faktor Xa, Faktor V, Calcium-lonen und Phospholipiden.
Abhangig von der Reihenfolge dieser Spaltungen unterscheidet man zwei
Aktivierungswege, deren Intermediate Prathrombin 2 und Meizothrombin beide
wahrend der Aktivierung auftreten [21]. Das Prathrombin 2 besitzt keine
nachweisbare katalytische Aktivitat, wahrend das zweikettige Meizothrombin, das
dasselbe Molekulargewicht wie sein Vorlaufer Prothrombin besitzt, bereits kleine
Substrate hydrolysieren kann [23]. Allerdings sind sowohl das Thrombin als auch das
Meizothrombin in der Lage, die Bindung Arg'®-Ser'®® des Prothrombins oder
Meizothrombins zu spalten. Durch diese Abspaltung von Fragment 1 werden damit
Prathrombin 1 beziehungsweise Meizothrombin ,des-F1“ generiert [24, 25]. Darlber
hinaus kann durch das aktive Thrombin die Bindung Arg*?’-Thr®?® hydrolysiert
werden, was zu einem Thrombin mit einer um 13 Aminosaurereste verkurzten A-
Kette und unveranderten katalytischen Eigenschaften fuhrt. Bei einer Spaltung des
Meizothrombins an dieser Stelle wird neben dieser verkurzten Thrombin-Variante das

Fragment 1-2-3 freigesetzt [24].

Thrombin Faktor Xa

L

315 328 364 622

Frag ment 1 FragrrTent 2 S'S—l
= I — Prathrombin 2
Fragment 1-2

- -
——

~ Prathrombin 1

——

Fragment 1-2-3 - .

"

a~-Thrombin

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Prothrombins. Seine Aktivierung durch Faktor Xa zum a-Thrombin ist grin
gekennzeichnet, die Spaltungen durch das Thrombin selbst sind rot dargestellit.



Einleitung 23

Das Isoleucin 364, durch das die B-Kette generiert wird, entspricht strukturell dem
Isoleucin 16 beim Trypsin [22]. Eine proteolytische Aktivitat kann demnach nur dann
vom Thrombin ausgehen, wenn genau dieser N-Terminus entsteht. Nur dann wird
durch Ausbildung einer spezifischen Salzbriicke zwischen dem terminalen Stickstoff
und der Carboxylgruppe des der katalytischen Triade benachbarten Aspartats eine
Stabilisierung des aktiven Zentrums in seiner dreidimensionalen Struktur erfolgen
(siehe auch Abschnitt 2.4).

Durch schrittweise autolytische Auslosung kleinerer Peptide aus der B-Kette des
o-Thrombins entstehen zunachst das p- und im weiteren Verlauf das y-Thrombin
[26]. Dies fuhrt zu einem praktisch vollstandigen Verlust der proteolytischen Aktivitat
gegenuber makromolekularen Substraten, wahrend das amidolytische Potential

gegenuber kleinen Substraten zumindest teilweise erhalten bleibt [27, 28].

2.5.2 Regulation der Blutgerinnung

o-Thrombin ist in der Lage, die Fibrinopeptide A und B des Fibrinogens abzuspalten.
Dadurch werden die Polymerisationsstellen des Fibrins freigelegt, und die Ausbildung

eines Gerinnsels kann erfolgen.

Darlber hinaus kann diese Serinproteinase eine antikoagulatorische Kaskade
auszulésen, indem es durch die Bindung an seinen Endothelzellrezeptor
Thrombomodulin sein urspringliches Zielsubstrat Fibrinogen verliert und statt dessen
das antikoagulatorisch wirksame Protein C aktiviert [29]. Protein C, ebenfalls eine
Serinproteinase, ist nach Bildung eines Komplexes mit seinem Kofaktor Protein S in

der Lage, selektiv die Faktoren Va und Vllla zu inhibieren [30].

Die naturlichen Inhibitoren des Thrombins sind das Antithrombin Ill, die Protease
Nexin-l, der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Il und Heparin-Kofaktor-Il, die in
Gegenwart von Heparin aktiviert werden kdénnen [29], sowie das ap-Makroglobulin.

Neuere Untersuchungen weisen auf eine moglicherweise noch groRere Vielseitigkeit
des Thrombins hin. Dabei geht das Wirkungsspektrum dieses Enzyms weit uber die

Regulation der Blutgerinnung hinaus.
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2.5.3 Thrombin Rezeptoren

Thrombin ist an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt. Es vermag die
Plattchenaggregation auszuldsen oder proinflammatorische Cytokine freizusetzen
[31, 32]. Weitere Antworten auf Thrombin-Signale sind unter anderem die Endothel-
abhangige Relaxation der Coronar-Arterien [33], die Kollagen-Synthese durch glatte
Muskelzellen und Fibroblasten [34, 35], Beeinflussung des Calcium-Haushalts [36],
Induktion von Apoptose in Nervenzellen [37] und Proliferation von HUVEC- und von
glatten Muskelzellen [38, 39].

Diese Antworten werden allesamt durch Thrombin-Rezeptoren vermittelt. Diese sind
Mitglieder einer Familie von mindestens vier auch als Protease-aktivierte Rezeptoren
bezeichneten Proteinen (PAR-1 bis PAR-4), von denen das Thrombin bis auf PAR-2
alle aktivieren kann [40, 41]. PAR-1 wurde schon deutlich vor den anderen
Mitgliedern dieser Familie entdeckt und ist dementsprechend am besten
charakterisiert [42]. PAR-3 und PAR-4 wurden bisher nur auf Plattchen ausreichend
charakterisiert. Die Expression von PAR-1 konnte bislang auf Plattchen [43],
Endothelzellen [43, 44], glatten Muskelzellen [34], gingivalen Fibroblasten [45],
Monocyten [46], T-Zellen [47], Neuronen [48] und verschieden Tumor-Zellen [49]
nachgewiesen werden. Bei der Erforschung der Wirkung von PAR-1 auf diese Zellen
hat sich herausgestellt, dal3 er eine wesentliche Rolle bei Entzindungsprozessen,
Wundheilung und Reparatur von Gewebe spielt [50, 51]. PAR-1 wird durch Thrombin
an der Stelle R*'— $* gespalten, wodurch N-terminal ein Peptid freigesetzt wird. Der
neu generierte N-Terminus SFFLRN- fungiert nun als sogenannter angebundener
Ligand (,tethered ligand®). Durch die Wechselwirkung dieses Liganden mit der
zweiten extrazellularen Schleife des G-Protein-gekoppelten Thrombin-Rezeptors wird
dieser aktiviert. Die Besonderheit dieser Rezeptoren liegt im Vergleich zu anderen G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren darin, dald der Aktivierung eine Spaltung
vorausgehen muf} und der proteolysierte Rest nach Internalisierung in Lysosomen

abgebaut wird.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Proteinase-aktivierten Rezeptors und seiner Aktivierung. Die Mitglieder
dieser Rezeptorfamilie besitzen alle ein Sieben-Helix Motiv. Bei spezifischer Abspaltung eines N-terminalen
Peptids des PAR kann der neu generierte Aminoterminus (rot) mit einer komplementaren Sequenz der zweiten
Helix des Rezeptors wechselwirken und sich dadurch zwischen zweiter und dritter Helix (griin) in das Motiv
integrieren. Hierduch wird letztlich das Signal durch die Zellmembran hindurch tbertragen. (Modifiziert nach
[42]).

2.5.4 EinfluB auf die Angiogenese

Das Thrombin besitzt die Fahigkeit, verschiedene Prozesse zu induzieren, die bei der
Gefalneubildung (Angiogenese) eine Rolle spielen [52-57]. So ist es beispielsweise
in der Lage, die GefalRdurchlassigkeit zu induzieren [58]. Im Testsystem mit der
Chorioallantoischen Membran des Huhns zeigte Thrombin eine Forderung der
Angiogenese in vivo [55, 56]. Daruber hinaus besitzt Thrombin eine mitogene
Wirkung auf Endothelzellen [59-61], die sowohl auf proteolytische, d. h. PAR-
vermittelte, als auch auf nicht-proteolytische (mittels B-Schleife der Thrombin B-

Kette) Signalwege zurtckzufuhren ist [61].

Des weiteren werden durch Thrombin auch indirekt pro-angiogene Effekte vermittelt,
sowohl durch die Hochregulation von VEGF in Fibroblasten [62], als auch durch eine
Erhohung der Zahl von VEGF Rezeptoren auf dem Gefal3-Endothel [55]. AuRerdem
soll durch eine Erhdhung der VEGF-Ausschuttung der Plattchen [63], die Expression
des pro-angiogenen bFGF durch Endothelzellen [60] und Ausschuttung von bFGF
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aus ECM-Speichern [64] eine indirekte Induktion der Angiogenese durch das

Thrombin erfolgen.

Neben dem Thrombin, das in der Regel pro-angiogenetische Effekte vermittelt, wird
durch Fragmente mit kryptischer Aktivitat, die aus dem Prothrombin
herausgeschnitten werden kdnnen, eine Inhibierung der Angiogenese beobachtet
[65, 66]. Es handelt sich hierbei um die Aktivierungspeptide Fragment1 (F1),
Fragment2 (F2) und Fragment 1-2 (F1+2). Thrombin vermag, ebenso wie die
neutrophile Elastase, die Thrombin-Bindungsstelle des Antithrombin Il abzuspalten
und hierdurch das Angiogenese-inhibierende Protential dieses Biomolekuls
freizusetzen [67], d. h. seine Umwandlung zum anti-angiogenetischen

Antithrombin 11l (aaATIIl) zu katalysieren.

Thrombin ist auBerdem in der Lage, die Aktivierung der Gelatinase A (MMP-2) in
GefalR-Endothelzellen zu induzieren [68, 69]. Auch hier liegt ein enormes Potential,
die Angiogenese voranzutreiben: Essentiell fir eine solche Erweiterung des
Gefalisystems ist die Degradation der Basalmembran, die erst durch das
Vorhandensein von aktiver MMP-2 geschehen kann. Diese direkten und indirekten
Auswirkungen des Thrombins auf die Gefallneubildung sind in Abbildung 9

zusammengefal3t.

Die Thrombin-Rezeptor vermittelte Gefalddurchlassigkeit [58] ermdglicht die
Extravasation von Fibrinogen, das dann aulierhalb der GefalRe zu Fibrin umgesetzt
werden kann. Das Ergebnis ist eine Fibrin-Matrix, wie sie haufig um Tumore herum
gefunden wird und die diesen z. B. vor einem Angriff von Zellen der Immunabwehr
schitzt (siehe auch 2.8). Von quervernetztem Fibrin wird weiterhin angenommen,
dall es eine provisorische Matrix darstellt, die die Angiogenese fordert. Dies
geschieht durch Initierung der Endothelzell-Migration, -Adhasion und Ubermittlung

von Uberlebenssignalen an die Endothelzellen [70-72].



Einleitung 27

Erhéhte
VEGF
Rezeptor

Expression

auf EC

A e O A

Extravasation von EC BM und ECM /
- gt 4 u
{J [Germnungs-/_Flbrmolyse] [Durch|aSSngelt] [ Proliferation ][ Degradation II

v FGF
Freisetzung Freisetzung Pro MMP-2

aus aktivierten aus ECM Aktivierung | | Freisetzung
Plattchen und EC

Proteinen

\ /
AN -
N\ \\\ e
e S~o____\ [ Angiogenese ) ~— - -
~
~
\s___—

Abbildung 9: EinfluB von Thrombin auf die Angiogenese. Verschiedene Aspekte der Gefallneubildung kénnen durch
Thrombin direkt oder indirekt beeinfluRt werden, z. B. durch Ausbildung einer provisorischen Fibrin-Matrix.
Proteolyse von Prothrombin oder Antithrombin Il fihrt zur Freisetzung von Angiogenese-Inhibitoren
(unterbrochene Linien). Duch Thrombin aktivierte Plattchen werden zahlreiche Effektoren der Angiogenese
freigesetzt, u. a. VEGF, PF4, FGF, TGFa und -B. Direkte Effekte des Thrombins auf Zellen werden haufig durch
PARs vermittelt [73].

2.6 Plasminogen/Plasmin

Plasmin ist eine Serinproteinase, die durch partielle Proteolyse aus Plasminogen
entsteht und flr die Aufrechterhaltung der Funktionen des Blutes essentiell ist.
Plasminogen ist das Schlusselproenzym der Fibrinolyse [11] und wird direkt nach
seiner Synthese in der Niere in das Blutplasma abgegeben. Die Aktivierung von
Plasminogen kann durch den Gewebe-Plasminogenaktivator in Gegenwart eines

Fibrin-Thrombus oder durch die Urokinase erfolgen [11].

Dem Plasmin kommt durch seine schon erwahnte Fahigkeit zur Fibrin-Spaltung eine
zentrale Rolle in der Fibrinolyse zu (siehe Abbildung 3c). Inzwischen sind andere

Prozesse bekannt, bei deren Ablauf das Plasmin ebenfalls wesentlichen Anteil hat:
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Dies geht auf die proteolytische Aktivitat des Plasmins zurtck, durch die es in der
Lage ist, verschiedene MMPs zu aktivieren (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Aktivierung von MMPs durch Plasmin. Durch seine Fahigkeit, verschiedene Matrix Metalloproteinasen zu
aktivieren, hat das Schliusselenzym der Fibrinolyse auch eine erhebliche Bedeutung beim Abbau der ECM
(modifiziert nach [74]).

Andererseits verflgt sein Vorlaufer, das Plasminogen, Uber versteckte, sogenannte
kryptische Aktivitaten. Hierbei handelt es sich um Fragmente, die vollig andere
Eigenschaften besitzen als das Gesamtprotein. Diese konnen bei Proteolyse des
Plasminogens durch andere Enzyme freigesetzt werden. Es handelt sich hierbei z. B.
um das Angiostatin. Unter diesem Namen versteht man das Plasminogen-Fragment,
das als Hemmstoff der Angiogenese entdeckt wurde, und das die Kringel-Domanen
K1-4 umfaldt [75]. Die hemmende Wirkung auf die Gefallneubildung konnte jedoch
inzwischen bei allen funf Kringeldomanen des Plasminogens nachgewiesen werden,
sowohl in den einzelnen Fragmenten, als auch in komplexeren Spaltstlicken [76]. Die

hochste Wirksamkeit wird dem Fragment K1-3 zugesprochen.

2.7 Hagemann-Faktor (Faktor XIll)

Der Hagemann-Faktor zirkuliert als glykosyliertes 80 kDa Proenzym in der Blutbahn
und ist nach Aktivierung in der Lage, die Blutgerinnungskaskade zu initiieren oder auf
das Fibrinolysesystem Einflud zu nehmen. Das Enzym besitzt Domanen, die auch in
anderen Serinproteasen gefunden wurden, namlich eine Kringel-Domane, eine EGF-

artige Region und die Fibronektin-Typ-I- und —Typ-ll-artigen Regionen. Da die
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Fibronektin-Typ-ll-Domane eine Bindungsstelle fur das Kollagen besitzt, wird die
homologe Region im Faktor Xll fur die Anheftung an das Subendothel verantwortlich
gemacht [8]. Faktor XllI bindet leicht an anionische Oberflachen (Kollagen und
Plattchen-Membranen). Nach erfolgter Bindung kann durch den in vivo wirksamen
Aktivator des Hagemann-Faktors, das Kallikrein, die Prozessierung zur aktiven Form
erfolgen. Das Zymogen wird hierbei zunachst durch eine einzige Spaltung zum o-
Faktor Xlla aktiviert. Dieser besteht dann aus zwei Ketten, die durch eine
Disulfidbriicke verbundenen sind [77]. Durch weitere zweifache Proteolyse erfolgt die
Umwandlung in den B-Faktor Xlla (M, = 30 kDa). Die aminoterminale Region, in der
sich fibronektinartige, EGF-artige und eine Kringel-Domane befinden, geht hierbei
verloren [78]. Die Domanenstruktur des Hagemann-Faktors ist schematisch in
Abbildung 11 dargestellt.

COOH
Typ I EGF- Typl EGF- Kringel katalytische
FN artige FN artige Region
Domane Domane
FN=Fibronektin 2>> Kallikrein Spaltstellen
EGF=Epidermis (A) Spaltung zur Erzeugung der a-Form
Wachstums- (B) Spaltungen zur Erzeugung der B-Form
Faktor

Abbildung 11: Doménenstruktur des Hagemann-Faktors.

2.8 Fibrinogen / Fibrin

Beim Fibrinogen handelt es sich um ein fibrillares Protein (M, = 340 kDa), das eine

erhebliche Rolle bei der Blutgerinnung und der Wundheilung spielt.
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Fibrinogen ist aus drei Paaren nichtidentischer Ketten aufgebaut. Es besteht aus je
zwei Ketten des Typs Aa (M, = 68 kDa), B (M, = 56 kDa) und y (M, = 47 kDa), die
Uber Disulfidbricken verbunden sind. Die N-Termini aller Ketten werden in einem
zentralen Disulfidknoten zusammengehalten. Ausgehend von diesem zentralen
Knoten flihren zwei stabférmige Bereiche, in denen die drei Ketten superspiralisiert
sind (,coiled coils®), zu den C-terminalen Regionen, die wiederum eine globulare
Domanenstruktur aufweisen. Von den drei unterschiedlichen Peptidketten verfugt die
o-Kette Uber die groRte raumliche Ausdehnung. Sie ist aufgrund ihrer schwachen

Wechselwirkungen mit dem verbleibenden Fibrinogen-Gerust sehr beweglich [79].

a-Kette Fibrinopeptide

p-Kette

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Fibrinogens. Die a-(rot), B-(blau) und y-(griin) Ketten sind tiber
Disulfidbriicken (gelb) miteinander verbunden. Am zentralen Disulfidknoten sind die Fibrinopeptide lokalisiert,
die durch Thrombin abgespalten werden kénnen.

