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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die extrazelluldre Matrix

Hohere Organismen sind aus einer Vielzahl verschiedener und zum Teil hoch spezialisierter Zellen
aufgebaut. Diese Zellen sind in Organen, bzw. Gewebeverbinden aufgebaut. Diese biologischen
Gewebe bestehen jedoch nicht nur aus Zellen. Einen erheblichen Teil des Gewebevolumens nimmt der
Extrazellularraum ein. Dieser wird von einem komplexen Makromolekiilgeflecht, der sogenannten
extrazelluliren Matrix, ausgefiillt. Die extrazellulire Matrix besteht aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Polysaccharide und Proteine, die von dafiir spezialisierten Zellen gebildet und
sezerniert werden und sich zu einem strukturierten Maschenwerk zusammen lagern (Labat-Robert et
al., 1990; Scott, 1995).

Im Bindegewebe, welches bei Wirbeltieren das Strukturgeriist des Korpers bildet, nimmt die extra-
zelluldre Matrix oftmals mehr Raum ein als die Zellen, die sie von allen Seiten umgibt (Leonhardt,
1990). Sie bestimmt damit die physikalischen Eigenschaften des jeweiligen Gewebes. Der Anteil des
Bindegewebes am Gesamtgewebe variiert je nach Organtyp sehr stark: Knochen und Haut bestehen
fast ausschlieBlich aus Bindegewebe, das Gehirn weist dagegen sehr wenig dieses Strukturgewebes
auf (Ruoslahti, 1996; Piez, 1997).

Auch die zum Aufbau der extrazelluldre Matrix verwendeten Makromolekiiltypen variieren beziiglich
threr Zusammensetzung und Strukturierung je nach Gewebetyp sehr stark. Insgesamt finden sich in
der extrazelluliren Matrix weit iiber 100 verschiedene Makromolekiiltypen, die eine sehr grofle
funktionelle Varianz ermdglichen (Woessner, 1998; Ayad et al., 1998). So gibt es zum Beispiel die
durch Kalzifizierung sehr harten Matrixstrukturen von Knochen und Zéhnen, die durchsichtige Matrix
der vorderen Augenhornhaut oder die sehr zugfesten, seilartigen Sehnenstrukturen (Ayad et al., 1998).
Eine Sonderform der extrazelluliren Matrix, die sogenannte Basalmembran, findet sich an allen
Grenzflichen zwischen Epithelzellschichten und den darunter liegenden Bindegeweben. Sie dient der
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritét des Gewebes und erfiillt eine Vielzahl weiterer wichtiger
Funktionen (Ubersicht in Leblond und Inoue, 1989; Merker, 1994): So kann sie zum Beispiel im
Nierenglomerulus oder in den Lungenbldschen als hochselektiver Substanzfilter dienen. Des weiteren
bestimmt sie die Polaritidt der angrenzenden Zellen. Sie beeinflusst damit den Zellstoffwechsel, die
Proteinzusammensetzung in benachbarten Plasmamembranen und die Differenzierung dieser Zellen.
Zusétzlich hat sie eine sehr wichtige Rolle in der Kontrolle der Auswanderung von Leukozyten aus
dem Blut inne (Ratner, 1992; Pakianathan, 1994; Hunt et al., 1996).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aufrechterhaltung der Integritit der extrazelluldren

Matrix fiir die Struktur und Funktion eines lebenden Organismus absolut notwendig ist.



Einleitung

1.1.1 Die Bestandteile der extrazellularen Matrix

Die Makromolekiile der extrazellularen Matrix lassen sich in zwei Hauptklassen einteilen: Glycos-
aminoglykane und Faserproteine (Scott, 1995; Ayad et al., 1998).

Glycosaminoglykane sind Polysaccharide, die meist gekoppelt an Proteine, also als Proteoglykane,
vorliegen. Sie bilden aufgrund ihrer Ladungseigenschaften eine stark wasserhaltige, gelartige
Grundsubstanz, in der die Faserproteine eingebettet sind und durch die Ionen, Néhrstoffe, Metabolite
und Botenstoffe diffundieren konnen (Oldberg et al., 1990).

Die Klasse der Faserproteine lédsst sich nochmals in Strukturproteine, wie Kollagen und Elastin, und in
Adhisionsmolekiile, wie Fibronektin und Laminin, unterteilen: Kollagenfasern, die den Hauptprotein-
bestandteil der extrazelluliren Matrix darstellen, tragen zur Struktur und Widerstandsféhigkeit,
Elastinfasern zur Elastizitit bei (Rosenbloom et al., 1993). Die Adhisionsmolekiile vermitteln den
Kontakt zwischen der extrazelluliren Matrix und den in sie eingebetteten, bzw. den umgebenden

Zellen (Sechler et al., 1998).