Fibrinogen wird durch Thrombin, welches vier Arg-Gly-Bindungen im Bereich der
zentralen globularen Domane spaltet, in monomeres Fibrin Ubergeflihrt. Durch die
sequentielle Abspaltung der stark negativ geladenen Fibrinopeptide A und B wird die
Assoziation der Fibrinmonomere zum Fibrin ermoglicht, da es hierdurch lokal zu
einer Ladungsumkehr kommt. In der Konsequenz erfolgt eine ladungskontrollierte
Assoziation der Fibrinmonomere [80]. Diese Polymerisation ist ein zweistufiger
Prozel}, bei dem zunachst doppelstrangige Protofibrillen ausgebildet werden, die sich

dann zu Fasern zusammenlagern.

Die Prozessierung von Fibrinogen durch Plasmin liefert einen charakteristischen Satz
an Fibrinogenfragmenten, die sich mittels lonenaustausch-Chromatographie an
DEAE-Sepharose trennen lassen. Die Benennung dieser Fragmente (A bis E) ergibt

sich aus der Reihenfolge, in der sie von der Chromatographie-Saule eluieren [81].
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Bei nur kurzfrisigem Einwirken von Plasmin lassen sich Ubergangsfragmente

nachweisen, die mit X und Y bezeichnet werden.

Es konnte gezeigt werden[82], dal® Tumore ab einer bestimmten GroRe haufig von
einer Fibringel-Matrix umgeben sind. Das hierzu notwendige Fibrinogen stammt
einerseits aus dem extravasierten Fibrinogen des Gefallsystems und wurde
andererseits vom Tumor selbst synthetisiert [83]. Die Fibringel-Matrix stellt eine
provisorische Stroma-Umgebung dar, durch die eine Abschirmung des Tumors vor
dem Zugriff des Immunsystems, sowie vor Proteasen und anderen Plasmaproteinen
ermoglicht wird. Daruber hinaus kann das Fibrinogen direkt Uber seine RGD-
Sequenzen an das Integrin ay,Bs auf Endothelzellen binden. Diese Wechselwirkung
bedeutet fiir die Endothelzellen ein Uberlebenssignal, das sie letztlich zur Ausbildung

neuer Gefalle veranlalt [72].

2.9 Die Extrazellulare Matrix

Die Extrazellulare Matrix (ECM) ist ein makromolekulares Netzwerk, in das die
Bindegewebszellen eingebettet sind. Es besteht hauptsachlich aus fibrillaren
Proteinen wie Kollagenen, Fibronektin, Laminin und verschiedenen Glykoproteinen.
Die Strukturproteine und die Glykoproteine verleihen dem Bindegewebe ihre
stitzende Funktion, sind aber auch flr verschiedene physiologische und

pathologische Prozesse von Bedeutung.

Bindegewebszellen kdnnen das Wachstum der sie umgebenden Matrix beeinflussen,
was unter anderem bei Wundheilungsprozessen, bei der Embryonalentwicklung,
beim Knochenwachstum, bei parodontdésen Krankheiten oder der rheumatoiden
Arthritis sowie bei der Ausbreitung von Krebsmetastasen eine wichtige Rolle
spielt [84].

Die vier Hauptklassen proteolytisch wirkender Enzyme, die an der Degradation der
Extrazellularen Matrix beteiligt sind, bilden die Serinproteasen, die Cysteinproteasen,
die Aspartatproteasen und die Metalloproteinasen. Dabei kommt den
Metalloproteinasen eine besondere Bedeutung zu, da sie in der Lage sind, die

meisten Komponenten der ECM abzubauen. In Abhangigkeit von Vorkommen und
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Substratspezifitat besitzen die meisten MMPs neben ihrer Numerierung einen oder

mehrere Trivialnamen, die in Tabelle 2 zusammengefal3t sind.

MMP Trivialname(n)

MMP-1 Kollagenase-1, Fibroblasten-Kollagenase
MMP-2 Gelatinase A

MMP-3 Stromelysin-1

MMP-7 Matrilysin, PUMP

MMP-8 Kollagenase-2, Neutrophile Kollagenase
MMP-9 Gelatinase B

MMP-10  Stromelysin-2

MMP-11  Stromelysin-3

MMP-12  Makrophagen-Elastase, Metalloelastase
MMP-13  Kollagenase-3

MMP-14  MT1-MMP

MMP-15  MT2-MMP

MMP-16  MT3-MMP

MMP-17  MT4-MMP

MMP-19  RASI-1

MMP-20  Enamelysin

MMP-23

MMP-24  MT5-MMP

MMP-25  MT6-MMP

MMP-26  Endometase, Matrilysin-2

MMP-27

MMP-28  Epilysin

Tabelle 2: Ubersicht iiber die humanen MMPs.

2.10 Matrix Metalloproteinasen

Bei den Matrix Metalloproteinasen (MMPs) handelt es sich um eine Familie von Zn?*-

und Ca?**-abhdngigen Endopeptidasen, die von verschiedenen Zelltypen (zum



Einleitung 33

Beispiel polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten, Makrophagen, Osteoblasten
und Fibroblasten) sezerniert werden. MMPs werden haufig auch als Matrixine
bezeichnet. Das pH-Optimum dieser Proteasen liegt im neutralen Bereich. lhre
Substrate sind die verschiedenen Bestandteile der Extrazellularen Matrix. Eine

Ubersicht (iber die Domanenstruktur einzelner Matrixine wird in Abbildung 13 gezeigt.

N-Terminus C-Terminus
Pro- katalytische Hinge- Hamopexin-ahnliche
peptid Domane Region Domane

Kollagenasen

Gelatinasen

Fibronektin-ahnliche Doméane

Stromelysine 1-3 —
und Metalloelastase

Matrilysin — "

Membran-
Doméane

MT-MMPs

Abbildung 13: Ubersicht iiber die Doménenstruktur der MMPs und die Unterteilung in Subfamilien.

Samtliche Mitglieder der MMP-Familie verfugen Uber ein Propeptid und eine
katalytische Domane am N-Terminus. Je nach Substratspezifitdt und Vorkommen
von Fibronektin-ahnlicher, Hamopexin-ahnlicher und Transmembran-Domane lassen
sich die einzelnen Proteasen den Kollagenase-, Gelatinase-, Stromelysin- und
membranstandigen Subfamilien zuordnen. So spalten die Kollagenasen bevorzugt
fibrilldres Kollagen, die Gelatinasen denaturiertes Kollagen (Gelatin) und die

Stromelysine auch Fibronektin und Laminin.
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Katalytische Y - o Fibronektin-ahnliche Domane
Domane ¥ . hier insertiert
’ - ‘ (bei MMP-2 und MMP-9)

Hinge-
Region

A

Bei MT-MMPs: hier Anschlu@ von | 4 ) .
Linker-, Transmembran- und i . Hamopexin-ahnliche

Cytoplasmatischer Domane .y Doméne
(fehlt bei MMP-7)

Abbildung 14: Typischer Aufbau der Matrix Metalloproteinasen. Das katalytische Zink-lon ist als orange Kugel dargestellt,
Calcium-lonen in der Hdmopexin-ahnlichen und der katalytischen Doméane als blaue Kugeln (maodifiziert nach
[85].

Eine Unterfamilie der Matrix Metalloproteinasen stellen die membranstandigen
Matrixine dar. Diese verfugen im Gegensatz zu den loslichen MMPs uber eine
zusatzliche Domane, durch die eine Verankerung der Enzyme in Membranen
ermoglicht wird. Diese Enzyme werden daher allgemein als MT-MMPs bezeichnet

(,membrane-type“-MMP).

Den MMPs kommt bei physiologischen Prozessen, wie z. B. dem embryonalen
Wachstum, der Wundheilung, dem Knochenwachstum und der Wiederherstellung
von Gewebe (Wundheilung) eine bedeutende Rolle zu. Die Fahigkeit der MMPs,
nahezu alle Komponenten der ECM abbauen zu kénnen, macht es erforderlich, dal®
ihre Regulation sehr strikt verlauft. Sie kann auf der Ebene der Genexpression
erfolgen, auf der Ebene der Sezernierung, oder auch extrazellular durch spezifische

Inhibitoren, den sogenannten TIMPs (,tissue inhibitors of metalloproteinases®) [86].
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Gerat die Regulation der Matrixine ins Ungleichgewicht, so kann dieses
schwerwiegende pathologische Folgen haben, wie z.B. im Falle des

Tumorgeschehens, der Arthritis und der Arteriosklerose.

Das Spektrum potentieller Substrate der MMPs ist derzeit noch nicht vollstandig
bekannt. Zwar wurden grundlegende Zusammenhange erkannt und bereits
zahlreiche Substrate identifiziert, doch existieren naturgemafl® Schwierigkeiten, in
vivo, also z. B. am Tumor, die verschiedenen nachweisbaren Degradationsprodukte
den einzelnen Proteinasen zuzuordnen. Eine besondere Problematik bei der
Untersuchung der MMP-Spezifitdten ergibt sich hierbei durch die Vielzahl der
gleichzeitig im Gewebe nachweisbaren Proteinasen und der entsprechenden Anzahl
an potentiellen Substraten. Eindeutige Nachweise lassen sich daher zunachst nur in
vitro erbringen, da nur hier eine genau definierte Beschrankung auf zuvor definierte

Proteasen und Substrate erfolgen kann.

Eine besondere Rolle kommt den Matrix Metalloproteinasen beim Krebsgeschehen
zu. Sie sind hierbei fur den Abbau des Stromas verantwortlich, das den Tumor
umgibt und das aus den verschiedenen Komponenten der ECM besteht,
hauptsachlich aus Kollagen, Laminin und Fibronektin. Bei weiterem Tumorwachstum,
das die Invasion in letztlich lebenswichtige Gewebe beinhaltet, ist ebenfalls eine
entsprechend hohe MMP-Aktivitat nachweisbar [87]. Daruber hinaus ermdglichen
erst die Matrixine durch ihre Fahigkeit, die Basalmembran abzubauen, eine
Metastasenbildung durch Tumorzellen, die dann eine erfolgreiche Behandlung des

Patienten extrem erschwert [73, 88].

Bei der Betrachtung des Tumorgeschehens und der Relevanz der Matrixine erscheint
besonders interessant, dal} die MMPs haufig nicht vom bdsartigen Gewebe selbst,
sondern von den umliegenden Stromazellen produziert werden. Tumore sind also in
der Lage, die Expression solcher Gewebe-abbauenden Enzyme in anderen Zellen zu
induzieren [89, 90]. Eine solche Induktion kann sowohl durch I6sliche Faktoren, als

auch durch direkte Zell-Zell-Kontakte vermittelt werden [87].

Neben dem Gewebeabbau lassen sich die pathologischen Prozesse, bei denen die

MMPs eine wichtige Rolle spielen, in zwei weitere Erscheinungsbilder einordnen, der
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Fibrosebildung und der Matrixschwachung [91]. Eine entsprechende Fibrosierung
lakt sich beim Herzinfarkt [92], bei der Arteriosklerose [93] und bei der
Leberfibrosierung [94] beobachten. Eine pathologische Schwachung der Matrix wird

bei Aneurismen der Aorta [95] und auch bei Herzversagen [96] diagnostiziert.

In neueren Untersuchungen wurden MMPs auch bei pathologischen Prozessen
gefunden, die sich in diese Aufteilung nicht einreihen lassen: Die physiologische
Bedeutung dieser Klasse von Proteasen scheint groRer zu sein, als bisher
angenommen. So kommen als Substrate moglicherweise nicht nur die Bestandteile
der ECM in Frage, sondern z. B. auch Blutplasmaproteine. Die Ausschuttung der
Matrixine MMP-8 und MMP-9 aus den neutrophilen Granulozyten und ihre
Wechselwirkungen mit Blutplasmaproteinen sind schon seit langerer Zeit bekannt
[97]. Nach neueren Erkenntnissen kommen auch far die MMP-3 [98]
Blutplasmaproteine als Substrate in Betracht. Ferner wird auch ein wesentlicher
Einflud der MMPs bei Erkrankungen des Zentralen Nervensystems [99] und der
Multiplen Sklerose [100] diskutiert.

Zusammenfassend mul} festgestellt werden, da® neben den klassischen ECM-
Substraten wie Gelatin, Kollagen usw. zunehmend neue Substrate der Matrixine

gefunden werden, die andere Bereiche des Organismus betreffen.

2.11 Koagulopathien und Krebsgeschehen

Das vermehrte Auftreten von Blutgerinnungsanomalien bei Krebspatienten ist bereits
seit 1865 in der Literatur bekannt [101]. Da jede Krebserkrankung ihre eigene
Auspragung dieser Symptome mit sich bringt, sind auch heute die Ausldser einer
solchen Aktivierung, seltener einer Inhibierung, noch nicht vollstandig bekannt. [102-
104]. In der Folge ergeben sich zusatzlich zu den eigentlichen Symptomen der
Krebserkrankung schwere Thrombosen oder auch Blutungen, die die Lebensqualitat
der Patienten weiter beeintrachtigen [58]. Es wird vermutet, dal} dies zumindest zum
Teil auf Effekte zurickzuflhren ist, die rezeptorvermittelt durch das Thrombin
hervorgerufen werden, in diesem Fall sind Thrombin-Konzentrationen ausreichend,
die weit unterhalb derer liegen, die zur Gerinnung von Fibrinogen notwendig
sind [57].
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Die derzeitige Behandlung beschrankt sich wegen der Komplexitat der
Zusammenhange auf die Bekampfung der Symptome, d. h. auf entsprechende
Gaben an Antikoagulantien bzw. Fibrinolyse-Hemmern [105]. Dabei hat sich gezeigt,
dal} diese Beziehung zwischen Thrombose und Krebs zum Teil einen symbiotischen
Charakter hat, da einige Tumore auf Therapien mit Gerinnungsinhibitoren
ansprechen [57]. Diese Erfahrungen lassen sich teilweise therapeutisch nutzen,
indem sich das Tumorwachstum durch gerinnungshemmende Medikamente
eindammen [aRt. Teilweise flhrt eine solche Medikation jedoch zu Komplikationen

[106], was die Therapierung derart betroffener Patienten noch schwieriger macht.
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3 Zusammenfassung der Arbeit

Neben den , klassischen® Substraten der Matrix Metalloproteinasen, also den
Bestandteilen der Extrazellularen Matrix, kommen seit einiger Zeit auch
Blutplasmaproteine in Frage. Inzwischen konnten MMPs auch in der Blutbahn bzw. in
unmittelbarem Kontakt zu dieser nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten verschiedene, durch MMPs induzierte Spaltungen von Blutplasmaproteinen
naher untersucht werden, um letztlich ihre physiologische Relevanz abschatzen zu

konnen.

Die Aktivierung des Prothrombins durch die MT1-MMP (MMP-14) konnte bereits
durch anschlielliende Spaltung des synthetischen Thrombin-Substrates S-2238 von
mir gezeigt werden [107]. Spaltung und Aktivierung sollten nun naher charakterisiert
werden. Es ergab sich die Frage, ob bei dieser Aktivierung ahnliche oder sogar die
gleichen Intermediate wie bei der in vivo Aktivierung durch den Prothrombinase-
Komplex gebildet werden und ob diese auch eine entsprechende Aktivitdt gegen
makromolekulare Substrate aufweisen. Bei der Suche nach dem aktiven Fragment
zeigte das durch die MT1-MMP und auch MMP-12 in vitro generierte Thrombin eine
proteolytische Aktivitat nicht nur gegen das chromogene Substrat S-2238, sondern

auch gegen makromolekulare Substrate.

Im Verlauf der Arbeit konnten mehrere Spezies mit einer amidolytischen Aktivitat
gegenuber dem synthetischen Substrat identifiziert werden. Zum groften Teil handelt
es sich hierbei um Intermediate, wie sie auch bei der Aktivierung in vivo auftreten.
Die Separierung der einzelnen Fragmente gelang mittels HPLC-lonenaustausch-
Chromatographie (TSK-SP), gefolgt von ,Reversed Phase“-HPLC an einer C4g-Saule

mit polarem ,Endcapping®.

Durch N-terminale Aminosaure-Sequenzierung konnte festgestellt werden, dal® die
Spaltung des Prothrombins durch die MT1-MMP und die sich daraus ergebende
Aktivierung letztlich das o-Thrombin generiert, also dieselbe Spezies, die in vivo
durch den Faktor X bzw. den Prothrombinase-Komplex gebildet wird. Weiterhin

wurde auch die Aktivierung des Prothrombins durch die MMP-12 naher untersucht,
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hierbei  konnten mittels N-terminaler Aminosaure-Sequenzierung weitere

Aktivierungsprodukte identifiziert werden.

Weiterhin konnte die Degradierung des Hagemann Faktors durch die MMP-12, die
MMP-13 und die MT1-MMP charakterisiert werden. Anders als bei der MMP-
induzierten Aktivierung des Prothrombins handelt es sich hierbei um einen Abbau,
also eine irreversible Inaktivierung. Die N-terminale Aminosaure-Sequenzierung der
entstehenden Fragmente ergab, dal} der normale Aminoterminus der B-Kette des
Faktors Xlla (V**-V-G-G-) durch jede der untersuchten MMPs entfernt wird. Da
dessen Vorhandensein erst die Ausbildung einer spezifischen Salzbricke unter
Aktivierung ermoglicht und somit fir die katalytische Aktivitat essentiell ist, wurde
nach seiner Abspaltung keine Aktivitat mehr nachgewiesen. Eine Aktivierung des
latenten Hagemann Faktors durch seinen naturlichen Aktivator Kallikrein ist damit

ebenfalls nicht mehr moglich.

Zum Nachweis der physiologischen Relevanz der gezeigten Aktivierung von
Prothrombin durch MMPs wurden immunhistologische Untersuchungen an
Gewebeschnitten von Krebspatienten durchgefuhrt. Mit Hilfe einer Immun-
Doppelfarbung von MT1-MMP und Fibrin konnte eine deutliche Korrelation zwischen
der Prasenz der MT1-MMP an der Oberflache von Tumorzellen und der Ausbildung

von Fibrin-Ablagerungen um Tumornester herum gezeigt werden.

Basierend auf der Proteolyse von Fibrinogen durch die MMP-8, die MMP-12, die
MMP-13 und MT1-MMP wurde die Gerinnbarkeit von MMP-degradiertem Fibrinogen
nach der Methode von Clauss untersucht. Es zeigte sich, dal® durch die Abspaltung
von Fibrinpolymerisationsstellen eine erhebliche Beeintrachtigung der Gerinnung

erfolgt, und zwar bei allen untersuchten MMPs in vergleichbarem Ausmal.
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4 Materialien und Gerate

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien

Acrylamid

APS

BPB

BSA

EDTA

Glycin

Harnstoff
-Mercaptoethanol
SDS

TEMED

Tris

Roth, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Mldnchen

Sigma, Mlnchen

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Waldeck, Munster

Bei allen anderen verwendeten Chemikalien handelt es sich um Produkte der Firma

Merck (Darmstadt) in p. a. Qualitat.

4.1.2 Enzyme

cdMMP-8
cdMT1-MMP
cdMMP-12
cdMMP-13

Dipl. Chem. A. Henke, Universitat Bielefeld
Dr. M. Roderfeld, Universitat Bielefeld

Dr. A. Kocourek, Universitat Bielefeld

Dr. A. Oberpichler, Universitat Bielefeld

In der Arbeit wurden ausschliellich die katalytischen Doméanen der oben genannten

MMPs verwendet. Zur besseren Ubersicht wurde im Text nicht zwischen

katalytischer Domane und Gesamtenzym differenziert.

4.1.3 Antikorper

Kaninchen-anti-MT1-MMP (polyklonal)

Kaninchen-anti-Fibrin (polyklonal)

Maus-Anti-a-Thrombin (monoklonal)

Dr. Q. X. A. Sang, Tallahassee,
Florida
DAKO GmbH, Hamburg

Green Mountain Antibodies, Vermont
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Ziege-Anti-Kaninchen 1gG (AP-Konjugat) Sigma, Minchen
Ziege-Anti-Maus IgG (Peroxidase-Konjugat) Sigma, Munchen

Ziege-Anti-Maus IgG (AP-Konjugat) Sigma, Mlinchen

4.1.4 Substrate

oy-Proteinase-Inhibitor
Fibrinogen (95 % gerinnbar)
Hagemann-Faktor

Kallikrein

Prothrombin

Thrombin

DNP-Peptid

S-2238

Sigma, Midnchen

Sigma, Mldnchen

ICN Biochemicals GmbH, Eschwege
Sigma, Mldnchen

ICN Biochemicals GmbH, Eschwege
Sigma, Mlnchen

Bachem, Heidelberg

Hamochrom Diagnostika, Essen

4.1.5 Reagenzien fur Gerinnungstests

Thrombin (90 NIH/mL)
Owren’s Buffer (pH 7,35)

4.1.6 Standards

HMW-Marker
LMW-Marker

“Prestained” Marker

4.1.7 Verbrauchsmaterialien
Blotpapier
PVDF-Membran

4.2 Gerate

Blotapparatur

Elektrophorese-Apparatur

Dade®, Florida (USA)
Dade®, Florida (USA)

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg
Amersham Biosciences GmbH, Freiburg

Sigma, Mldnchen

Schleicher & Schiill, Dassel
Millipore, Bedford (USA)

Biometra Fast Blot, Biometra, Goéttingen

Eigenbau, Universitat Bielefeld
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HPLC-Anlage

HPLC-Schreiber

Imaging System

Kamera

Kugelkoagulometer

Netzgerat

pH-Meter

Photometer

Proteinsequenzer

Roéntgenfilm Entwicklungsmaschine

Ultraschallbad

Vortex

Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifuge

Merck Hitachi LaChrome
UV-Detektor L-7400

Pumpe L-7100
Fraktionseinheit Marathon
Chrom Jet Integrator

Spectra Physics Analytical
Biophotonics Bp-MX/ITI7x2
MWG-Biotech, Ebersberg
Nikon F-801

Nikon CoolPix 995

Amelung Modul 17

KC 10 Kugelkoagulometer

CR 10 Rechner und Drucker
Amelung GmbH, Lemgo

LKB 3371 B

LKB AG, Bromma (Schweden)
PHM 62 Standard pH-Meter
Radiometer, Kopenhagen
Pharmacia UltroSpec 4000
Pharmacia, Freiburg
modularer Gasphasensequenzer
mit PTH-online Identifizierung,
Knauer, Berlin

Optimax Typ TR,

MS Laborgerate, Wiesloch
Bransonic 221

Branson Ultraschall GmbH, Heusenstamm
Vortex Genie

Bender & Hobein GmbH, Mldnchen
Millipore-Q Filtrationsanlage
Millipore, Neu Isenburg
Biofuge A

Heraeus, Hanau
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5 Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wird als Ldsungsmittel bidestilliertes Wasser

verwendet.

5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gelelektrophoresen werden in einer festen, elektrisch neutralen Gelmatrix (meist
Polyacrylamid) durchgefihrt, die aufgrund ihrer Kapillarstruktur wie ein den
Trennprozeld unterstutzendes Molekularsieb  wirkt. Die Wanderung von
Makromolekllen wird daher verlangsamt oder sogar vollig blockiert, wahrend
niedermolekulare Substanzen schneller durch die Gelmatrix wandern kénnen.

Im Fall der SDS-PAGE wird die individuelle Proteinladung durch einen Uberschufd an
Natriumdodecylsulfat (SDS) nahezu vollig maskiert. Das negativ geladene Detergenz
lagert sich mit seiner aliphatischen Seitenkette in einem konstanten
Gewichtsverhaltnis an die hydrophoben Regionen der Proteine an. Die
elektrophoretische Beweglichkeit der erhaltenen Polyanionen, die beim Anlegen
eines elektrischen Feldes zur Anode wandern, hangt nun allein von der Grolde des
Molekuls und der PorengrofRe der dreidimensionalen Gelmatrix ab und ist in erster

Naherung eine logarithmische Funktion des Molekulargewichts [108].

5.1.1 Herstellung der PAA-Gele

Die Gelmatrix wird durch die radikalische Polymerisation des monomeren Acrylamids
und N,N’-Methylen-Bisacrylamid, einem Quervernetzer, aufgebaut. Die Porengroiie
ist Uber einen weiten Bereich variabel und kann Uber die Acrylamidkonzentration und
den Vernetzungsgrad gesteuert werden. Ammoniumpersulfat (APS) dient als
Radikalstarter und initiiert die Acrylamidpolymerisation.

Zur Herstellung einer 10 %igen Polyacrylamidmischung werden 6,0 mL Gelpuffer und
3,0 mL einer 30 %igen Acrylamidlosung gemischt und die Polymerisation durch

Zugabe von 150 uL einer einer 30 %igen APS-LOsung initiiert.

Acrylamidlésung: 30 % (w/v) Acrylamid

0,8% (w/v) N,N"-Methylen-Bisacrylamid
Gelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 9,4

0,4 % (w/v) SDS

0,23 % (w/v) TEMED
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Elektrodenpuffer: 25 mM Tris/Glycin, pH 8,6
0,1 % (w/v) SDS

Die Polymerisationsmischung wird zwischen die daflir vorbereiteten Glasplatten
gegeben und mit einer Schablone fur die Probentaschen versehen [109]. Nach dem

Ausharten des Gels kdnnen die Proben aufgegeben werden [110].

5.1.2 Probenvorbereitung und Elektrophorese

15 uL einer flussigen, proteinhaltigen Probe werden mit 3 uL Lammli-Puffer versetzt.
Jeweils 15 puL der so erhaltenen Probel6sung werden in die einzelnen Geltaschen
pipettiert .

Zusatzlich zu den Proben wird ein Proteinstandard aufgetragen (10 pL bei
vorgesehener ,Coomassie-Blue“-Farbung, 1,5 uL bei anschlielender Silberfarbung),
um die Molekulargewichte der verwendeten Proteine bestimmen zu kdnnen. In
Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die verschiedenen Komponenten der beiden
gebrauchlichsten Proteinstandards in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht

dargestellt.

M, [kDa] Protein

94 Phosphorylase B
67 Rinderserumalbumin
43 Ovalbumin
30 Carboanhydrase
20.1 Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
14.4 a-Lactalbumin
Tabelle 3:  LMW-Standard.

FUr die Western Blot-Analyse empfiehlt sich die Verwendung eines Markers mit
bereits gefarbten Proteinen. Dieser bietet den Vorteil, da® die Blotmembran nicht
zerschnitten werden mul3 und die separate Farbung mit ,Coomassie-Blue® entfallt.
Da jedoch die Protein-Farbstoff Konjugate ein anderes Laufverhalten als die nativen
Proteine zeigen, mussen zur Zuordnung der Molekulargewichte die scheinbaren, mit
einem normalen Marker ermittelten Molekulargewichte der jeweiligen Proteine

verwendet werden. Diese finden sich auf der jeweiligen Chargenverpackung.
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M, [kDa] |Protein (nativ)
180 az-Makroglobulin
116 B-Galaktosidase

84 Fructose-6-Phosphat Kinase
58 Pyruvat-Kinase
48,5 Fumarase

36,5 Laktat-Dehydrogenase

26,6 Triosephophat-Isomerase

Tabelle 4: Komponenten des vorgefarbten Standards MWM-105A. Die angegebenen Massen stellen die tatsachlichen
Molekulargewichte dar. Aufgrund eines durch die Farbung bedingten anderen Laufverhaltens sind die
scheinbaren Molekulargewichte auf der jeweiligen Chargenpackung vermerkt.

Die Elektrophorese wird durch Anlegen einer konstanten Stromstarke von 35 mA
durchgefuhrt. Sie ist beendet, wenn die Bromphenolblaufront den unteren Gelrand

erreicht hat.

Lammli-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 6,8
1 % (w/v) SDS
8 M Harnstoff
25 mM NaCl
1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,5 % (w/v) BPB

5.1.3 Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Nach der Elektrophorese ist die Detektion der Proteine im Gel notwendig. Der
Nachweis erfolgt entweder in situ im Gel mit histochemischen Farbetechniken
(,Coomassie-Blue“-, Zink- oder Silberfarbung) oder nach Transfer auf eine PVDF-
Membran mit Hilfe immunologischer Methoden [109].

Mit Hilfe des Farbereagenzes ,Coomassie-Blue” sind Proteinmengen von 0,3 bis
2,0 ug Protein pro Bande nachweisbar. Die Silber- und die Zinkfarbung sind deutlich
empfindlicher (5 bis 30 ng Protein pro Bande) und eignen sich daher zur Analyse von

Proteinen, die in hoher Verdunnung vorliegen.
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Coomassiefarbung

Das Polyacrylamidgel wird fur die Dauer von 30 Minuten in ,Coomassie-Blue®-
Lésung gegeben und anschlielRend in Fixierldosung entfarbt, bis die Proteinbanden
deutlich zu erkennen sind.

Coomassie-Blue: 0,1 % ,Coomassie-Blue® in Fixierlosung

Zinkfarbung

Bei der Detektion der aufgetrennten Proteinmischungen mit Hilfe der Imidazol-SDS-
Zink-Farbung handelt es sich um ein sogenanntes ,reversed staining“ [111]. Hierbei
erfolgt eine Ausfallung von Zink-Salzen in der gesamten Gel-Matrix mit Ausnahme
der Stellen, an denen sich Protein befindet.

Hierzu wird das Gel nach der SDS-PAGE zunachst fur 30 bis 60 Sekunden mit
Wasser gespult und anschlieRend in Imidazol-Losung fur 10 Minuten inkubiert. Nach
Verwerfen der Losung und Spulen mit Zinksulfat-Losung fur 30 bis 40 Sekunden wird
der Hintergrund des Gels weil}, so dal’ die Protein-Banden transparent bleiben und

dadurch sichtbar werden.

Imidazol-Lésung 200 mM Imidazol
0,1 % (w/v) SDS
Zinksulfat-Lésung 200 mM ZnSO4'7 H,O

Silberfarbung

Das Polyacrylamidgel wird zunachst 20 Minuten lang in Fixierldsung inkubiert, bevor
man es in Bidest mit einer Spatelspitze Farmer's Reducer schuttelt. Nach einer
Minute wird das auf diese Weise reduzierte Gel bis zur volligen Entfarbung in
bidestilliertem Wasser gewaschen (3 x 10 min) und anschliellend 25 Minuten in
Silbernitratldsung inkubiert. Nicht komplexierte Ag*-lonen werden durch Waschen mit
bidestilliertem Wasser entfernt. Zur pH-Wert-Anderung wird noch zweimal 30 s mit
walriger Natriumcarbonatlésung behandelt. Nach Zugabe von 75 uL 37 %iger
Formaldehydl6sung erfolgt die Reduktion der Silberionen. Die Reaktion wird nach
dem Entwickeln der Proteinbanden mit 10 %iger Essigsaure abgestoppt. Das Gel

kann dann in 10 %iger Essigsaure gelagert werden [112, 113].
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Fixierlosung: Wasser/EtOH/AcOH (5/5/1 viviv)
Farmer’s Reducer: 100 mM NazS203'5 H,O

30 mM Ks[Fe(CN)g]
Silbernitratiésung: 1,0 % (w/v) AgNO3

Natriumcarbonatldsung: 2,5 % (w/v) Na,CO3

5.1.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (DISK-Gel)

Dieses Verfahren zur Probenauftrennung bietet den Vorteil einer scharferen
Auflosung. Durch ein diskontinuierliches Gelsystem werden die Probenbestandteile
vor der eigentlichen Separierung in einem Gel mit niedrigerer Dichte (,Sammelgel,
5 % Acrylamid) und niedrigerem pH (pH = 6,8) gesammelt [114].

Die entsprechende Trenngellésung (pH = 9,4) wird hergestellt und bis etwa zwei
Zentimeter unterhalb des oberen Randes der zusammengesetzten Gelplatten
eingefullt und wahrend der Aushartungsphase mit Isopropanol Uberschichtet. Nach
dem Ausharten wird das Isopropanol entfernt. Das Trenngel wird mit der
Sammelgellésung Uberschichtet, und die Schablone fiur die Probentaschen wird
eingesetzt. Nach dem Ausharten erfolgt die unter 5.1.2 und nachfolgend

beschriebene Handhabung der Proben bzw. des Gels.

5.2 Elektroblotting

Bei dieser Methode werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine
spezielle Tragermembran (PVDF-Membran) Ubertragen, um dort mit Hilfe einer
spezifischen Antigen-Antikérper-Reaktion immunologisch nachgewiesen oder durch
Edman-Aminosaure-Sequenzierung analysiert zu werden [115].

Zunachst werden die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Danach erfolgt die
elektrophoretische Elution im Semi-Dry-Verfahren. Hierzu wird zunachst die PVDF-
Membran 5 min in Ethanol, beziehungsweise die Filterpapiere in Blotpuffer, inkubiert
und dann ein Sandwich aus Gel, immobilisierender Tragermembran und
Filterpapieren zwischen zwei Graphitelektroden angeordnet.

Bei einer Stromstarke von 150 mA werden die Proteine in 45 Minuten auf die
Membran uUbertragen.

Nach Beendigung des Transfers kann die Membran dann entweder einer

immunochemischen Farbung unterworfen werden (Western Blot), oder die einzelnen
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Banden werden nach ,Coomassie-Blue“-Farbung aus der Membran ausgeschnitten

und nach dem Edman-Verfahren sequenziert.

Blotpuffer: 50 mM Borsaure/NaOH, pH 9,0
20 % (v/v) Ethanol

5.3 Western Blot

Der spezifische Protein-Nachweis per Erkennung durch Antikdrper wird unmittelbar
nach Abschluld des Elektroblottings (siehe 5.2) durchgefliihrt [116].

Hierzu wird die Membran zunachst mit dem ,Primarantikorper® inkubiert, der das
nachzuweisende Protein erkennt. Im Anschlul3 erfolgt der immunochemische
Nachweis. Der hier verwendete Antikorper erkennt zum einen den eingesetzten
.Primarantikdrper und ist zum anderen an ein Enzym fur den chemischen Nachweis

gekoppelt.

5.3.1 NBT/BCIP-Farbung

Die Detektion wird mittels enzymkatalysierter Farbreaktion zwischen 5-Brom-4-chlor-
3-indoyl-phosphat (BCIP) und Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) durchgefuhrt.

Zur Absattigung der Membran wird 30 Minuten bei RT mit 40 mL Blockierldsung
inkubiert. Anschlielend werden 10 uL der Antikdrperldsung zugegeben und zwei
Stunden inkubiert. Nichtgebundender Antikdrper wird durch dreimaliges Waschen mit
je 40 mL TBST-Puffer entfernt. Dann wird die PVDF-Membran eine Stunde mit 40 mL
Blockierlésung inkubiert, der 2 uL ,Sekundarantikbrper‘-Alkalische Phosphatase-
Konjugat zugesetzt wurden. AnschlieBend wird dreimal mit je 40 mL AP-Puffer
gewaschen. Fur die enzymatische Nachweisreaktion wird die BCIP/NBT-Farbeldsung
zugegeben und die Farbe unter Lichtausschluld3 bis zur gewlnschten Intensitat
entwickelt. Die Membran wird abschlieliend kurz mit bidestilliertem Wasser abgespiilt
und auf Filterpapier getrocknet. Danach kann die Membran unter Lichtausschlul®

aufbewahrt werden.

TBST-Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
500mM NaCl
5 % (w/v) Tween 20
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Blockierlosung: 2 % (w/v) BSA in TBST-Puffer

AP-Puffer: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NacCl
0,1 % (w/v) MgCl,
NBT-L6sung: 5 % (w/v)in 70 % (v/v) DMF
BCIP-L6sung: 2,5 % (w/v) in DMF
Farbelbsung: 100 uL NBT-Lésung

100 pL BCIP-LAsung in 40 mL AP-Puffer

5.3.2 ECL-Farbung

Nachdem die Proteine mittels Elektroblotting auf die Membran transferiert wurden,
erfolgt die Inkubation der Membran in Blockierlosung fur 2 h bei RT. Im Anschluf3 an
eine Verdinnung um den Faktor 1000 in PBST-Puffer (1:1000) kann der
LPrimarantikorper® direkt zugegeben werden. Nach einstundiger Inkubation wird drei
mal mit PBST-Puffer gewaschen (4, 5 und 6 min.). Dann wird 2 h bei RT mit
~>ekundarantikorper® (Peroxidase-konjugiert) inkubiert und im Anschlu® 5 mal (6, 8,
10, 12 und 14 min.) mit PBST-Puffer gewaschen. Zur enzymatischen Detektion wird
zunachst 90 s mit ECL-L6sung im Dunkeln inkubiert und die Membran nach
Abstreifen der Losung in einer Belichtungskassette fixiert. Nach der Belichtung des
Films folgt die maschinelle Entwicklung und die Ubertragung der Markerbanden auf

den Film mit Hilfe eines Faserschreibers.