1.2 Metabolischer Umbau der extrazelluldaren Matrix

Die geschilderte Komplexitdt der extrazelluldren Matrix setzt ein aufwendiges System, welches fiir
den zeitlich und rdumlich koordinierten Auf-, Um- und Abbau der Matrixkomponenten sorgt, voraus.
Die Makromolekiile der extrazelluliren Matrix werden von den in sie eingebetteten Zellen sezerniert.
Oft sind das spezialisierte fibroblastenartige Zellen, wie zum Besispiel die Chondroblasten im
Knorpelgewebe oder die Osteoblasten im Knochen (Mosher et al., 1992). Diese Aufbauprozesse sind
eng verflechtet mit dem Um- und Abbau der Matrixkomponenten. Die abbauenden Prozesse sind nicht
weniger wichtig fiir die Entwicklung, Homd&ostase und Reparatur des Organismus. Die extrazellulédre
Matrix stellt also kein statisches Gebilde dar, sondern ist Teil eines lebendigen Gewebes, das sich in
dauerndem Umbau befindet.

Fiir die Reorganisation und Degradation der extrazelluldren Matrix sind bislang fiinf Wege bekannt.
So konnen strukturelle Makromolekiile des interstitiellen Bindegewebes iiber einen Matrixmetallo-
proteinase-abhidngigen, einen Plasmin-abhéngigen oder iiber einen Leukozyten Serinproteinasen-
abhiéingigen Stoffwechselweg abgebaut werden (Ubersicht in Birkedal-Hansen et al, 1993). In
manchen Fillen kommt hier ein weitgechend von den anderen Prozessen abgekoppelter
phagozytotischer Weg hinzu. Dieser beruht auf dem intrazelluldren Verdau internalisierten Materials
durch lysosomale Cathepsine (Melcher und Chan, 1981). Mineralisierte Matrizes der Knochen-
substanzen werden hingegen durch einen vollig anderen Mechanismus umgesetzt: Dieser sogenannte
osteoklastische Stoffwechselweg basiert auf der Aktivitit saurer Thiolproteinasen in einer
abgeschlossenen Mikroumgebung auf der Matrixoberflache (Vaes et al., 1992).

Welcher der erwdhnten Mechanismen beim Abbau eines spezifischen Makromolekiils zum Tragen

kommt, hidngt von mehreren Faktoren ab, die in erster Linie in der Struktur der Matrix begriindet sind.
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In jedem Fall erfordert der proteolytische Abbau der groflen und soliden Matrixkomponenten
zumindest einen initialen extrazelluldren Fragmentierungsschritt (Birkedal-Hansen et al., 1993).

Da diese extrazelluldre Proteolyse jedoch in einer Umgebung stattfindet, in der ein molarer
Uberschuss an Plasma- und zelluldren Proteinaseinhibitoren herrscht, ist die Kompartimentalisierung
dieser Prozesse unumgénglich. Das bedeutet, dass das zu zerstorende Areal von der Umgebung
abgegrenzt werden mul3, bzw., dass die als aktive Komponenten beteiligten Proteinasen selektiv an
ihren Wirkungsort transportiert und dort auch gebunden werden miissen. Die Wichtigkeit dieser
Kompartimentbildung wird am einfachsten verstidndlich im Falle des erwihnten osteoklastischen
Knochenabbaus: Hier wird durch eine transiente Versiegelung der Knochenoberfliche ein
abgeschlossene Umgebung geschaffen, innerhalb derer die Aktivitdt von sauren Thiolproteinasen
moglich ist (Vaes, 1988). Solche lokalen Kompartimentalisierungen werden dadurch unterstiitzt, dass
die meisten Zellen die Abgabe der aktiven Komponenten durch vektorielle Transportmechanismen
selektiv steuern konnen (Unemori ef al., 1990).

Ein weiterer Kontrollmechanismus ist die rdumliche Fixierung der am Matrixumbau beteiligten
Enzyme an ihrem Wirkungsort. So findet man oftmals sehr selektive Bindung von Proteinasen an ihre
Substrate. Beispiele hierfiir sind die Bindung von Plasmin an Fibrin oder die sehr spezifische und von
der katalytischen Aktivitdt unabhingige Wechselwirkung der Gelatinasen mit Kollagen (Allen et al.,
1995; Banyai et al., 1996). Weiterhin spielt bei solchen Lokalisierungsprozessen oftmals die Rezeptor-
vermittelte Affinitdt zu Zelloberflichen eine Rolle: So findet man zum Beispiel den Urokinasetyp-
Plasminogenaktivator und auch verschiedenen Matrixmetalloproteinasen lokalisiert auf der Oberfldche
von Zellen (Plow et al., 1986; Vassalli et al., 1985; Vasalli und Pepper, 1994; Knduper und Murphy,
1998).

1.3 Matrixmetalloproteinasen

Die wahrscheinlich wichtigsten Prozesse, die zum Ab- und Umbau der extrazellulédren Matrix fiihren,
werden vermittelt durch die Gruppe der Matrixmetalloproteinasen (Birkedal-Hansen et al., 1993;
Woessner, 1998). Diese stindig wachsende Gruppe umfalit zur Zeit mehr als zwanzig Enzyme, die
aufgrund ihrer gemeinsamen funktionellen und strukturellen Eigenschaften in die eigenstdndige
Familie der Matrixine eingeordnet werden (Jiang und Bond, 1992; Woessner, 1994).

Alle Matrixine enthalten das konservierte Aminosduremotiv HexxHxxGxxH, welches der
Komplexierung eines Zinkatoms im aktiven Zentrum dient und dem der sogenannte Met-turn folgt
(siche unten). Sie werden daher in die Uberfamilie der Metzinkine eingeordnet, die wiederum eine
Untergruppe der Metalloproteinasen bilden (Bode et al., 1994; Stocker et al., 1995, Bode et al., 1996).
Zu den Metzinkinen gehoren auller den Matrixmetalloproteinasen die Serralysine (bakterielle
Proteasen aus Serratia sp., Pseudomonas sp. und Erwinia sp.), die Adamlysine (auch Reprolysine oder
ADAMs genannt) und die Astacine ("hatching enzymes", Meprine, Tolloide) (Woessner, 1994;
Rawlings und Barret, 1995, Barret et al., 1998, Woessner, 1998).
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1.3.1 Domanenstruktur der Matrixmetalloproteinasen

Aufgrund ihres strukturellen Aufbaus kénnen die bekannten Matrixmetalloproteinasen in verschiedene
Typen eingeteilt werden: Es gibt die Minimaldoméinen-Matrixmetalloproteinase(n), die Matrix-
metalloproteinasen mit Hadmopexin-dhnlicher Doméne, die Matrixmetalloproteinasen mit Trans-
membrandoméne und die Matrixmetalloproteinasen mit Fibronektin-dhnlicher Doméne. Eine
schematische Darstellung dieses Aufbaus und eine Ubersicht iiber alle Matrixmetalloproteinasentypen

findet sich in Abbildung 1.

Minimaldomanen-Matrixmetalloproteinase
I | Zn* | Matrilysin
Matrixmetalloproteinasen mit Hamopexin-ahnlicher Doméane

- Kollagenasen, Stromelysine,
:Ij' Zn? m | | | | Metalloelastase, Enamelysin
I — zn N\ [ | | 1@ rasH
- —n zn* [\] | | ] ] stomelsin3
Matrixmetalloproteinasen mit Transmembrandomaéne

v Membranstandige

:lj"l zZn® T\J | | | O Matrixmetalloproteinasen
Matrixmetalloproteinasen mit Fibronektin-ahnlicher Doméne
el [ (zam N[ [ ] oo
el [0 fza" N[ [ [ ] coeinses

_ Signalpeptid | | | | | Hamopexin-ahnliche Doméne
| — | Propeptid mit Autoinhibitorregion C XD Fibronektin-ahnliche Domane
L 4 Furin Erkennungssequenz Typ V Kollagen-ahnliche
[ 20" ] Kaapischo Doma Dorane
Katalytische Domane
f\J Hinge Region % Transmembrandomane
Rasi-Doméne

Abbildung 1 Doméanenstruktur der Matrixmetalloproteinasen

Die Abbildung zeigt die Domanenstruktur der bekannten Mitglieder der humanen Matrixmetalloproteinasenfamilie.
Die Funktion der einzelnen Doméanen ist im Text beschrieben. (Abbildung adaptiert nach Tschesche und Farr,
1998).

Matrilysin représentiert die Minimalstruktur der Matrixmetalloproteinasen. Diese beinhaltet das N-
terminale hydrophobe Signalpeptid, welches das inaktive Proenzym fiir den Transport in den
Extrazellularraum markiert. Es umfaf3t bei allen Matrixmetalloproteinasen 17 bis 20 Aminoséuren und
wird wéhrend des Exports abgespalten. Die Autoinhibitorregion im nachfolgenden, aus etwa 80

Resten bestehenden Propeptid erhilt iiber einen weiter unten beschriebenen Mechanismus die Latenz
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des enzymatisch inaktiven Proenzyms. Die proteolytische Abspaltung dieser Doméne bewirkt die
physiologische Aktivierung der jeweiligen Matrixmetalloproteinase (Nagase, 1997).