Blot-Puffer: 25 mM Tris / Glycin, pH 9,3
0,0375 % (w/v) SDS
0,01 % (w/v) NaN3
20 % (v/v) MeOH
PBST-Puffer: 75 mM NayHPO4:12 H,0, pH 7,0
150 mM NaCl
0,02 % (w/v) KCI
0,02 % (w/v) KH2PO4
0,1 % (w/v) Tween 20
Blockierlosung: 20 g/L BSA in PBST-Puffer

ECL-L6sung: Amersham Biosciences 2-Komponenten ECL System
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5.4 Automatisierte Aminosaure-Sequenzierung nach Edman

Bei dieser Methode handelt es sich um ein automatisiertes Verfahren zur Ermittlung
von aminoterminalen Sequenzen in Proteinen. Im Sequenziergerat erfolgt ein
schrittweiser Abbau der Aminosaurekette vom N-Terminus her [117, 118].
AnschlieRend erfolgt eine Abtrennung des Restes durch RP-HPLC und
Identifizierung durch photometrische Untersuchung des Eluates. Mit dem Verfahren
konnen abhangig von Probenmenge und -reinheit Teilsequenzen von bis zu 50
Aminosaureresten bestimmt werden.

Die Numerierung der Aminosauren erfolgt gemaf der SWISS-PROT Datenbank.

5.5 Blockierung von Disulfidbriicken

Zur Reduktion der Cysteine wird die entsprechende Probe zunachst mit Tris-Puffer
1:1 verdinnt und dann flr eine Stunde mit Dithioerythrol (DTE) bei Raumtemperatur
inkubiert (1:20). AnschlieBend versetzt man mit Jodacetamid (1:20), um die
reduzierten Cysteine durch Inkubation bei Raumtemperatur innerhalb von einer
Stunde zu acetylieren. Nach 5-minutiger Zentrifugation bei 13000 rpm kdnnen die
Proben direkt auf die HPLC aufgegeben werden [119, 120].

Tris-Puffer: 2 M Tris

DTE-L6sung: 10 % (w/v) DTE
Jodacetamid-Losung: 6 % (w/v) Jodacetamid
5.6 HPLC

Der Begriff ,HPLC® als Abkurzung fur ,high pressure liquid chromatography” wurde in
den ersten Jahren dieser Methode gepragt, um auf die hohen angelegten Drucke zu
verweisen, die von anderen FlUssigkeits-Chromatographien nicht bekannt waren.
Inzwischen bezeichnet die Abklirzung ,HPLC® jedoch den Ausdruck ,high
performance liquid chromatography®, um der hohen Trennleistung dieser
Flussigkeits-Chromatographie Rechnung zu tragen [121]. Die Uberlegene Effizienz
gegenuber anderen Flussigkeits-Chromatographiearten ergibt sich durch die engen
Querschnitte der Apparatur und die aullerordentlich kleinen Partikel des
Saulenmaterials. Bei der HPLC kommen alle Kombinationen von mobiler und

stationarer Phase in Frage, die von anderen Chromatographien mit flussiger mobiler
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Phase bereits bekannt sind, so gibt es auch hier lonenaustausch-Chromatographie,
Gelfiltration, usw. Eine besondere Bedeutung kommt dabei der ,reversed-phase®-
Methode zu, die in ihrer Effizienz unUbertroffen ist und kein Gegenstiick bei den

klassischen Chromatographien besitzt.

5.6.1 ,reversed-phase“-HPLC (RP-HPLC)

Diese chromatographische Methode ist in der Lage, Proteine und deren Fragmente
mit aulerordentlich hoher Effizienz aufzutrennen. Die Auftrennung erfolgt hierbei
durch Phasen, die in ihrer Polaritat vertauscht sind (,reversed phase®). Das heift,
dal} die stationdre Phase einen unpolaren Charakter besitzt, die mobile dagegen
einen polaren [122]. Als Saule kamen eine WP-RP-Cs-, eine WP-RP-Cg- und eine

Phenomenex aqua-RP-C4g-Saule zum Einsatz.

Das Probengemisch wird im walrigen (polaren) Puffer A auf die Saule injiziert und
zunachst an die stationare (unpolare) Phase gebunden. Durch fortwahrendes
Zumischen von Puffer B wird der Charakter der mobilen Phase zunehmend
unpolarer, so dal} die einzelnen Probenbestandteile in Abhangigkeit von ihrer
Polaritdt nacheinander von der Saule eluieren (Gradientenelution). Da die
Elutionsrate der einzelnen Komponenten von ihrer Hydrophobizitat abhangt, missen
die Elutionsbedingungen (Gradient, Dauer) bei jeder Anwendung optimiert werden.

Die Fraktionierung der jeweiligen Peptidfragmente erfolgt automatisch.

Puffer A: 0,1 % (v/v) TFA in tridestilliertem Wasser
Puffer B: 0,1 % (viv) TFA
80 % CH3CN (v/v) in tridestilliertem Wasser

Gradient: Zeit [min] | % B
0,0 0
5,0 0
55,0/ 100
60,0/ 100

65,0 0
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Zur Uberprifung der Auftrennung werden die Fraktionen im SDS-Polyacrylamidgel
analysiert (Silberfarbung, siehe 5.1.3).

5.6.2 lonenaustausch-HPLC

Bei dieser Anwendung kam die Sulfopropyl-Gruppe als starker Kationenaustauscher
zum Einsatz, immobilisiert auf einer TSK-Gel-Matrix. Nach Aufbringen der Probe in
einem sauren Phosphat-Puffer (Puffer A) wird in einer Gradientenelution mittels pH-
Wert-Erhdhung bei gleichzeitiger Erhdhung der Salzkonzentration (Zugabe von
Puffer B) eine schrittweise Ablosung der einzelnen Komponenten von der Saule

erreicht.

Puffer A: 50 mM NaH>PO41 H,O

pH 3,0
Puffer B: 50 mM Na,HPO4:2 H-0,
250 mM NaCl
pH 8,8
Gradient: Zeit[min] | % B
0,0 0
5,0 0
25,0 15
30,0 15
30,1 100
37,0 100
38,0 0

5.7 Renaturierung von prozessiertem und aufgereinigtem Prothrombin

Nach Aufreinigung der Proteinprobe tGber RP-HPLC wird zunachst das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt und der Rickstand in einem schwach sauren Phosphat-Puffer
wieder aufgenommen. Nach 30- bis 60-minutiger Inkubation bei RT steht das native

Protein zur Verfigung.
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Phosphat-Puffer: 70 mM NayHPOy,
30 mM NaH2PO4'1 H20,
150 mM NacCl,
0,05 % (w/v) NaN3
pH 6,3

5.8 Reaktionsansatze zur Spaltung von potentiellen Substraten der MMPs

Die jeweiligen Proben werden in einem Tris-Puffer mit Hilfe eines Wasserbades bei
37 °C inkubiert. Soweit nicht anders angegeben, erfolgt der Abbruch der

Proteolysereaktion durch Zugabe eines EDTA/Lammli-Puffergemisches (1:1).

Tris-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM NacCl
5 mM CaCl,
0,001 % (w/v) ZnCl,
EDTA/Lammli-Puffer: 2 Teile Lammli-Puffer (siehe 5.1.2)
1 Teil EDTA-L6sung, (200 mM)

Das Ergebnis der Spaltreaktion wird im SDS-Gel oder durch Elektroblotting Uberpraft
(siehe 5.1).

Die Identifizierung von Degradationsprodukten erfolgt durch automatisierten Edman-
Abbau (siehe 5.4).

Entstandene Fragmente werden durch RP-HPLC (siehe 5.5) getrennt.

5.9 Bestimmung der MMP-Aktivitat durch den DNP-Peptid-Test

Bei dem DNP-Peptid handelt es sich um ein synthetisches Oktapeptid, das am N-
Terminus einen Dinitrophenylrest besitzt: DNP-P-Q-G-I-A-G-Q-"R-COOH. Infolge der
durch Matrixine katalysierten Spaltung der G-I Bindung wird ein Tripeptid generiert,
das aufgrund seines unpolaren Charakters mit organischen Losungsmitteln extrahiert
werden kann. Aus der photometrisch bei 366 nm ermittelten Menge des extrahierten

Tripeptids kann auf die Enzymaktivitat rickgeschlossen werden [123].
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Hierzu wird ein entsprechendes Volumen an Enzymlésung mit Tris-Puffer auf 100 pL
aufgefullt und mit 100 uL DNP-Peptidlésung bei 37 °C fur 30 min inkubiert und dann
mit 500 yL 1 N HCI abgestoppt. Der Ansatz wird anschlieBend mit 1,6 mL

Ethylacetat/n-Butanol extrahiert und flr zwei Minuten bei 1800 g zentrifugiert.

DNP-Peptid-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

5 mM CaCl,

0,02 % (w/v) BSA

0,02 % (w/v) NaN3
DNP-Peptid-Substrat: 0,5 mM in DNP-Peptid-Puffer
Extraktionsmittel: 1 Teil Ethylacetat

0,15 Teile n-Butanol

5.10 Bestimmung der Thrombin-Aktivitat durch das chromogene Substrat
S-2238

Zu 40 pL eines Reaktionsansatzes nach Abschnitt 5.8 werden 240 uL einer S-2238
Lésung (250 puM) in Tris-Puffer gegeben [21]. Die Umwandlung des Substrats kann

durch Messung der Extinktionsanderung bei 405 nm verfolgt werden.

Tris-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8
150 mM NacCl
20 mM Na,EDTA-2H,0

5.11 Funktionelle Fibrinogen-Bestimmung nach Clauss

Die zu untersuchende Fibrinogen-Probe wird durch einen groRen Uberschul an
Thrombin zur Gerinnung gebracht. Da die Gerinnungszeit nun im wesentlichen von
der Fibrinogen-Konzentration abhangig ist, kann durch Messung der Zeitdauer
zwischen Thrombin-Zugabe und Gerinnungsendpunkt auf die Konzentration an
funktionellem Fibrinogen ruckgeschlossen werden [124]. Die Berechnung des
Fibrinogengehaltes erfolgt auf Basis einer zuvor erstellten Eichkurve. Alle Ergebnisse

werden durch Doppelbestimmung ermittelt.
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Der prinzipielle Aufbau einer Mel3einheit des verwendeten Kugelkoagulometers ist in
Abbildung 15 dargestellt.

/ Rotationsachse
Reaktionsgef&l
_~ Aluminium- B

pblock
Aluminiumblock

Spule Reaktions-

— geféB

Stahlkugel

Motor Stahlkugel
Rotationsachse

Abbildung 15: Prinzipieller Aufbau einer MeBeinheit des Kugelkoagulometers.
A: Querschnitt durch die MeReinheit
B: Blick entlang der Rotationsachse

Zur Durchfihrung eines Gerinnungstests werden 200 yL der Probenlésung
(Verdinnung 1:9 mit Owren’s Buffer) in das rotierende Reaktionsgefall des
Kugelkoagulometers pipettiert und dort fur 3 Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Durch
anschliefende Zugabe von 200 uyL Thrombinlésung (90 NIH-Units/mL) wird die
Gerinnung initiiert. Beim Einsetzen der Gerinnung wird eine sich im Reaktionsgefal®
befindliche Stahlkugel vom entstehenden Thrombus fixiert. Um das rotierende
Reaktionsgefall ist eine stromdurchflossene Spule angeordnet. Aufgrund der
Lageanderung der Stahlkugel wird eine magnetische Induktion in der Spule mefRbar

und dadurch der Zeitpunkt der Gerinnung bestimmt.
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6 Ergebnisse

6.1 Spaltung von Blutplasmaproteinen durch Matrix Metalloproteinasen

In der letzten Zeit sind einige Plasmaproteine als nicht-klassische Substrate der
MMPs beschrieben worden [98-100, 125]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die
Spaltungen von verschiedenen Proteinen aus dem Blutplasma naher charakterisiert

werden.

6.1.1 Spaltung von Faktor Xll (Hagemann-Faktor)

Bei der Kontaktaktivierung wird der Hagemann-Faktor durch seinen naturlichen
Aktivator, das Kallikrein, an bis zu drei Stellen proteolysiert (siehe 2.7). Zur
Uberpriifung, ob es sich beim Faktor XII der Blutgerinnungskaskade um ein Substrat
fur die zur Verfligung stehenden Matrixine handelt, wurden jeweils 0,21 nmol Faktor
XII mit einer entsprechenden Menge an Enzym (siehe Legende Abbildung 16) flr die
Dauer von 90 Minuten bei 37 °C inkubiert (Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:20). Nach
Beendigung der Spaltungsreaktionen durch Zugabe von EDTA/Lammli-Puffer wurden
die Proben mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die einzelnen

Proteinfragmente durch Silberfarbung sichtbar gemacht.
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Abbildung 16: SDS-PAGE-Gel zur Spaltung von Faktor XIl.
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahn 2: Reaktionsansatz Faktor XII mit 0,23 yg cdMMP-12 nach 2h bei 37 °C
Bahn 3: Reaktionsansatz Faktor XII mit 0,21 yg cdMMP-13 nach 2h bei 37 °C
Bahn 4: Reaktionsansatz Faktor XII mit 0,22 pyg cdMT1-MMP nach 2h bei 37 °C
Bahn 5: Faktor XllI, unprozessiert, nach 2 h Inkubation bei 37 °C
Die Analyse der mit Buchstaben gekennzeichneten Banden ist in Tabelle 5 gezeigt.
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Das Gel in Abbildung 16 zeigt den Abbau von Faktor XII durch die katalytischen
Domanen der MMP-12, der MMP-13 und der MT1-MMP. Dabei werden in allen drei
Fallen Bruchstlcke mit einer GroRe von 45 kDa generiert. Darlber hinaus fallen bei
allen Matrixinen unterschiedliche Bruchstucke im Bereich von 20 bis 33 kDa an.
Ferner wird mit Hilfe der Kontrollen einwandfrei dargestellt, dal3 wahrend einer 90-
minutigen Inkubation des Substrates keine Autoprozessierung erfolgt, und die
Degradation von Faktor Xll daher nur durch die proteolytische Aktivitat der
entsprechenden MMP erfolgt. Im Falle der MT1-MMP induzierten Degradation konnte
der N-Terminus der 30 kDa Bande (H, Abbildung 16) als L*""-V-A-L-R-G- identifiziert
werden, die 33 kDa Bande (G) besitzt die aminoterminale Sequenz L*'-T-R-N-G-P-.

MASSE ERMITTELTER
BANDE SPALTUNG DURCH
[kDa] N-TERMINUS
A 45 H?°-K-Y-K-A-E-E-H-T- MMP-12
B 44 Y3 _K-A-E-E-H-T-V- MMP-12
C 45 H?°-K-Y-K-A-E-E-H-T- MMP-13
D 43 \/%4-K-D-H-C-S-K- MMP-13
E 45 - MT1-MMP
F 30 L3 _-T-R-N-G-P-L- MMP-12
G 33 L3 -T-R-N-G-P-L- MT1-MMP
H 30 L3 V-A-L-R-G- MT1-MMP
| 30 L3 V-A-L-R-G- MMP-13
J 30 L3 -V-A-L-R-G- MMP-12
K 20 L38_R-G-A-H-P-Y- MMP-13

Tabelle 5: Auflistung der bei der MMP-induzierten Degradation des Hagemann Faktors entstehenden Fragmente.

Eine Spaltung des Hagemann Faktors durch die MMP-12 und MMP-13 konnte

dariber hinaus in Zusammenarbeit mit Kocourek und Oberpichler gezeigt werden
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[126-128]. Bei der MMP-12 induzierten Spaltung konnten der 45 kDa grof3en Bande
(A) der N-Terminus H?°-K-Y-K-A-E-E-H-T- und der 44 kDa Bande (B) Y*'-K-A-E-E-H-
T-V zugeordnet werden. Zusatzlich konnten die Anfangssequenzen der 30 kDa
Banden ,F* und ,J“ (L*'-T-R-N-G-P-L- und L*"-V-A-L-R-G-), sowie der 20 kDa
Bande ,K* (L*°-R-G-A-H-P-Y-) identifiziert werden. Eine Sequenzanalyse der durch
die MMP-13 generierten Fragmente des Faktor Xl ergab ebenfalls den Rest L*" als
N-Terminus des 30 kDa groRen Fragments (I). Ferner konnten die Spaltstellen E?%-
H? (C) und K*-v** (D) fiir die MMP-13 identifiziert werden. Aus den sich ergebenden
Spaltungsmustern der Prozessierungen von Faktor XII  (Abbildung 17) und
Prothrombin (Abbildung 21, Seite 65) durch die MT1-MMP und die MMP-12 a3t sich

eine bevorzugte Spaltung vor Leucin- bzw. Isoleucin-Resten erkennen.
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Abbildung 17: Vergleich der Faktor XIl Spaltstellen.
Dargestellt ist die Ahnlichkeit der durch durch Kallikrein bzw. durch die bezeichneten MMPs hervorgerufenen
Degradation von Faktor XIl. Die Spaltung von Faktor XII durch Kallikrein fUhrt zur Aktivierung des Hagemann
Faktors, wohingegen der Abbau durch MMPs zu einem Verlust des katalytischen Potentials fiihrt.
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Ein Vergleich der durch die verschiedenen Proteasen erzeugten Spaltstellen ergab,
daR eine groRe Ahnlichkeit im Bereich der N-Termini von leichter und schwerer Kette
besteht. Speziell die durch alle drei MMPs hervorgerufene Spaltstelle vor L*7, die nur
vier Aminosaure-Reste nach der nativen, durch das Kallikrein erzeugten Spaltstelle
liegt, lield eine mogliche Aktivierung des Hagemann Faktors durch diese MMPs
vermuten. Aufgrund dieser Beobachtung wurden die verschieden Reaktionsansatze

einem Aktivitatstest unterzogen.