Die 160 bis 170 Aminosduren lange Katalytische Domédne komplexiert ein Zinkatom im aktiven
Zentrum, indem die drei Histidine der hochkonservierten Sequenz "HExxHxxGxxHS/T"
Bindungsstellen fiir dieses Zinkatom darstellen (Bode et al., 1993). Eine vierte Ligandenbindungs-
stelle wird entweder durch ein fiir die Katalyse notwendiges H,O-Molekiil oder durch die Thiolgruppe
eines einzelnen ungepaarten Cysteins vermittelt (Salowe ef al., 1992). Dieses Cystein befindet sich ca.
100-150 Aminosduren N-terminal entfernt in der konservierten, Autoinhibitor genannten Propeptid-
sequenz  PRCGVPD. Die Cystein-Zink-Bindung bewirkt die Verdringung des katalytisch
notwendigen H,O-Molekiils. AuBlerdem fiihrt sie zur Riickfaltung des Propeptids liber die Katalytische
Doméne und somit zur Blockade des Substratzugangs in das aktive Zentrum. Dieser in Abbildung 2
dargestellte Mechanismus wird mit dem Begriff "cysteine switch" umschrieben (Springman et al.,
1990, Van Wart und Birkedal-Hansen, 1990).

Wahrend der Aktivierung von Matrixmetallo-

proteinasen wird das Propeptid meist schrittweise
in sogenannten "bait"-Regionen gespalten (Pfeile
in Abbildung 2). Dadurch wird die Interaktion
Btent zwischen dem Cystein und dem Zinkatom
fortlaufend destabilisiert. Dies ermdglicht weitere
proteolytische Spaltungen, bevor der letzte,
oftmals autoproteolytische Schritt das gesamte
autoinhibitorische Propeptid entfernt (Nagase,
akti 1997). Welche Proteinasen diese Aktivierungs-
schritte in vivo durchfiihren ist nicht in jedem
Fall vollstédndig geklart. Es wird hier von einer
komplexen, sehr strikt regulierten Aktivierungs-
kaskade ausgegangen, bei der mehrere losliche

akti
und membrangebundene Proteasen, Protease-

rezeptoren und -inhibitoren beteiligt sind. Zu den

A proteolytische Spaltungen im Propeptid potentiell involvierten Proteinasen gehdren unter
, autoproteolytische Spaltung im Propeptid

anderem der Urokinasetyp-Plaminogenaktivator,

Plasmin, verschiedene Serinproteasen und
Abbildung 2 Aktivierungsmechanismus der

Matrixmetalloproteinasen ("cysteine switch") Cathepsine. Des weiteren sind hier oftmals auch

bereits  aktivierte = Matrixmetalloproteinasen

Erlauterung siehe nebenstehender Text. . . .
beteiligt (Vassalli und Pepper, 1994; Knduper

und Murphy, 1988).
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Von den Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen (MT-MMPs) wird angenommen, dass sie eine
zentrale Rolle in diesem Aktivierungsgeschehen spielen (Sato ef al., 1994). AuBlerdem wird spekuliert,
dass bei Entziindungen ausgeschiittete bakterielle Proteasen diesen "cysteine switch" und damit die
Aktivierung von endogenen Matrixmetalloproteinasen induzieren kdnnen (Matsumoto et al., 1992;
Burns ef al., 1996, Maeda et al., 1998).

AuBer der Minimaldomé&nen-Matrixmetalloproteinase Matrilysin verfiigen alle anderen Enzyme dieser
Familie iiber eine 200 Aminosduren lange und aus vier Wiederholungen bestehende Hadmopexin-
dhnliche Doméne. Dieser Sequenzabschnitt spielt sowohl eine wichtige Rolle bei der Inhibitor-
bindung, als auch bei der Wechselwirkung mit den jeweiligen Substraten: Wird die Hadmopexin-
dhnliche Domine kiinstlich entfernt, so bleibt zwar die katalytische Aktivitidt erhalten, die
Substratspezifitit wird allerdings in den meisten Féllen verdndert (Sanchez-Lopez et al., 1993;
Murphy und Knéuper, 1997). Die Himopexin-dhnliche Doméine ist iiber die 0 bis 75 Aminosdurereste
umfassende Hingeregion mit der Katalytischen Doméne verkniipft.

Charakteristisch fiir die Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen ist eine zusétzliche C-terminale
Transmembranhelix von 80 bis 110 Aminoséuren, die der Verankerung in der Zellmembran dient (Cao
et al., 1995).

Hinzu kommen sowohl bei den eben erwidhnten, oberflichenassozierten MT-MMPs, als auch bei
Stromelysin-3 eine Furin Erkennungssequenz RXKR am Ubergang vom Propeptid zur Katalytischen
Domiéne. Diese ermdglicht die Aktivierung der genannten Enzyme schon wéhrend des
Sekretionsprozesses durch im Golgi Apparat lokalisierten Proproteinkonvertasen, wie zum Beispiel
Furin (Smeekens, 1993; Pei und Weiss, 1995 und 1996; Sato et al., 1996). Die physiologische
Relevanz dieses Aktivierungsweges ist jedoch noch umstritten (Knduper und Murphy, 1998).

Die beiden Gelatinasen zeichnen sich durch einen in die Katalytische Doméne eingeschobenen, ca.
170 Aminoséduren langen Sequenzabschnitt aus, der aus drei Wiederholungen einer Fibronektin Typ II
dhnlichen Sequenz besteht. Dieser ist fiir die Bindung an Gelatin und damit fiir die Substratspezititét
mitverantwortlich (Collier ef al., 1992; Strongin et al., 1993).

Die Bedeutung der Typ V Kollagen-dhnlichen Doméne innerhalb der Hingeregion von Gelatinase B
(MMP-9) ist bislang unklar. Sie scheint jedoch weder fiir die enzymatische Aktivitit, noch fiir die
Substratspezifitit wichtig zu sein (Pourmotabbed, 1994).

Die Funktion der C-terminalen RASI Domaéne ist noch ungeklart.

1.3.2 Untergruppen der Matrixmetalloproteinasenfamilie

Alle Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie besitzen neben ihrem Trivialnamen jeweils eine
sogenannte MMP-Nummer. Diese systematische Nummerierung nach Nagase et al. (1992) wurde
1997 in der Gordon Konferenz als die giiltige Bezeichnung fiir die Mitglieder der Matrixinfamilie
bestimmt. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber die meisten bekannten Familienmitglieder. Die

Einteilung in Untergruppen erfolgt nach mehreren Kriterien, zu welchen eine verwandte
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Doménenstruktur (siche Abbildung 1) , dhnliche Substratspezifititen, sowie Sequenzhomologien

zdhlen.
Ml’
Bezeichnung MMP-Nr. latent/aktiv Anmerkungen / weitere Bezeichnungen
Kollagenasen
Kollagenase 1 MMP-1 52000 /42000 Interstitielle Kollagenase
Kollagenase 2 MMP-8 85000/ 64000 Neutrophilen Kollagenase
Kollagenase 3 MMP-13 52000 /42000 Interstitielle Kollagenase der Nagetiere
Kollagenase 4 MMP-18 53000 / 42000
Gelatinasen
Gelatinase A MMP-2 72000 / 66000  Typ IV Kollagenase
Gelatinase B MMP-9 92000 / 84000 Typ V Kollagenase
Stromelysine

Stromelysin-1 MMP-3 57000 /45000 Transin
Stromelysin-2 MMP-10 54000 / 44000  Transin-2

Membranstiindige Transmembrandoméine und RRKR Furin Spaltsequenz
MTI1-MMP MMP-14 66000 / 54000
MT2-MMP MMP-15 72000/ 60000
MT3-MMP MMP-16 64000 /53000
MT4-MMP MMP-17 57000 / 53000
Andere
Matrilysin MMP-7 28000 /19000  Ohne Hamopexin-dhnliche Doméne

Stromelysin-3 MMP-11 64000 / 46000 RXKR Furin Spaltsequenz

Metalloelastase MMP-12 54000/22000 Makrophagenelastase, verliert wihrend der Aktivierung die Himopexin-

dhnliche Doméne

RASI MMP-19 57000 / 46000
Enamelysin MMP-20 54000 / 22000
Nicht Siduger
Xenopus XMMP 70000 /53000  Cystein in Katalytischer Doméne
Envelysin 63000 /48000  Seeigel
Sojabohnen MMP ? /19000 Proteinsequenzierung

Tabelle 1 Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie

Ubersicht (iber die Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie. Die erste kiirzlich isolierten Matrixmetallo-
proteinasen 21-23 wurden nicht in die Tabelle aufgenommen. Die angegebenen Molekulargewichte beziehen sich
auf die von der cDNA Sequenz abgeleiteten Proteinsequenz, Glykosylierung kann diese Werte erhéhen. Fett
gedruckte Namen entsprechen denen, die die Internationale Vereinigung fiir Biochemie und Molekularbiologie
(lUBMB) vorgeschlagen hat. Tabelle adaptiert nach Birkedal-Hansen et al. (1993) und Woessner (1998).