Hierzu wurde das chromogene Substrat S-2302 eingesetzt, welches in diesem Test
spezifisch nur durch den aktiven Hagemann Faktor gespalten werden kann. Durch
die Spaltung wird p-Nitroanilin freigesetzt, welches photometrisch bei 405 nm
nachweisbar ist. Zur Messung der Aktivitat wurden zunachst 50 pyL Faktor XII-Losung
(285 nmol) und 5 yL MMP-L0Osung (40 nmol) vermischt und die Reaktion nach einer
Inkubationsdauer von 45 bzw. 90 Minuten durch Zugabe von 1 uL Batimastat-Losung
(2 mmol) abgestopt. Nach funfminttiger Inkubationsdauer wurden 50 pL eines jeden
Ansatzes mit 100 uyL S-2302-Lésung (2 mM) vermischt und im ELISA-Reader
analysiert. Die Extinktionsmessungen wurden im 2-Minuten Takt als
Doppelbestimmung bei 405 nm (Referenz: 490 nm) durchgefuhrt (Abbildung 18).

Neben den eigentlichen Test-Ansatzen mit jeweiliger MMP, Hagemann Faktor und
chromogenem Substrat in Test-Puffer (Vorinkubation von Faktor Xl mit MMP Uber
45 () und 90 (») Minuten bei 37 °C) wurden entprechende Kontrollansatze
hergestellt, um falsch positive Ergebnisse ausschlie®en zu kdnnen. Diese
beinhalteten zeitabhangige Extinktionsmessungen der Subtratidbsung mit Assay
Puffer allein (¢), mit Batimastat (¢) und dem entsprechenden Matrixin (). Darliber
hinaus wurde die Probe des Hagemann Faktors selbst nach O (m), 45 (=) und 90 (m)
Minuten Inkubation bei 37 °C auf eine madgliche Aktivitat gegen das synthetische

Substrat getestet.

Wie aus Abbildung 18 klar zu erkennen ist, weist bereits die eingesetzte Losung des
Hagemann Faktors selbst eine geringe Aktivitat gegenuber dem chromogenen
Substrat auf, d. h. die Lésung enthielt bereits geringe Mengen an aktivem Faktor XII.
Vorversuche haben gezeigt, dal} der verwendete Hagemann-Faktor durch seinen in

vivo Aktivator, das Kallikrein, aktiviert werden konnte.



Ergebnisse 60

Die schon vorher in der Losung vorhandene Aktivitat bleibt Uber die Gesamtdauer
des Tests konstant und ist unabhangig von einer vorhergehenden Inkubation der
Faktor Xl Lésung bei 37 °C. Wird mit einer der betrachteten MMPs vorinkubiert, so
fallt die melRbare Aktivitdt gegenlber S-2302 deutlich geringer aus, und zwar in

direkter Abhangigkeit von der Dauer der Vorinkubation mit der MMP.
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Abbildung 18: Aktivitdtstest zur Ermittlung einer potentiellen Aktivierung des Hagemann Faktors durch MMPs.
Alle Punkte wurden durch Doppelbestimmung ermittelt.
Legende: Aktivitat des Faktor XII nach Inkubation mit MMPs fiir 45 (- ) und 90 (£.) Minuten bei
37 °C. Kontrollen: Faktor XIl nach O (H), 45 (M) und 90 (M) Minuten Inkubation bei 37 °C;
Test-Puffer (®@); Batimastat (®) und MMP (@)

Die Messungen ergaben eindeutig, dal} eine Aktivierung des Faktor XII durch die hier
untersuchten MMPs nicht maoglich ist, vielmehr wird aktiver Faktor Xlla durch diese
MMPs inaktiviert. Weiterfihrende Untersuchungen haben gezeigt, dal} die durch
MMPs gespaltene latente Form des Hagemann-Faktors nicht mehr durch seinen

naturlichen Aktivator, das Kallikrein, aktiviert werden kann.

6.1.2 Spaltung von Faktor Il (Prothrombin) durch die MT1-MMP

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Prothrombin als Substrat der MT1-MMP
identifiziert werden. Zur Darstellung der Prozessierung des Prothrombins durch die
katalytische Domane der MT1-MMP wurde ein Reaktionsansatz von 1,5 nmol
Prothrombin und 0,24 nmol cdMT1-MMP bei 37 °C inkubiert (Enzym/Substrat-

Verhaltnis 1:7). Nach dem Beenden der Proteolysereaktion durch Zugabe von
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EDTA/Lammli-Puffer zu den enthommenen Proben wurden die Fragmente mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung sichtbar gemacht. Wie in Abbildung
19 gezeigt, ist schon bei der ersten Probenentnahme nach zwei Minuten eine Bande
mit einer GroRBe von etwa 50 kDa deutlich sichtbar. Im Verlauf der Inkubation
entwickeln sich weitere Banden bei 10, 11, 22, 32, 34, 36 und 45 kDa.
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Abbildung 19: PAA-Gel des zeitabhdngigen Abbaus von Prothrombin durch die cdMT1-MMP.
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahn 2-8: Reaktionsansatz nach 2, 4, 8, 15, 30, 60 und 120 min Inkubation bei 37 °C
Bahn 9: Prothrombin nach 120 min bei 37 °C (Kontrolle)
Bahn 10: cdMT1-MMP nach 120 min Inkubation bei 37 °C (Kontrolle)

Durch N-terminale Sequenzierung nach Edman wurden die verschiedenen
Fragmente des Prothrombin-Abbaus identifiziert. Die Ergebnisse der Sequenz-
Analysen sind in Tabelle 6 zusammengestellt. Aus der Analyse der generierten

Banden liel3 sich keine bevorzugte Reihenfolge der Spaltungen erkennen.

Fir die Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von 70 (Abbildung 19, Bande A),
45 (C) und 32 kDa (1) wurde der bekannte Aminoterminus des Prothrombins
identifiziert. Die 70 kDa Bande entspricht dabei dem unprozessierten Prothrombin.
Die Banden bei 32 und 45 kDa zeigen Fragmente an, die durch Abspaltung eines C-
terminalen Bruchstiickes vom Prothrombin entstanden sind. Die Sequenz S'%°-E-G-
S-S-V-N-L- konnte bei insgesamt vier verschiedenen Banden (B, D, H, K) ermittelt
werden. Die kleineren konnten somit durch sukzessive Abspaltung C-terminaler

Fragmente von dem 50 kDa grof3en Bruchsttlick (B) entstehen.
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MASSE ERMITTELTER
BANDE ORT DER SPALTUNG
[kDa] N-TERMINUS
A 70 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor I1)
Aktivierungspeptid, ,Thrombin-
B 50 S'99_E-G-S-S-V-N-L- ISPep
Spaltstelle”
C 45 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor I1)
Aktivierungspeptid, , Thrombin-
D 36 S99 E-G-S-S-V-N-L- gspep
Spaltstelle”
E 36 G*P-R-T-A-T-S-E-Y- Aktivierungspeptid (Fragment 2)
F 36 T3 A-T-S-E-Y-Q-T ,Prothrombinase-Spaltstelle*
G 34 T3%8_F-G-S-G-E-A-D- , Thrombin-Spaltstelle*
Aktivierungspeptid, ,Thrombin-
H 32 S'99_E-G-S-S-V-N-L- ISPep
Spaltstelle”
| 32 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor I1)
J 22 |*38_E-K-1-S-M-L-E- B-Kette
Aktivierungspeptid, , Thrombin-
K 22 S'199.E-G-S-S-V- Jspep
Spaltstelle”
L 11 N°'%.V-G-K-G-Q-P-S-V-L- | B-Kette, ,Autolyseschleife” [142]
M 10 1°30.\/-E-R-P-V-C-K- B-Kette

Tabelle 6: Die ermittelten aminoterminalen Sequenzen der Fragmente des Prothrombin-Abbaus durch MT1-MMP.

Die Sequenz T*%-F-G-S- (G) ist bereits von der Aktivierung des Prothrombins in vivo
bekannt, dort kann durch das generierte a-Thrombin eine Spaltung an genau dieser
Stelle hervorgerufen werden. Ebenso ist die Sequenz T*'°-A-T-S-E-Y- (F) schon bei
der in vivo Aktivierung von Faktor Il durch den Prothrombinase-Komplex beschrieben
worden. Dort wird sie spezifisch durch Faktor Xa beziehungsweise durch den
Prothrombinase-Komplex generiert. Die Analyse der 36 kDa Bande ergab ferner die

Sequenz G*"*-R-T-A-T-S-E-Y (E), eine um zwei Aminosaurereste langere Kette als
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die spezifisch durch Faktor Xa erzeugte. Im Bereich von 10 (M) bzw. 11 kDa (L)
konnten zwei Sequenzen ermittelt werden, die eine Degradation im Bereich der
B-Kette des o-Thrombins anzeigen, eine dieser Spaltstellen liegt direkt in der
sogenannten Autolyseschleife, die andere in unmittelbarer Nachbarschaft dazu. Auch
die Sequenzierung der 22 kDa groRen Bande (1**®-E-K-1-S-M-L-E-, K) weist auf eine

Proteolyse innerhalb der B-Kette des Molekduls hin.

6.1.3 Spaltung von Faktor Il (Prothrombin) durch die MMP-12
Es konnte gezeigt werden, da® neben der MT1-MMP auch die MMP-12 in der Lage

ist, das Prothrombin durch Prozessierung zu aktivieren (siehe 6.2, Seite 67). Zum
Nachweis einer moglichen Prozessierung wurde zunachst ein Reaktionsansatz aus
1,5 nmol Prothrombin und 0,14 nmol MMP-12 hergestellt (Enzym/Substrat-
Verhaltnis 1:11), aus dem zu bestimmten Zeitpunkten Proben entnommen und durch
EDTA/Lammli-Puffer die Reaktionen abgestoppt wurden. AnschlieRend konnte die
MMP-12 induzierte Prothrombin-Fragmentierung im PAA-Gel durch Silberfarbung
analysiert werden (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: PAA-Gel des zeitabhidngigen Abbaus von Prothrombin durch die MMP-12.
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahnen 2-8: Reaktionsansatz nach 0, 5, 15, 30, 60, 120 und 240 min Inkubation bei 37 °C

In Abbildung 20 erkennt man deutlich den Abbau von Faktor Il unter schneller
Bildung kleinerer Fragmente mit einer Gréfke von 50, 42, 39, 36, 32 und 30 kDa. Im

Laufe der Inkubation treten zusatzlich weitere kleinere Banden auf, wahrend die
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Prothrombin-Bande vollig verschwindet. Ebenso wie beim Prothrombin-Abbau durch
die MT1-MMP lal3t sich auch bei der entsprechenden Degradierung durch die

MMP-12 keine zeitliche Bevorzugung einzelner Spaltungen erkennen.

Nach SDS-Gelelektrophorese wurden durch Elektroblotting und anschliellende N-
terminale Aminosaure-Sequenzierung nach Edman verschiedene Fragmente des

Prothrombins identifiziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestelit.

BANDE MASSE =RMITTELTER ORT DER SPALTUNG
[kDa] N-TERMINUS
A 70 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor I1)
B 50 519 E_G.S.S.V-N.L. Aktivierungspeptid, , Thrombin-
Spaltstelle”
C 42 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor II)
D 39 L2"0-E-Q-A-V-P- Aktivierungspeptid
E 32 A*-N-T-F-L-E-E-V-R- (N-Terminus Faktor I1)
F 30 1*64.V-E-G-S-D-A- N-Terminus B-Kette
G 11 N°'4-V-G-K-G-Q-P-S-V-L- | B-Kette, ,Autolyseschleife” [142]
H 10 1°%0.V-E-R-P-V-C-K- B-Kette
Tabelle 7: Die ermittelten aminoterminalen Sequenzen der Fragmente des Prothrombin-Abbaus durch die MMP-12.

Die aminoterminale Sequenz der Banden mit einem Molekulargewicht von 70
(Abbildung 20, Bande A), 42 (C) und 32 kDa (E) entsprechen der des N-Terminus
des unprozessierten Prothrombins. Die Sequenz S'%°-E-G-S-S-V-N-L- der 50 kDa
Bande (B) konnte ebenso wie bei der MT1-MMP induzierten Aktivierung ermittelt
werden. Die Sequenzierung der 39 kDa Bande (D) ergab die Sequenz L?'°-E-Q-A-V-.
Dies zeigt eine um elf Aminosaurereste zum C-Terminus verschobene Spaltung
bezuglich der ,Thrombin-Spaltstelle®. Im Bereich von 10 (H) bzw. 11 kDa (G) konnten
wiederum zwei Sequenzen ermittelt werden, die eine Degradation im Bereich der B-

Kette des a-Thrombins anzeigen, wie sie schon bei der Degradierung durch die MT1-
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MMP gefunden wurde (siehe 6.1.2). Die Sequenzierung der 30 kDa gro3en Bande
(F) ergab den fiir die Aktivitat des Thrombins essentiellen N-Terminus (1***-V-E-G-S-
D-A-) der B-Kette.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen von MMP-12 und MT1-MMP induzierter

Aktivierung des Prothrombins sind in Abbildung 21 schematisch zusammengefalit.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Prozessierung von Prothrombin durch die MT1-MMP und die MMP-12.
Der mit ,Aktivierungsstelle“ bezeichnete Rest markiert den fir die katalytische Aktivitat essentiellen
Aminoterminus.

6.1.4 Spaltung von Fibrinogen durch MMPs
Die Katabolisierung von Fibrinogen durch die MT1-MMP und die MMP-8 konnte

bereits friiher von mir gezeigt werden [107], in Zusammenarbeit mit Oberpichler [128]
und Kocourek [127] konnte die Degradation von Fibrinogen auch durch die MMP-13
und die MMP-12 festgestellt werden. Eine Sequenzanalyse der entstandenen
Peptidfragmente wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen, da diese
bereits bekannt waren [107, 127, 128].
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Um die Degradation des Fibrinogens durch diese Matrixine naher zu
charakterisieren, wurde zur Ermittlung der Gerinnbarkeit des prozessierten
Fibrinogens eine Funktionsbestimmung nach Clauss durchgefuhrt. Hierzu wurden in
Abhangigkeit von der Zeit aus einem bei 37 °C inkubierten Reaktionsansatz
(Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:40) Proben von 204 pL Volumen entnommen und die
Spaltung des Substrates mittels Zugabe von 1,0 yg (4,8 nmol) Batimastat
abgestoppt. Diese Proben enthielten jeweils 1.03 mg, = 3,97 nmol Fibrinogen und 2,0
bis 2,2 yg, = 0,1 nmol MMP. Durch die Bestimmung des Endpunktes der Gerinnung
konnte die Menge an funktionellem Fibrinogen in Abhangigkeit von der Reaktionszeit
ermittelt werden. Die graphische Darstellung der gemessenen Fibrinogen-

Konzentrationen ist in Abbildung 22 zu sehen.

Die Ergebnisse weisen auf eine deutliche Abnahme des gerinnbaren Fibrinogens mit
der Zeit hin. Dies wird durch die erhebliche Beeintrachtigung der Gerinnung

verdeutlicht.
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Abbildung 22: Zeitliche Abnahme der Gerinnbarkeit von Fibrinogen nach vorheriger Inkubation mit MMP-8, MMP-12,
MMP-13 und MT1-MMP. Die MeRpunkte wurden durch Doppelbestimmung ermittelt.

Die Abbildung 22 zeigt eindeutig, dal® bereits nach wenigen Minuten eine Abnahme
der Gerinnbarkeit und damit der Konzentration an funktionellem Fibrinogen auf zwei

Drittel des ursprunglichen Wertes erfolgt ist.
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6.2 Aktivierung von Prothrombin

Aus den dargestellten Ergebnissen ergab sich die Frage, welches der bei der
Verdauung von Prothrombin durch die MT1-MMP bzw MMP-12 enstandenen
Degradationsprodukte fur die Thrombin-spezifische Aktivitat verantwortlich ist. Um
eine potentielle Aktivitat der einzelnen Abbauprodukte einer solchen Spaltung zu
bestimmen, wurde zunachst nicht flir jeden einzelnen Bestandteil eine eigene
Aufreinigungsstrategie entwickelt. Vielmehr wurden die einzelnen Komponenten
mittels SDS-Page aufgetrennt und dann die einzelnen Banden durch Zink-Farbung
entwickelt (siehe Abbildung 23). Dieses analytische Verfahren bietet den Vorteil einer
schnellen und unkomplizierten  grélRenabhangigen  Auftrennung  eines
Stoffgemisches, bei der die Proteine nicht in der Gelmatrix fixiert werden. Bei der
inversen Zink-Farbung, bei der die Proteinbanden klar bleiben und die restliche
Gelmatrix eine Trubung erfahrt, werden die Banden bei Seitenlicht gegen einen

dunklen Hintergrund sichtbar.
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Abbildung 23: SDS-PAGE der Proteolyse von Faktor Il durch die MT1-MMP (Zinkfarbung). Der Reaktionsansatz enthielt
1,5 nmol Prothrombin und 0,24 nmol cdMT1-MMP und wurde 60 min bei 37 °C inkubiert (siehe auch 6.1.2).
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahn 2: Reaktionsansatz nach 60 min bei 37 °C.

Die Banden wurden ausgeschnitten und einem Aktivitatstest gegen das synthetische
Substrat S-2238 unterzogen. Dieser Messung der proteolytischen Aktivitat ging eine
Aufbereitung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine in Anlehnung an die

Methode von Hardy und Santana voraus [111].
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Hierzu wurde zunachst das SDS durch Waschen mit Triton X-100 haltigem
Phosphatpuffer aus dem jeweils untersuchten Gelstlick entfernt. Anschliel3end
erfolgte eine Renaturierung des Proteins im Gel durch Inkubation mit Phosphatpuffer.
Die Messung der Aktivitat gegenltber S-2238 konnte nach einstlindiger Inkubation
bei 37 °C durchgefuhrt werden (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Untersuchung der Aktivitat der durch die MT1-MMP generierten Prothrombin Fragmente gegen S-2238.
Aufgetragen sind die durch Doppelbestimmung ermittelten OD-Werte, die nach der Inkubation der einzelnen
Banden mit dem Substrat in der entnommenen Reaktionsldsung gemessen werden konnten. Der hochste in der
MeRreihe ermittelte OD-Wert wurde gleich 100% gesetzt.

Bei dem durch die MT1-MMP aktivierten Prothrombin zeigte sich, dal® die schon in
der Mischung beobachtete Aktivitat maRgeblich auf das 50 kDa grole Fragment
zurtckzufihren ist (vergleiche Abbildung 24). Prothrombin, das ohne Zugabe von
MT1-MMP Uber diesen Zeitraum inkubiert wird, zeigt hingegen keine Aktivitat
gegenuber dem chromogenen Substrat S-2238.

Bei gleicher Versuchsdurchfihrung mit durch die MMP-12 aktiviertem Prothrombin
(siehe Abbildung 25) geht die in der Inkubationsmischung beobachtbare Aktivitat
gegen das synthetische Substrat zwar zum groReren Teil auf das 34 kDa grole
Fragment zurlck, aber auch die 50 kDa grof3e Bande verfugt Uber ein grof3es
Potential, das S-2238 zu spalten. Ebenso wie bei der Aktivierung durch die MT1-
MMP zeigte sich auch hier eine geringe Aktivitat bei 70 kDa, die beim unbehandelten

Prothrombin nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 25: Untersuchung der Aktivitat der durch die MMP-12 generierten Prothrombin Fragmente gegen S-2238.
Aufgetragen sind die durch Doppelbestimmung ermittelten OD-Werte, die nach der Inkubation der einzelnen
Banden mit dem Substrat in der entnommenen Reaktionsldsung gemessen werden konnten. Der héchste in der
MeRreihe ermittelte OD-Wert wurde gleich 100% gesetzt.

6.3 Auftrennung der Prothrombin-Fragmente

Das durch MT1-MMP bzw. MMP-12 aktivierte Prothrombin sollte zur weiteren

Charakterisierung aufgereinigt werden.

Zur Trennung der bei einer Aktivierung durch die MT1-MMP entstehenden
Fragmente wurde eine Zwei-Schritt-Aufreinigungsstrategie entwickelt. Im ersten
Schritt wurde das Reaktionsgemisch nach Ende der Inkubationsdauer direkt auf eine
HPLC-Saule mit starkem lonentauscher aufgebracht. Abbildung 26 A zeigt das
Elutionsprofil dieser Auftrennung an einer TSK-SP-Saule, bei der N-terminale
Fragmente des Prothrombins aus der Mischung entfernt werden konnten (Signal bei
24 Minuten). N-terminale Aminosaure-Sequenzierungen der Fraktionsbestandteile
ergaben, dal® nur die Elemente des Signals bei 37 Minuten eine amidolytische
Aktivitat gegenuber dem Thrombin-spezifischen Substrat S-2238 aufweisen konnen,
da nur sie den fiir die Aktivitat erforderlichen N-Terminus I°**-V-E-G-S-D-A enthalten.

Entsprechende Aktivitatstests bestatigten dies (nicht gezeigt).
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Abbildung 26: A: HPLC-Chromatogramm zur Trennung von Prothrombin-Fragmenten an TSK-SP. Nach dem Ende der
Spaltung durch MT1-MMP wurde die Probe direkt auf die Saule aufgetragen und die Elution mittels Gradienten
gestartet (siehe auch 5.6.2).
B: SDS-PAGE zur Analyse der HPLC-Signale.
Bahn 1: LMW-Marker
Bahn 2: Fraktion nach 24,0 Minuten
Bahn 3: Fraktion nach 37,0 Minuten

Der N-Terminus des Hauptbestandteils des Signals bei 24 Minuten (Abbildung 26 B:
Bahn 2) konnte als A**-N-T-F-L-E-E- identifiziert werden. Da es sich hierbei um den
Aminoterminus des unprozessierten Prothrombins handelt, ist in diesem 30 kDa

Fragment der das aktive Zentrum tragende Teil nicht mehr vorhanden.

Nach Vereinigen und Lyophilisieren wurden die relevanten Fraktionen aus der
lonenaustausch-Chromatographie (Abbildung 26 A: Signal bei 37 Minuten, B:
Bahn 3) zur weiteren Aufarbeitung per RP-HPLC aufgetrennt. Die gesammelten
Fraktionen konnten nach Trocknen im Vakuum (Speedvac) salzfrei erhalten werden.

Abbildung 27 zeigt das entstprechende Chromatogramm.

Bei dieser ,reversed phase“-Aufreinigung an einer Csg-aquaSaule (Abbildung 27 A)
konnte mit einer Retentionszeit von 43 Minuten ein 50 kDa grof3es Fragment erhalten
werden (Abbildung 27 B: Bahn 5), das ebenso wie das Thrombin eine Aktivitat gegen
das chromogene Substrat S-2238 besitzt (siehe Abbildung 25). Die N-terminale
Aminosaure-Sequenzierung dieses Fragments ergab die Thrombin-Spaltstelle mit
der Sequenz S'%°-E-G-S-S-V- (siehe Abbildung 7, Seite 22).
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Abbildung 27: A: HPLC Chromatogramm der Auftrennung von Prothrombin-Fragmenten nach Spaltung durch MT1-
MMP-an C,s-aqua. Die vereinigten Fraktionen aus der lonenaustausch-Chromatographie wurden nach
Lyophilsierung und Rekonstitution in Puffer A aufgetrennt.
B: SDS-PAGE zur Analyse der HPLC-Signale.
Bahn 1: LMW-Marker
Bahn 2: Fraktion nach 9,5 Minuten
Bahn 3: Fraktion nach 39,5 Minuten
Bahn 4: Fraktion nach 42 Minuten
Bahn 5: Fraktion nach 43 Minuten.

Die Aufreinigungsstrategie wurde gezielt in dieser Reihenfolge (HPLC an TSK-SP vor
Cig-aqua) angelegt, da das Fehlen von Salz in der durch RP-HPLC aufgearbeiteten
Probe eine wesentliche Erleichterung bei den Renaturierungsversuchen darstellte.
Die Probe kann direkt im Puffer der Wahl aufgenommen werden, eine Dialyse zur
Umpufferung entfallt, zudem kann die Konzentration der zu erstellenden Ldsung

direkt durch die zugegebene Puffermenge eingestellt werden.

Sowohl die MMP-12 als auch die MT1-MMP sind in der Lage, das Prothrombin zu
aktivieren, jedoch gibt es offensichtlich Unterschiede in der Effizienz. Das Spektrum
der in Mischung vorhandenen Bestandteile unterscheidet sich deshalb derart, daf} im
Falle der MMP-12 induzierten Aktivierung auf eine erste Trennung an TSK-SP
verzichtet werden kann. Nach direktem Aufbringen der Probe auf die ,reversed
phase“-Saule kann eine Auftrennung gemal® dem Chromatogramm in Abbildung 28

erhalten werden.
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramm zur Auftrennung von Prothrombin-Fragmenten nach Spaltung durch
MMP-12 an Czaqua. Die markierten Peaks zeigen die im SDS-Gel analysierten Fraktionen an.

Nach Lyophilisierung der Fraktionen wurden diese in Lammli-Puffer aufgenommen

und mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: SDS-Gel zur Analyse der HPLC-Signale aus Abbildung 28.

Bahn 1: LMW-Marker

Bahn 2: Fraktion nach 36,82 Minuten
Bahn 3: Fraktion nach 36,82 Minuten
Bahn 4: Fraktion nach 37,42 Minuten
Bahn 5: Fraktion nach 38,12 Minuten.
Bahn 6: Fraktion nach 39,13 Minuten
Bahn 7: Fraktion nach 41,40 Minuten
Bahn 8: Fraktion nach 42,85 Minuten
Bahn 9: Fraktion nach 46,07 Minuten
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6.4 Renaturierung von prozessiertem und aufgereinigtem Prothrombin

Da bei der RP-HPLC Methode unter stark denaturierenden Bedingungen gearbeitet
wird, ist zur Charakterisierung der Prothrombin-Fragmente eine Renaturierung des
Proteins erforderlich. Zur erfolgreichen Wiederherstellung der Aktivitat von
Fragmenten des MMP-prozessiertem Prothrombins hat sich nach entsprechenden
Testreihnen ein schwach saurer Phosphatpuffer (pH 6,3) als bestes Medium

herausgestellt.

6.5 Ermittlung des zeitlichen Verlaufs der Prothrombin-Aktivierung

Die kinetische Untersuchung der Prothrombin-Aktivierung ergab, daf® diese direkt
von der Menge an vorhandener MT1-MMP abhangt. Somit kann eine Aktivierung des
Prothrombins durch eventuelle Verunreinigungen in der aus humanem Blutplasma
isolierten Faktor |I-Probe ausgeschlossen werden. Abbildung 30 verdeutlicht diesen
Zusammenhang. Es laft sich deutlich erkennen, dal® eine grofiere Menge MT1-MMP
in der vorgegebenen Inkubationszeit in der Lage ist, entsprechend mehr Molekile
Prothrombin proteolytisch zu aktivieren. Dieses Ergebnis bestatigt noch einmal die
direkte Aktivierung des Prothrombins durch die MT1-MMP.

04
O 67.5ng cdMT1-MMP
- e 135 ng cdMT1-MMP

O 202.5ng cdMT1-MMP N
c 03 — e
(@) ® 270 ng cdMT1-MMP s
= A& -
Aé 4 337.5ng cdMT1-MMP A ﬁ/ f
= A 405 ng cdMT1-MMP T )
X 02 m

0.1

Zeit [min]

Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der S-2238 Spaltung durch aktiviertes Prothrombin in Abhéngigkeit von der MT1-MMP-
Konzentration. Prothrombin (9,0 pg) wurde dosisabhéngig durch verschiedene Mengen an MT1-MMP bei 37°C
fur 1 h aktiviert. Die Aktivierung wurde mit Hilfe des Thrombin-spezifischen Substrats S-2238 bei
Raumtemeratur beobachtet (Dreifachbestimmung).
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6.6 Weitergehende Charakterisierung des aktiven Prothrombin-Fragments

Frihere Arbeiten konnten eine Aktivierung von Prothrombin zeigen, bei der nur eine
partielle Degradierung durch Proteinasen, zum Beispiel durch verschiedene
Schlangengifte, erfolgte [21, 129]. Die in vitro generierte amidolytische Aktivitat von
derart prozessiertem Prothrombin richtet sich jedoch nur gegen niedermolekulare
Substrate, da die Spezifitdtstasche bei einer solchen unvollstandigen Aktivierung
teilweise noch verdeckt bleibt [22]. Daraus ergibt sich die Frage, ob die Aktivierung
durch Matrix Metalloproteinasen vollstandig ablauft, also auch makromolekulare
Substrate des a—Thrombins durch ein MMP-aktiviertes Fragment des Prothrombins

gespalten werden.

6.6.1 Spaltung von Fibrinogen durch MMP-aktiviertes Prothrombin

Bei den im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Aktivierungen durch die MMP-12 bzw.
die MT1-MMP ist neben der Spaltung von chromogenen, niedermolekularen
Substanzen durch einige Prothrombin-Fragmente auch eine proteolytische Aktivitat
gegenuber makromolekularen Substraten nachgewiesen worden: Es konnte gezeigt
werden, dal} die Aa- und die Bp-Kette des Fibrinogens durch Einwirkung von MMP-

aktiviertem Prothrombin verkurzt werden.

In Abbildung 31 ist der Abbau des Fibrinogens durch MMP-12- bzw. MT1-MMP-
aktiviertes Prothrombin gezeigt. Die entsprechende Grdlenreduktion der Banden fur

Aa- und Bp-Kette ist deutlich erkennbar, die y-Kette bleibt in ihrer GroRe konstant.

Eine aminoterminale Aminosaure-Sequenzierung zur Ermittlung der N-Termini der

verkurzten Aa- und Bp- Ketten ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.
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Abbildung 31: Darstellung des Fibrinogen-Abbaus durch MMP-12- und MT1-MMP- aktiviertes Prothrombin.
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahn 2: Unprozessiertes Fibrinogen nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C
Bahn 3: MMP-12 aktiviertes Prothrombin und Fibrinogen nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C
Bahn 4: MMP-12 aktiviertes Prothrombin nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C
Bahn 5: Unprozessiertes Fibrinogen nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C
Bahn 6: MT1-MMP aktiviertes Prothrombin und Fibrinogen nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C
Bahn 7: MT1-MMP-aktiviertes Prothrombin nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C

6.6.2 Nachweis der Prothrombin-Aktivierung mittels Western Blot

Zur Zeit gibt es genau einen kommerziell verfligbaren Antikérper (gma-020), dessen
Epitop in der B-Kette des a-Thrombins liegen soll. Dieser soll laut Hersteller nur das
aktive Thrombin erkennen, nicht jedoch dessen Vorlaufer, das Prothrombin. Da
genau dieser Bereich des Enzyms fur seine Aktivitat verantwortlich ist, kdnnte ein
Nachweis der B-Kette im Westernblot mit diesem spezifischen Antikorper als weiterer

Nachweis fur eine vollstandigen Aktivierung des Prothrombins angesehen werden.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dal} dieser Antikorper nicht die
Angaben des Herstellers erflllt, sondern auch das Prothrombin und Fragmente
davon erkennt. Im Western Blot ist eine gleichermalien starke Anfarbung von

Prothrombin und von a-Thrombin erkennbar (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Western Blot zum Nachweis einer volistandigen Aktivierung des Prothrombins.
Bahn 1: Sigma Molekulargewichtsmarker MWM-105A
Bahn 2: Thrombin (Kontrolle, nicht-reduzierende Bedingungen)
Bahn 3: Prothrombin (Kontrolle, nicht-reduzierende Bedingungen)
Bahn 4: aktiviertes Prothrombin (reduzierende Bedingungen)
Bahn 5: aktiviertes Prothrombin (nicht-reduzierende Bedingungen)

6.7 Nachweis der physiologischen Relevanz der Prothrombin-Aktivierung
durch MMPs

Eine Aktivierung des Prothrombins durch MMPs ist bisher nicht bekannt gewesen.
Aufgrund der wesentlichen Rolle, die die Matrixine beim Krebsgeschehen,
insbesondere bei Tumorwachstum und Metastasierung spielen, erschienen
histologische Untersuchungen an Tumorgewebe besonders interessant. Um direkte
Implikationen der MMPs bei der Ausbildung eines Fibringeristes um den Tumor
herum nachzuweisen, wurde eine Hybridfarbung durchgefihrt, bei der ein
Gewebeschnitt mit zwei verschieden Antikorpern untersucht wird. In diesem Fall
kamen ein Antikorper gegen die katalytische Domane der MT1-MMP und ein weiterer
gegen Fibrin zum Einsatz. Um eventuelle Kreuzreaktivitaten des anti-MT1-MMP-
Antikorpers gegen die katalytischen Domanen der anderen, strukturell eng
verwandten Matrix Metalloproteinasen ausschlieBen zu konnen, wurden alle

verfugbaren MMPs im Western Blot analysiert (siehe Abbildung 33).

Auf dem Blot ist die deutliche Anfarbung der cdMT1-MMP erkennbar, die anderen
Matrixine, cdMMP-8, MMP-9, cdMMP-12 und cdMMP-13, werden nicht detektiert.
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Abbildung 33: Western Blot zum Nachweis der Selektivitit des Antikorpers gegen die MT1-MMP.
Bahn 1: LMW-Marker
Bahn 2: cdMT1-MMP (500 ng).
Bahn 3: MMP-9 (1,4 ug).
Bahn 4: cdMMP-8 (500 ng).
Bahn 5: cdMMP-12 (500 ng).
Bahn 6: cdMMP-13 (500 ng).

Die immunhistochemische Untersuchung des Gewebeschnittes zeigt eine deutliche
Anfarbung der Oberflache der Tumorzellen mit Hilfe des Antikdrpers gegen die MT1-
MMP, sowie eine stark damit korrelierte Anfarbung des Fibrin-Gels um die Tumor-
Nester herum (siehe Abbildung 34).

MT1-MMP

Fibrin

Abbildung 34: Immunhistochemischer Nachweis von MT1-MMP (braune Farbung) auf der Oberflaiche von
Tumorzellen und von Fibrin (blauliche Farbung) im Stroma entlang der Nester von Tumorzellen.
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Die starkste Anfarbung zeigt sich dabei an der Grenzflache zwischen Tumor und
Wirt. Aufgrund des Fehlens eines Antikorpers gegen Thrombin, der ausschlieBlich
die aktiverte Form erkennt, wurde auf eine entsprechende Kombinationsfarbung

verzichtet.

6.8 Spaltungsversuche von weiteren Blutplasmaproteinen durch MMPs

Es wurden weiterhin Spaltungsversuche mit Kallikrein (Fletcher-Faktor) und
a-Thrombin (Faktor lla) als Substrat durchgeflhrt. Eine proteolytische Aktivitat
konnte jedoch bei keiner der eingesetzten MMPs, d. h. MMP-8, MMP-12, MMP-13

und MT1-MMP, nachgewiesen werden.

Hierbei ist als besonders interessant zu bewerten, dal} weder die MMP-12 (siehe
Abbildung 35 A), noch die MT1-MMP (siehe Abbildung 35 B) in der Lage waren, das
o-Thrombin zu proteolysieren, wahrend die Proteolyse des a-Thrombin-Vorlaufers,
also des Prothrombins, durch diese beiden Matrix Metalloproteinasen in dieser Arbeit

einwandfrei gezeigt werden konnte.