1.3.3 Die Substrate der einzelnen Matrixmetalloproteinasen

Tabelle 1 zeigt keine Auflistung der von den einzelnen Matrixmetalloproteinasen erkannten Substrate,
wie sie sich zum Beispiel in Chandler et al. (1997) findet. Dafiir gibt es zwei Griinde: Zum einen sind
die Listen der in vitro erkannten und gespaltenen Matrixsubstrate flir die meisten Matrixmetallo-
proteinasen mittlerweile so lang, dass es nicht sinnvoll erscheint, diese Listen als relevant fiir die in
vivo Situation zu betrachten, zum anderen gibt es nur sehr wenige Untersuchungen, die zeigen, dass

ein bestimmtes Substrat in vivo wirklich von der jeweiligen Metalloproteinase gespalten wird.
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Hinzu kommt, dass die in vitro analysierten Substrate nur einen Auszug aus den in vivo relevanten
Molekiilen darstellen, da die Auswahl dieser Substanzen oftmals durch ihre Verfiigbarkeit limitiert
wurde und auch immer noch wird. Des weiteren gibt es oftmals grole Diskrepanzen zwischen der
konkreten Spaltungsstelle eines Matrixsubstrates in vitro und den beobachteten Spaltprodukten in vivo.
Ein gutes Beispiel hierfiir ist die Spaltung des Knorpel Proteoglycans Aggrecan. Der Abbau dieses
Makromolekiils ist einer der wichtigen pathologischen Degradationsprozesse bei Osteo- und
Rheumatoider Arthritis (Lark et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass Stromelysin-1 Aggrecan sehr
schnell umsetzen kann und dass der Gehalt dieser Metalloproteinase im arthritischen Knorpel erhoht
ist (Dean et al., 1989; Gravallese et al., 1991; Walakovits et al., 1992). Aus diesem Grunde wurde
lange angenommen, dass Stromelysin-1 eine zentrale Rolle bei der Pathologie der Osteoarthritis
zukommt. In spdteren Analysen wurde jedoch gezeigt, dass auch andere Matrixmetalloproteinasen
genau dieselbe Reaktion durchfithren konnen (Forsang et al, 1996). Des weiteren wurde
nachgewiesen, dass die in vivo Spaltprodukte von Aggrecan nicht denen entsprachen, die nach in vitro
Proteolysen mit Stromelysin-1 oder einer der anderen Matrixmetalloproteinasen auftraten (Sandy et
al., 1992, Flannery et al., 1992; Forsang et al., 1996) Daher wird heute davon ausgegangen, dass eine
noch unbekannte Aggrecanase existieren muss.

Dieses Beispiel soll zeigen, wie schwierig es ist, die wirklich relevanten Substrate fiir einzelne
Mitglieder der Matrixinfamilie zu ermitteln. Manche Autoren gehen heute sogar so weit, zu sagen,
dass iiber die natiirlichen Substrate der Matrixmetalloproteinasen nahezu nichts bekannt ist (Woessner,
1998).

Trotz der eben erlduterten Einschrinkungen gibt es dennoch viele indirekte Hinweise in welchem
Zusammenhang die einzelnen Matrixmetalloproteinasen eine physiologische, bzw. pathophysiolog-
ische Bedeutung haben (siehe auch Kapitel 1.3.4) und welche Molekiilgruppen in diesem Zusammen-
hang als potentielle Substrate betrachtet werden kdnnen.

So geht man davon aus, dass die Kollagenasen natives, fibrilléres, tripelhelikales Kollagen spalten:
Die von der interstitiellen Kollagenase (MMP-1) erkannte Spaltsequenz im Kollagen des Interstitiums
scheint auch in vivo von keiner anderen Protease erkannt zu werden (Woessner et al.,, 1998).
Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass rekombinant ohne Hamopexin-dhnliche Doméne
dargestellte neutrophile Kollagenase (MMP-8) zwar noch denaturiertes, jedoch kein natives Kollagen
mehr spalten kann (Murphy und Knduper, 1997).

Die Gelatinasen binden iiber ihre Fibronektin-dhnliche Doméne an Typ IV Kollagen, welches einen
wesentlichen Bestandteil der Basalmembranen darstellt. Man geht davon aus, dass diese beiden
Enzyme bei Umbauprozessen dieser extrazelluldren Matrixschicht eine zentrale Rolle einnehmen (Yu
et al., 1998, Vu und Werb, 1998). So wurde zum Beispiel gezeigt, dass der Expressionslevel und die
Aktivitdt beider Gelatinasen wahrend der Transmigration von T-Zellen, bzw. eosinophilen Granulo-
zyten durch die Basalmembran erhoht wird wund dass diese Durchwanderung mit

Metalloproteinaseinhibitoren gehemmt werden kann (Leppert et al., 1995; Madri et al., 1996; Okada
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et al., 1997). Ahnliches gilt fiir die Invasion von Tumorzellen (Stetler-Stevenson, 1994; Yu et al.,
1998).

Die beiden sehr nahe verwandten Stromelysine -1 und -2 verdauen in vitro eine Vielzahl von Matrix-
komponenten, jedoch kein tripelhelikales Kollagen. Beide Enzyme weisen ein sehr #hnliches
Substratrepertoire auf, jedoch ist die katalytische Effizienz von Stromelysin-1 meist hoher als von
Stromelysin-2 (Nagase, 1998). Die Liste der erkannten Substrate umfaflit Proteoglykane und
Glycoproteine wie Fibronectin, Tenascin, Vitronectin, Perlecan, Versican, Ovostatin, Nidogen,
Substanz P, Insulin B Kette, sowie verschiedene andere Metalloproteinasen und vieles andere mehr
(Ubersicht in Nagase, 1998).

Der Name Stromelysin-3 fiir MMP-11 ist irreleitend, da es keinen Anlass gibt dieses Enzym etwa
aufgrund einer verwandten Doménenstruktur, Aminosduresequenz oder iiberlappender Substrat-
spezifititen den beiden anderen Stromelysinen zuzuordnen. Dieser Name wurde von den Erst-
beschreibern (Basset et al, 1990) aufgrund eines Missverstindnisses vergeben (Paul Basset,
StraBburg, personliche Mitteilung). Bisher konnte flir Stromelysin-3 keine enzymatische Aktivitét
gegeniiber Matrixkomponenten nachgewiesen werden (Parks und Mecham, 1998).

Der Name Matrilysin fiir MMP-7 soll verdeutlichen, dass diese verkiirzte Matrixmetalloproteinase
imstande ist, nahezu alle Matrixkomponenten zu spalten ("lysieren") (Wilson und Matrisian, 1998). In
dieser Hinsicht gleicht Matrilysin am ehesten den beiden Stromelysinen-1 und -2.

Die Makrophagenelastase (MMP-12) wurde als nahezu ausschlieSlich von Makrophagen produziertes,
Elastin abbauendes Enzym entdeckt (Shapiro et al., 1992 und 1993). Mittlerweile hat es sich jedoch
gezeigt, das diese Matrixmetalloproteinase auch andere Substrate, wie zum Beispiel verschiedene
Komponenten der Basalmembran spalten kann (Gronski ef al., 1997).

Den Mitgliedern der stindig wachsende Gruppe der MT-MMPs wird eine zentrale Rolle in der
Aktivierungskaskade der anderen Matrixine zugewiesen (Knéduper und Murphy, 1998). MT1-MMP
wurde als der lange gesuchte, von invasiven Tumorzellen exprimierte, membranstidndige Aktivator der
Gelatinase A isoliert (Sato et al, 1994). Auch den anderen MT-MMPs werden dhnliche Aufgaben
zugewiesen. Neben dieser sehr wichtigen Rolle zeigen die MT-MMPs auch proteolytische Aktivitat
gegen Matrixkomponenten wie Gelatin, Typ I Kollagen und Fibronektin (Polette und Birembaut,
1998).

Enamelysin wird nur in den Zahnschmelz-bildenden Zellen (engl.: enamel organ) produziert und setzt
Amelogenin, die Hauptproteinkomponente des Zahnschmelzes um (Bartlett et al., 1996; Llano et al.,
1997).

Neben den genannten Molekiilen der extrazelluldren Matrix wurden in den letzten Jahren immer mehr
Substratmolekiile fiir Matrixmetalloproteinasen gefunden, die keine Strukturmolekiile der extra-
zelluldren Matrix darstellen. Dazu gehoren Serinproteinaseinhibitoren, wie o/;-Proteinase Inhibitor und
o;-Antichymotrypsin oder Bindeproteine fiir Wachstumsfaktoren, wie das IGF Bindeprotein 3
(Desrochers et al, 1992; Pei et al, 1994; Gronski et al, 1997, Ohuchi et al, 1997).

9
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Des weiteren gibt es Hinweise, dass die proteolytische Bildung des sehr selektiv wirkenden
Angiogeneseinhibitors Angiostatin von Matrixmetalloproteinasen katalysiert wird (Dong et al., 1997;
Patterson und Sang, 1997, Cornelius et al., 1998). Der parakin, bzw. autokrin auf die Expression von
Kollagenase-1 wirkende Akutphasereaktant Amyloid A wird ebenfalls von Matrixmetalloproteinasen,
wie Kollagenase-1 und Stromelysin-1 umgesetzt (Mitchell et al., 1993). Die Gelatinasen schlieBlich
werden fiir die Hydrolyse des Zelloberflachen Kohlenhydrat-Bindeproteins Galectin-3 verantwortlich
gemacht, welches Zellwachstum und Differenzierung beeinflusst (Ochieng et al., 1994).