M, [kDa]

670 | BN

43,0 .
30,0 “

§ e

Abbildung 35: SDS-PAGE-Analyse nach Einwirkung von A) MMP-12 bzw. B) MT1-MMP auf o-Thrombin.
Bahn 1: LMW-Proteinstandard
Bahn 2: MMP-12 und a-Thrombin nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C (Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:2)
Bahn 3: Unprozessiertes a-Thrombin (0,2 nmol) nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C
Bahn 4: MMP-12 (0,1 nmol) nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C
Bahn 5: MT1-MMP (0,1 nmol) ohne Inkubation bei 37 °C
Bahn 6: MT1-MMP (0,1 nmol) nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C
Bahn 7: Unprozessiertes a-Thrombin (0,6 nmol) ohne Inkubation bei 37 °C
Bahn 8: Unprozessiertes a-Thrombin (0,6 nmol) nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C
Bahn 9: MT1-MMP und a-Thrombin nach 2 Stunden Inkubation bei 37 °C (Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:6)
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7 Diskussion

Die Matrix Metalloproteinasen sind die klassischen Abbauenzyme der Extrazellularen
Matrix. Eben diese Eigenschaft hat dieser Enzymfamilie ihren Namen eingebracht
[88, 130]. Inzwischen mehren sich jedoch Erkenntnisse, dal® den MMPs auch andere
Proteine neben den ECM-Komponenten als Substrate zur Verfugung stehen [85,
131, 132].

Die Blutgerinnung wird bereits seit Jahrzehnten intensiv erforscht. Trotzdem lassen
sich auch heute immer wieder neue Erkenntnisse Uber diesen Prozel} gewinnen.
Speziell im Bereich der Regulation ist auch weiterhin mit der Aufdeckung neuer

Zusammenhange zu rechnen [13].

Den Matrix Metalloproteinasen, die in dem bisher bekannten Kaskadenmodell der
Blutgerinnung keine Funktion haben, konnte dabei zukunftig eine besondere Rolle
zukommen. Die MMPs konnten zum Einen in der Blutbahn selbst [125, 133], zum
Anderen auch im unmittelbaren Kontakt zur Blutbahn nachgewiesen werden [98,
134]. AuRerdem wurde bereits bei einigen Matrixinen gezeigt, dal} sie in der Lage

sind, Blutplasmaproteine zu spalten [125, 135-137].

In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die MMPs einen signifikanten
Einflud auf die Blutgerinnung haben konnten. Dieser Einfluld konnte sowohl bei der
Aktivierung von Zymogenen, als auch bei einer Inaktivierung von Proteinen,
beziehungsweise von proteolytischen Enzymen der Gerinnungskaskade eine Rolle
spielen. Dartber hinaus ist auch eine Proteolyse von Blutplasmaproteinen aul3erhalb
der Blutbahn denkbar, da viele dieser Proteine nach Extravasation auch aul3erhalb
des Blutkreislaufes gefunden werden. Hierbei sei auf die Fibrin-Matrix um Tumore
herum verwiesen, die extravasal durch Thrombin-katalysierte Prozessierung von
Fibrinogen ensteht [83, 138].

In der hier vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Blutplasmaproteine, die an der
Blutgerinnung beteiligt sind, daraufhin untersucht, ob sie durch Matrixine prozessiert
werden. Im Falle einer nachweisbaren Spaltung als Substrate wurde eine

Identifizierung der Spaltstellen durch Edman-Abbau angestrebt.
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7.1 Inaktivierung von Faktor Xll (Hagemann-Faktor)

Die Prozessierung des Hagemann-Faktors (Faktor Xl der Blutgerinnungskaskade)
durch ein Mitglied der Matrixin-Familie war bisher nicht in der Literatur bekannt. Erst
im Rahmen dieser Arbeit konnte in Zusammenarbeit mit Oberpichler und Kocourek
eine Degradierung von Faktor Xll durch die MMP-12, MMP-13 und MT1-MMP
festgestellt werden [107, 127, 128]. Die Peptidbindung G*"®-L*’ konnte fiir alle drei
untersuchten MMPs als gemeinsame Spaltstelle identifiziert werden.

Ein Vergleich zwischen der durch Kallikrein in vivo und den untersuchten MMPs in
vitro erzeugten Spaltungen ist in Abbildung 36 schematisch dargestellt. Dabei fallt
auf, dal} alle drei MMPs eine erhebliche Selektivitat in Bezug auf die Spaltung von

_L377

Faktor Xl aufweisen. So spalten alle drei Enzyme an der Stelle G*® , aulRerdem

spalten MMP-12 und MT1-MMP an der Stelle $**°-L3*",

Kallikrein
20 354 363 373 615
fallt weg fallt weg
B-Faktor p-Faktor
schwere Kette leichte Kette
S-S
MT1-MMP
MT1-MMP MMP-12
B MMP-12 MMP-13
20 351 377 615
fallt weg
S-S

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Spaltung von Faktor XII, A) durch Kallikrein und B) durch MMPs.
Die Spaltstellen sind durch Pfeile angedeutet.

Der Vergleich der N-terminalen Sequenzen zwischen mit der in vivo erzeugten
Protease (B-Faktor Xlla) und dem bei der Proteolyse der G*"°-L3""-Peptidbindung
entstehenden 30 kDa grof3en Proteinfragment lie} zunachst vermuten, dald hier

moglicherweise eine dem p-Faktor Xlla vergleichbare enzymatische Aktivitat
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auftreten kdnnte. Die das katalytisch aktive Zentrum tragende B-Kette des B-Faktor
Xlla stimmte annahernd mit dem durch die verschiedenen Matrixine erzeugten
Fragment (L*"" bis S®'°) iberein (B-Faktor-B-Kette: V** bis S°'°, siehe Abbildung 36).
Das in vitro erzeugte 30 kDa Proteinfragment war im Vergleich zum in vivo erzeugten
lediglich am N-Terminus um vier Aminosauren verkirzt. Das durch MMP-12
beziehungsweise MT1-MMP induzierte Spaltung der Peptidbindung S3%-L3
generierte Proteinfragment (33 kDa) besal am N-Terminus groe Ahnlichkeit mit der
A-Kette des B-Faktors (N*** bis L*%%). Die durch die MT1-MMP generierte 45 kDa
Bande (siehe Abbildung 16) konnte zwar nicht durch N-terminale Aminosaure-
Sequenzierung charakterisiert werden, allerdings legte ein Vergleich der
Fragmentierungsmuster nahe, dall es sich um den Aminoterminus des

unprozessierten Hagemann Faktors handeln mulf}.

Die Frage nach einer moglichen Aktivierung von Faktor XII durch Matrix
Metalloproteinasen ist insofern von besonderem Interesse, als es sich beim
Hagemann-Faktor um das Schlisselenzym des intrinsischen Pfades der
plasmatischen Blutgerinnung handelt. Die Folge einer solchen potentiellen
Aktivierung ware in der Gerinnungskaskade aufgrund der kaskadenartigen
Verstarkung von Zymogenaktivierungen eine erhohte Neigung zur Thrombose. Zur
Klarung dieser Fragestellung wurde in einem Assay untersucht, ob durch die
betrachteten MMPs eine Aktivierung des Hagemann-Faktors induziert werden kann.
Eine Amidolyse des synthetischen Substrates S-2302 kann in diesem Assay nur
spezifisch durch Faktor Xlla erfolgen. Die Untersuchungen ergaben, daf} die latente
Form des Hagemann-Faktors durch keine dieser MMPs aktiviert werden konnte
(siehe 6.1.1). Vielmehr lie® sich das so durch eine Matrix Metalloproteinase
prozessierte Proenzym nicht mehr durch seinen nativen Aktivator, das Kallikrein,
aktivieren. Weiterhin besal} der eingesetzte Faktor XII von vornherein eine geringe
Aktivitat gegenuber dem S-2302, d. h. die Probe enthielt bereits in Spuren den
aktiven Faktor Xlla. Diese spezifische, wenn auch geringe, Aktivitdt gegentuber dem
synthetischen Substrat wurde durch Inkubation mit den betrachteten Matrixinen
sogar noch verringert. Die eingesetzten MMPs sind also in der Lage, den Hagemann-
Faktor sowohl in latenter als auch in aktiver Form so zu proteolysieren, daf® er nicht

mehr aktiv ist bzw. aktiviert werden kann.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schlu® zu, dall zur Stabilisierung des
aktiven Zentrums, und damit letzlich auch zur Generierung von proteolytischer
Aktivitat, die Ausbildung einer spezifischen Salzbricke notwendig ist, die sich ebenso
wie bei den bereits durch Rontgenstrukturanalyse charakterisierten Serinproteinasen
Trypsin und Thrombin zwischen dem nativ generierten N-Terminus der aktiven Kette
und einem Aspartat befinden. Bei diesem Aspartatrest, der selbst nicht Teil der
katalytischen Triade, jedoch dem essentiellen Serin direkt benachbart ist, handelt es

sich ebenfalls um einen hochkonservierten Rest im Baumuster der Serinproteinasen.

NH2
COOH
Kallikrein MMPs
Aktivierung Inaktivierung
\ 4

Abbildung 37: Vergleich von proteolytischer Aktivierung des Hagemann Faktors durch das Kallikrein und
proteolytischer Inaktivierung durch MMPs. Die Matrix Metalloproteinasen spalten den fir die katalytische
Aktivitat essentiellen N-Terminus der B-Kette ab, so da die Ausbildung der Salzbriicke unterbleibt. Der Bereich
der Salzbriicke ist durch die griine Ellipse angedeutet.

Nach der MMP-vermittelten Degradation kann keine Stabilisierung des aktiven

Zentrums Uber die Salzbriicke erfolgen. Folglich besitzt ein so prozessiertes Molekdl
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keine proteolytische Aktivitat (siehe Abbildung 37). Zwar besitzen Trypsin und
Thrombin am N-Terminus der Kette mit dem katalytischen Zentrum ein Isoleucin,
doch kann dies dem Valin des Faktor Xlla in Gréflze, Polaritat und Funktion als analog
angesehen werden.

Die von der MMP-12 induzierte Spaltung an L*"°-R3®

sollte den vorangegangenen
Betrachtungen analog behandelt werden. Die darlber hinaus ermittelten Spaltstellen
liegen weiter am N-Terminus des Hagemann-Faktors (siehe Abbildung 17) und

sollten daher keinen Einfluld auf die Aktivitat haben.

Beim proteolytischen Abbau von Fibronektin und Plasminogen konnte die
Generierung kryptischer Aktivitat nachgewiesen werden [139, 140]. Ob durch die hier
gezeigte Abspaltung von fibronektinartiger, EGF- oder Kringeldomane des

Hagemann Faktors ebenfalls kryptische Aktivitat freigesetzt wird, ist bislang unklar.

7.2 Aktivierung von Prothrombin

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit ist die Untersuchung der Spaltung und
Aktivierung von Prothrombin durch die Matrix Metalloproteinasen MMP-12 und
MT1-MMP. Im Vorfeld durchgefuhrte Untersuchungen zeigten eine amidolytische
Aktivitat gegenuber chromogenen Substraten. Hier sollte eine Klarung des
Aktivierungsweges erfolgen und die durch Matrixine aktivierten Fragmente des
Prothrombins identifiziert werden. Die bisher bekannte Aktivierung durch den
Faktor X der Blutgerinnungkaskade lauft ohne das Vorhandensein von
Phospholipiden, Calcium-lonen und Faktor V nur auferordentlich langsam ab. Erst
der Zusammenschlul3 dieser Komponenten zum sogenannten Prothrombinase-
Komplex fuhrt zu einer Geschwindigkeitssteigerung um mindestens fiunf
Grollenordnungen gegenuber der Katalyse durch den Faktor X allein. Bei einer
Aktivierung durch die untersuchten Matrixine sind diese Komponenten nicht nétig.
Damit er6ffnen sich neue Moglichkeiten zur Aktivierung des Thrombins, aus der sich
wiederum weitere neue Aspekte ergeben, z. B. zwei Mdoglichkeiten zur Aktivierung
von proMMP-2: Zum Einen kann pro-MMP-2 Uber das sogenannte ,Seiki-Modell®, bei
dem die proGelatinase A auf der Zelloberflache an einen Komplex aus MT1-MMP
und TIMP-2 bindet und nach Assoziation einer zweiten MT1-MMP, die Teile des
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Propeptids abspaltet, in einem Autolyseschritt vollstandig aktiviert werden [141]. Zum
Anderen kann proMMP-2 durch Thrombin, das ebenfalls die Aktivierung der
Progelatinase A induzieren kann, prozessiert werden [69] (siehe Abbildung 38).
Berucksichtigt man die zahlreichen zellularen Effekte, die wiederum das Thrombin
induzieren kann (siehe Abschnitt 2.5) und die weit Uber seine Bedeutung bei der
Blutgerinnung hinaus gehen, so ist die Matrixin-induzierte Aktivierung des Thrombins
mdglicherweise von erheblicher physiologischer, in jedem Fall aber wohl

pathologischer Bedeutung.

MT1-MMP

Zellaul3eres
\ Plasmamembran \

Zellinneres @
TIMP / Pro-MMP-2

Prothrombin Aktivierungs-

Fragmente
TlMP Pro MMP-2 J
MT1-MMP
< % Pro-MMP-2
Plasmamembran o-Thrombin

Propeptid- o o A , - Propeptid-

Fragmente Aktive MMP-2 Fragmente

Abbildung 38: Darstellung der zwei unabhdngigen Aktivierungspfade der Pro-MMP-2 durch die MT1-MMP. Weg A zeigt
das Seiki-Modell, bei dem durch Bildung eines quarternaren Komplexes an der Zelloberflache eine MT1-MMP-
vermittelte Aktivierung erfolgt. Weg B zeigt die Aktivierung des Prothrombins zum a-Thrombin, das seinerseits
die Pro-MMP-2 aktivieren kann.
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Durch Aktivitatstests mit dem synthetischen Substrat S-2238 konnte gezeigt werden,
daf bei Inkubation mit der MT1-MMP beziehungsweise der MMP-12 tatsachlich eine
Aktivierung des Prothrombins erfolgt. Die Tatsache, dal} eine proteolytische Aktivitat
des Faktors Il allein durch Behandlung mit einer dieser Matrix Metalloproteinasen
induziert werden kann, ist insofern bemerkenswert, als in vivo die Gegenwart,
mehrerer Komponenten, namlich Faktor Xa, Calcium-lonen, Phospholipid-
Membranen und Faktor V (der sogenannte Prothrombinase-Komplex), flr eine
Aktivierung erforderlich ist. Eine Degradation von a-Thrombin durch eine dieser
beiden Matrix Metalloproteinasen ist hingegen nicht beobachtet worden. Die
Aktivierung von Prothrombin ist folglich sehr effizient, da nach der Generierung des
a-Thrombins keine weitere Degradierung durch die MMPs erfolgt, die vorhandene

Thrombin-Aktivitat also durch MMPs nicht wieder reduziert wird.

Bei Betrachtung der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zur Degradierung von
Prothrombin und von Faktor XII [alt sich ein Spaltungsmuster erkennen, bei dem
sowohl die MMP-12, als auch die MT1-MMP bevorzugt N-terminal von Leucin- bzw.
Isoleucin-Resten spalten, diese Ergebnisse bestatigen also die von mir zuvor
gefundenen Resultate [107]. Diese Bevorzugung ist allerdings nicht derart
ausgepragt wie bei den Serin-Proteinasen, z. B. Trypsin und o-Thrombin, die
C-terminal von Lysin- und Arginin-Resten spalten. Dementsprechend hangt die
Spezifitat dieser beiden MMPs noch von anderen Strukturmerkmalen ab, die nicht in

unmittelbarer Nahe der Spaltstelle liegen missen.

7.2.1 Prothrombin-Prozessierung durch die MT1-MMP

Zunachst fallen die Spaltungen im Bereich der B-Kette ins Auge. Durch die
Proteolyse der Bindungen N*¥"-1*38 A3.N>" und P°%°-1°%® st eine Beeinflussung der
katalytischen Aktivitat des Faktor Il sehr wahrscheinlich, da die Spaltungen im
aktiven Zentrum des Enzyms erfolgen. Der Vergleich der Spaltstellen, die bei der
Autolyse des a-Thrombins zunachst zum B- und dann zum y-Thrombin fihren mit
den hier gefundenen MT1-MMP-induzierten Spaltstellen in der Peripherie des

Molekiils zeigt eine groRe Ahnlichkeit dieser Spaltungen auf.
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Die erste dieser drei Spaltungen erfolgt einen Rest hinter der bekannten
Peptidbindung R***-N**"_ deren Spaltung zum B-Thrombin fiihrt. Méglicherweise sind
diese Spaltungen sogar identisch. Bei Aminosaure-Sequenzierungen nach Edman
wurde wiederholt beobachtet, dal® die erste Aminosaure des zu untersuchenden
Peptidstranges bereits bei der Aufarbeitung, d. h. vor der eigentlichen
Sequenzierung, abgespalten wurde. Die Entstehung des Aminoterminus N*¥’
wiederum ist in dem Reaktionsansatz ohnehin zu erwarten, da es sich ja um eine
bereits dokumentierte Autolysestelle handelt. Die Spaltstelle A°"*-N°™ liegt inmitten
der sogenannten ,Autolyseschleife” [142], diese erstreckt sich von Gly°® bis Gly®'®.
Spaltungen sind hier aufgrund der exponierten Lage und der Aminosauresequenz

sehr leicht mdglich, sowohl autoproteolytisch, als auch durch andere Proteasen.

Die dritte Spaltung im Bereich der schweren Kette betrifft die Bindung P°*°-I°*°. Die
nahe Lage am Ende der Autolyseschleife 1at eine Beeintrachtigung der Aktivitat
erwarten. Insgesamt lassen diese drei Spaltungen also eine langsame Abnahme an
proteolytischer Aktivitat vermuten. Diese sollte vergleichbar sein mit der Autolyse des

Thrombins zum B- beziehungsweise y-Thrombin.

Weiterhin konnte im Bereich der A-Kette die Bindung E*'2-G®'® als Spaltungsstelle fiir
die MT1-MMP identifiziert werden. Das durch den Prothrombinase-Komplex aktivierte
humane Thrombin ist um nur 2 Aminosauren kurzer als dieses durch die MT1-MMP
in vitro hergestellte Proteinfragment. Da der A-Kette des Thrombins praktisch keine
Funktion bei der Subtratspezifitat beziehungsweise der Aktivitat zugesprochen wird
[22], sollte das so entstandene Fragment in seiner katalytischen Wirkung nicht von
natlrlich gebildetetem Thrombin unterscheidbar sein. Der beim in vivo Prozel}
normalerweise generierte N-Terminus ist ebenfalls nachweisbar und ist letztlich der
Beweis dafur, dal bei dieser Aktivierung tatsachlich Thrombin gebildet wird und nicht
ein aktives Fragment des Prothrombins mit amidolytischer Aktivitat gegen ein
synthetisches Thrombin-Substrat, das jedoch eine anderere Teilsequenz aufweist als
das bekannte a-Thrombin. Die Identifizierung des N-Terminus T°?® kann als ein
Nachweis von Thrombin-spezifischer Aktivitdt gegen makromolekulare Substrate
angesehen werden. Dieser Aminoterminus wird bei der Aktivierung des Prothrombins

in vivo durch das schon vorhandene Thrombin generiert (siehe Abschnitt 2.5.1).



Diskussion 87

Die Sequenz S'®-E-G-S-S-V-N-L-... wurde mehrfach, d. h. bei Fragmenten
verschiedener Grolde gefunden. Diese durften vom gréfdten nachweisbaren Fragment
mit diesem N-Terminus durch schrittweise weitere Abspaltungen vom Carboxy-
Terminus her entstanden sein. Es handelt sich hierbei genau um die aminoterminale
Sequenz des Prothrombins bzw. Meizothrombins (siehe Abbildung 6, Seite 21 und
Abbildung 7, Seite 22) nach Abspaltung von Fragment 1. Ferner konnte keine
Spaltstelle nachgewiesen werden, die vor dieser liegt, d. h. inmitten des als
Fragment 1 bekannten Teilstickes. Dies zeigt zum Einen, da} das Fragment 1
vollstandig abgespalten wird, zum Anderen, dal} bereits gebildetes Thrombin bzw.
Meizothrombin in einem entsprechenden Degradationsansatz malgeblich
mitverantwortlich sind fur den schnellen Abbau des Prothrombins zu kleineren

Fragmenten. Diese Betrachtungen sind noch einmal in Abbildung 40

zusammengefalit.
514
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Abbildung 39: Schematische Darstellung der Prozessierung von Prothrombin durch die MT1-MMP und die MMP-12.
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7.2.2 Prothrombin-Prozessierung durch die MMP-12

Es konnte bereits gezeigt werden, dall die fur die Kkatalytische Aktivitat
verantwortliche B-Kette des Thrombins durch MMP-12-vermittelte Degradierung des
Prothrombins gebildet wird. Die A Kette wurde hier noch nicht einwandfrei
identifiziert. Es ist aber wahrscheinlich, dal diese ebenfalls durch MMP-12-induzierte
Proteolyse gebildet wird. Nach der naturlichen Prozessierung uber die bekannte
Aktivierungskaskade umfaRt die A-Kette die Reste G*'° bis R*®°. Sollte die durch
MMP-12-vermittelte Prozessierung entstandene Kette von diesen Begrenzungen
abweichen, so ist trotzdem nicht mit einer Veranderung der Aktivitat bzw. Spezifitat
des so aktivierten Prothrombins zu rechnen, da die A-Kette ja hierauf keinen Einfluf3
hat [22].

Der Nachweis des fiir Thrombin-Aktivitat obligatorischen Aminoterminus °%*-V-E-G-
S-D-A- zeigen das Vorhandensein Thrombin-spezifischer Aktivitat eindeutig an. Der
durch die MMP-12 gebildete N-Terminus L?'*-E-Q-A-V-P- konnte bei der durch die
MT1-MMP induzierten Spaltung nicht nachgewiesen werden und tritt auch nicht bei
der Spaltung von Faktor Il durch den Prothrombinase-Komplex auf. Abbildung 40
fallt Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Prothrombin-Aktivierung durch die
MT1-MMP bzw. durch die MMP-12 noch einmal zusammen.

Durch die Spaltung im Bereich des Fragment 2 (siehe Abbildung 7, Seite 22 und
Abbildung 40, Seite 89) im Rahmen der MMP-12 induzierten Aktivierung sollten
letztlich zwei neue Peptide entstehen, das erste umfalt die Reste S bis P?®, das
zweite die Aminosduren L?'° bis R*“. Es bleibt zu kldren, ob diese Bruchstiicke

kryptische, d. h. neue, bisher unbekannte Eigenschaften besitzen.

Eine weitere sehr interessante Entdeckung ist, da® sowohl die MMP-12, als auch die
MT1-MMP in der Lage sind, das Prothrombin zu spalten und auch zu aktivieren.
Allerdings fehlt beiden Matrixinen die Fahigkeit, das a-Thrombin zu proteolysieren.
Moglicherweise sind also die im Bereich der B-Kette gefundenen Spaltungen nicht
MMP-induziert, sondern autolytischer Natur. Dies gilt speziell flr die Spaltungen im

Bereich der sogenannten Autolyseschleife [142].
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Abbildung 40: Ubersicht iiber die verschiedenen aktiven Stufen bei der Prothrombin-Aktivierung durch die MT1-MMP
und die MMP-12. Bei der Prozessierung des Meizothrombin des-(1-165) zum a-Thrombin handelt es sich um
einen potentiellen Aktivierungsschritt, da die leichte Kette des a-Thrombins bei der Aktivierung durch die
MMP-12 bislang nicht durch Sequenzanalysen nachgewiesen werden konnte.

Es bleibt daher zunachst offen, ob diese Spaltungen autolytisch durch das Thrombin
verursacht werden, also bisher noch nicht in diesem Kontext in der Literatur zu finden

sind, oder ob diese Spaltungen durch die Matrixine hervorgerufen werden.

7.3 Spaltung von Fibrinogen

Die Spaltung von Fibrinogen durch die MMP-8, die MMP-12 die MMP-13 und die
MT1-MMP ist bereits bekannt und konnte bestatigt werden. Aufgrund der
nachgewiesenen Abspaltung der RGD-Sequenzen (Adhasionsstellen fur f3-Integrine
an der a-Kette) und der MT1-MMP-vermittelten Abspaltung des Carboxyterminus der
v-Kette (Thrombozyten-Bindungsregion und Fibrin-Polymerisationstelle) wurde die
sich daraus ergebende Gerinnungsanomalie von MMP-behandeltem Fibrinogen
untersucht. In einem Gerinnungstest nach der Methode von Clauss [124] konnte im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden, dal® die Koagulation von Fibrinogen,
das zuvor mit der MT1-MMP inkubiert wurde, erheblich beeintrachtigt ist. Entgegen
friheren Messungen [107, 132] wurde jedoch zum Abstoppen der Fibrinogen-

Degradierung nicht TIMP-2, sondern der synthetische Inhibitor Batimastat verwendet.
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Der native Inhibitor der Matrixine ist fur diesen Test offensichtlich nur bedingt
geeignet, da TIMP-2 zwar eine sehr feste Bindung mit seinen Zielproteinasen
eingeht, die Inhibierung aber sehr langsam erfolgt und somit die aufgenommenen
MelRkurven beeintrachtigt. Das hier verwendete Batimastat inhibiert in dem
zugesetzten 40-fachen UberschuR deutlich schneller. Die Abbildung 22 macht
deutlich, dald unter den gewahlten Bedingungen jede der untersuchten MMPs
innerhalb von 20 Minuten eine Reduktion des funtionellen Fibrinogens auf unter 60%

des Ausgangswertes bewirkt.

Eine interessante Erweiterung zu den bisher durchgeflhrten Gerinnungstests sollte
die Verwendung von Blutplasma anstelle von Fibrinogenlésung darstellen. Allerdings
ist die Bestimmung der Fibrin-Gerinnung stabilisierter Plasmaproben problematisch,
da zumindest fur die MT1-MMP in EDTA-stabilisiertem Plasma aufgrund der guten
chelatisierenden Wirkung von EDTA keine Aktivitat nachweisbar ist. Aus dem
gleichen Grund kann auch kein Citrat-stabilisiertes Plasma verwendet werden. In
Puffern mit Citrat-Konzentrationen, wie sie Ublicherweise in stabilisiertem Blutplasma
vorliegen, konnte eine vollstandige Inaktivierung der cdMT1-MMP nachgewiesen

werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

7.3.1 Fibrin(ogen)-Abbau und Tumorwachstum

Der Abbau von Fibrinogen durch vier verschiedene MMPs steht scheinbar in einem
Widerspruch zu der Aktivierung von Prothrombin durch die MMP-12 und MT1-MMP.
Allerdings laRt sich durch diese Ergebnisse das Tumorwachstum sehr gut begreifen:
Zum Einen kann durch die Aktiverung des Prothrombins ein Fibrinmantel um den
Tumor herum ausgebildet werden, der diesen dann vor der koérpereigenen
Immunantwort abschirmt. Zum Anderen wird der Tumor in seinem Wachstum nicht
durch die ihn umgebende Fibrinhllle eingeschrankt, da die MMPs an der
Kontaktstelle zwischen Tumor und Fibrinmatrix diese Barriere schwachen kénnen.

Abbildung 41 stellt diesen Zusammenhang schematisch dar.
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Abbildung 41: Schematische Darstellung des Fibrin-ummantelten Tumors und der Schwéachung dieser Fibrin-Matrix an
der ,leading edge“.

Dieser Vorgang ist besonders gut fur die MT1-MMP vorstellbar, da diese direkt zu
den Lamellipodien der Tumorzellen geflhrt werden kann. Diese Lokalisierung der
MT1-MMP an der migratorischen Seite der Zellen wird durch Komplexierung der
Hamopexin-ahnlichen Domane der MT1-MMP mit dem Zelloberflachenprotein CD44
ermdglicht. Das CD44 wiederum ist Uber Linkerproteine an das Actin-Cytoskelett

angebunden [143].

Bei der Migration der Zelle kann also durch Actin-vermittelte Fokussierung der MT1-
MMP neben der ECM auch das Fibringerust ortlich abgebaut werden. Aufgrund der
Komplexierung an der Oberflache konnte bei diesem Phanomen der Effekt lokal sehr
begrenzt ausfallen. Die Steuerung der MT1-MMP zu den Lamellipodien Zellen an der

.leading edge“ des Tumors ist in Abbildung 42 schematisch gezeigt.
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Bei der MMP-vermittelten Generierung von Thrombin ist ein grolRerer
Aktivitatsbereich zu erwarten, da das Thrombin nicht 6rtlich gebunden ist. Aufgrund
der kaskadenartigen Aktivierung sollte die Konzentration des gebildeten Thrombins
trotz der Diffusion in die Umgebung ausreichend hoch sein, um eine Polymerisation

von Fibrin zu ermdglichen (dargestellt in Abbildung 41 oben).

~ MT1-MMP

\ 4

Lamellipodien

Abbildung 42: Schematische Darstellung der Steuerung der MT1-MMP zu den Lammellipodien durch CD44-vermittelte
Anheftung an das Actingeriist der Tumorzelle. Durch Lenkung des CD44 durch noch nicht aufgeklarte Wege
kann Uber Linkerproteine eine Anheftung an das Actingerust bei gleichzeitger Komplexbildung mit der
Hamopexin-ahnlichen Domane der MT1-MMP erfolgen.

In dieser Arbeit wurden die katalytischen Domanen der MMPs eingesetzt, da diese
einfacher rekombinant darzustellen sind und eine leichtere Handhabung besitzen als
die Gesamtenzyme. Die so ermittelten Ergebnisse konnen nach dem derzeitigen
Kenntnisstand ohne Einschrankung auf die Gesamtenzyme Ubertragen werden, da
diese dieselben Substratspezifititen wie die katalytischen Domanen besitzen.
Bislang wurde nur eine Ausnahme zu dieser Regel gefunden. Es handelt sich hierbei
um die Spaltung von tripelhelikalem Kollagen. Dieses wird nicht durch die
katalytischen Domanen der MMP-8 und der MT1-MMP prozessiert, da hierzu eine
Anbindung des Substrates an die Hamopexin-ahnliche Domane erforderlich ist [144,
145]. Beim Abbau von Fibrinogen durch die Ektodomane und die katalytische
Domane der MT1-MMP wurden Unterschiede in der Spezifitat anhand der ermittelten

aminoterminalen Sequenzen festgestellt [91]. Unter Berucksichtigung der Anzahl der
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gefundenen Sequenzen und des komplexen Fragmentierungsmusters bei der SDS-
PAGE-Analyse sind diese Ergebnisse eher eine Erganzung zu den bisher
gefundenen Spaltstellen als ein Widerspruch. Nach dem derzeitigen Kenntnisstand
ist ohnehin davon auszugehen, dal} in vivo neben dem Gesamtenzym auch jeweils
die katalytische Domane prasent ist, da diese bei der MT1-MMP durch
Autodegradierung freigesetzt [91], beziehungsweise bei der MMP-12 bereits im
Rahmen der Aktivierung ausgeldst wird [146, 147]. Weitere Experimente haben
aullerdem gezeigt, dall auch die Ektodomane der MT1-MMP in der Lage ist,
Prothrombin zu aktivieren (nicht gezeigt). Diese Beobachtung befindet sich somit in
volliger Ubereinstimmung mit dem derzeitigen Verstandnis von Aktiverung und

Degradierung der Matrix Metalloproteinasen.

7.4 Ausblick

Die Matrix Metalloproteinasen wurden urspringlich als ECM-abbauende
Enzymfamilie charakterisiert. Aus diesem Grunde wurde ihnen eine entscheidende
Rolle bei der Tumorprogression und auch bei der Metastasierung zugesprochen.
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dal} die Matrixine in der Lage sind,
auch andere Proteine als ausschlieRlich Komponenten der ECM zu degradieren. Die
Bedeutung dieser Enzymfamilie geht damit Uber ihre Rolle bei Umbauprozessen, wie
sie beim Wachstum, der Wundheilung und auch pathologischen Prozessen wie
Tumorwachstum und Metastasierung auftreten, hinaus.

Inzwischen ist bekannt, dald Matrix Metalloproteinasen einen wesentlichen Einfluf}
auch auf Erkrankungen des Zentralen Nervensystems besitzen [99], sowie auf die

Degradation einiger Blutplasmaproteine [84, 97, 135].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal eine Wirkung der Matrixine
auf Komponenten des Hamostatischen Systems erfolgen kann. Diese ist sowohl
intravasal als auch extravasal vorstellbar. Bei einer Proteolyse dieser Komponenten
direkt im Gefal ist folglich eine unmittelbare Beeintrachtigung der Hamostase
moglich. Da einige Elemente der plasmatischen Gerinnung auch auf3erhalb der
Gefalde, vornehmlich beim Tumorgeschehen, eine Rolle spielen, liefert die in dieser
Arbeit gezeigte Proteolyse dieser Elemente durch MMPs mdglicherweise einen

wesentlichen Beitrag zur Integritdt des Tumors in dem ihn umgebenden Fibrin-
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Gerust, sowie zum Tumorwachstum und der Metastasierung durch gerichtete
Proteolyse und rezeptorvermittelte Ausschittung von Wachstumsfaktoren. Somit
konnten die Matrix Metalloproteinasen hier ein Bindeglied zwischen dem
Krebsgeschehen und einer beeintrachtigten Hamostase darstellen, genau der
Komplikation, die bei Krebspatienten am haufigsten festgestellt wird und die als
zweithaufigste Todesursache bei diesen gilt [148]. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflhrten histologischen Untersuchungen stltzen eine solche Hypothese
ebenso wie die nachgewiesenen erhohten Konzentrationen der MMPs bei chronisch
entzundlichen Erkrankungen sowie das Auftreten einer beeintrachtigten Hamostase
bei Krebspatienten, die bisher noch nicht vollstandig verstanden ist [82, 103]. Die
Folge einer durch pathologische Prozesse (lokal) erhdhten Konzentration von
Matrixin oder auch MMP-Substrat kdénnte also tatsachlich eine in ihrer Funktion
beeintrachtigte Blutgerinnung beziehungsweise ein begunstigtes Tumorwachstum

sein.

Es bleibt zunachst unklar, ob die Matrixine tatsachlich eine signifikante Wirkung auf
den Ablauf der Blutgerinnung in vivo besitzen. Diese ist jedoch aufgrund der im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten in vitro-Ergebnisse durchaus vorstellbar. Weiterhin
erscheint die Durchfihrung von Gerinnungstests als sinnvoll, in denen jeweils ein
einzelner Faktor der Blutgerinnungskaskade nach Degradation durch MMPs auf

seine Funktionsfahigkeit untersucht wird.

Insgesamt 1aldt sich eine Vielzahl von Interaktionen der Matrix Metalloproteinasen mit
den Elementen des hamostatischen Systems feststellen. Die in dieser Arbeit
gefundenen Erkenntnisse erlauben ein besseres Verstandnis der Prozesse beim
Krebsgeschehen, zumal inzwischen auch nicht mehr nur MMP-Inhibitoren als
Krebsmedikamente zum Einsatz kommen, sondern auch Hemmstoffe der
Blutgerinnung als Medikamente in der Krebstherapie eingesetzt werden. [58]. Sollten
die in dieser Arbeit aufgezeigten Hinweise auf eine Beteiligung der MMPs an der
Blutgerinnung durch weitere Untersuchungen bestatigt werden, so mufiten die
derzeit gebrauchlichen Strategien zur Therapie von Gerinnungsanomalien Uberdacht
werden. Beispielsweise konnten bei einer erhohten Thrombinaktivitat den
Medikamenten auch spezifische MMP-Inhibitoren zugesetzt werden. Eine

interessante Fragestellung, die sich im Zusammenhang mit der Degradation von
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Plasmaproteinen durch MMPs ergibt, ist die Freisetzung von ursprunglich im Protein
vorhandener kryptischer Aktivitat, die in den Fragmenten zur Freisetzung gelangt. So
wie eine solche Generierung von Proteinfragmenten mit neuen, bis dahin
unbekannten Eigenschaften auch schon z. B. von der Degradation des Fibronektins
oder auch des Plasmins bekannt ist, konnte auch bei den in dieser Arbeit
beschriebenen Degradierungen eine Freisetzung kryptischer Fragmente erfolgen.
Der Effekt solcher Fragmente auf Zellen kdnnte in entsprechenden Tests untersucht

werden.
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