Die physiologische Relevanz der genannten Spaltung von nicht-Matrixmolekiilen durch Matrixine ist
noch weitgehend unklar. Sie zeigt jedoch, dass den Matrixmetalloproteinasen hochstwahrscheinlich
eine weitergehende Bedeutung zukommt, als noch vor wenigen Jahren angenommen wurde.
Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass die meisten dieser neuen Substrate regulatorische
Molekiile in Prozessen darstellen, die schon zuvor mit Matrixmetalloproteinase Aktivitit korreliert
wurden. Bisher wurde jedoch angenommen, dass sich diese Aktivitit hauptsidchlich auf die Umsetzung
von Strukturmolekiilen beschrinkt. Ein Prozess, der in diesem Zusammenhang im Augenblick sehr

viel Beachtung erfahrt, ist die Angiogenese, die in Kapitel 1.3.4 noch einmal dargestellt werden wird.

1.3.4 "Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases" (TIMPs)

Betrachtet man die Rolle der Matrixmetalloproteinasen beim Umbau der extrazelluldren Matrix, so ist
es genauso wichtig, auf eine Klasse ubiquitdr vorkommender natiirlicher Inhibitoren dieser
Proteinasen einzugehen. Die sogenannten "Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases"” (TIMPs),
stellen eine Familie von mittlerweile vier verwandten Proteinen dar, die je nach Glykosylierung 20 bis
30 kDa grof} sind. Ihre inhibitorische Wirkung entfalten sie iiber einen dem "cysteine switch" analogen
Mechanismus: Die Carbonyl- und Aminogruppe der N-terminalen Aminosdure der TIMPs
komplexiert das Zinkion im aktiven Zentrum der Matrixmetalloproteinasen und verhindert damit die
Bindung des fiir die Katalyse wichtigen Wassermolekiils (Tschesche, 1998b). Der C-terminale
Abschnitt der TIMP-Molekiile geht gleichzeitig eine Bindung mit der Himopexin-dhnlichen Doméne
der Matrixmetalloproteinasen ein, was die schon im nanomolekularen Bereich liegenden
Dissoziationskonstanten um eine weitere GroBenordnung verkleinert (Kleine et al., 1993).

TIMPs werden oftmals von denselben Zelltypen exprimiert, die auch die Matrixmetalloproteinasen
produzieren (Overall, 1994).

Die Wechselwirkung der Matrixine mit den TIMPs fiigt der Regulation der enzymatischen Aktivitét
dieser Proteinasen eine weitere Stufe hinzu: Neben der Kontrolle der Genexpression und der
proteolytischen Aktivierung der Proenzyme kann auch die Aktivitét bereits aktivierter Enzyme durch
Hemmung kontrolliert werden. Wobei auch die Produktion der Inhibitoren wiederum einer
transkriptionellen Regulation unterliegt. Die schlussendliche proteolytische Degradation der

extrazelluldren Matrix ist also immer ein Produkt vieler Faktoren innerhalb eines fein abgestuften
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Equilibriums zwischen aktivierten Proteinasen und ihren Inhibitoren (Overall, 1994; Birkedal-Hansen,
1995; Gomez et al., 1997).

Analog den Matrixmetalloproteinasen selbst, werden den TIMPs in jlingster Zeit neben der Hemmung
der proteolytischen Aktivitidt immer mehr neue Aufgaben zugewiesen. So scheinen sie unter anderem
mitogene und antiangiogene Aktivitit zu besitzen (Takigawa et al., 1990; Bertaux et al, 1991;
Hayakawa et al., 1992; Moses, 1997). Dabei ist jedoch nicht klar, in wie weit diese Aktivititen auf die
Inhibition von Matrixmetalloproteinasen zuriickgefiihrt werden kénnen (Bodden et al., 1994; Moses,

1997).

1.3.5 Physiologische und pathologische Bedeutung der Matrixmetallo-

proteinasen

Normal Pathologisch

Entwicklung Gewebezerstérung
Blastozysten Implantation + Rheumatoide Arthritis
Embryonalentwicklung +  Osteoarthritis
Nervenwachstum +  Tumorwachstum
Knorpelabbau in Wachstumsplatten + Metastasierung
Knochenwachstum +  Decubitus Geschwiir
Zahnschmelzreifung +  Cornea Geschwiir
Zahnbildung + Magengeschwiir

+  Zahnerkrankungen

Reproduktion Fibrotische Erkrankungen
Endometrischer Zyklus +/- Leberzirrhose
Ovulation - Fibrotische Lungenerkrankungen
Luteolyse - Otosclerose (Mittelohrverkndcherung)
Cervix Dilatation +/- Arteriosklerose
Postpartum Uterusriickbildung +  Multiple Sklerose
Morphogenese der Brustdriise +  Cystische Fibrose
Riickbildung der Brustdriise
Umbau fétaler Membranen

Erhaltung Schwiichung der Matrix
Knochenumbau +  Erweiterte Kardiomyopathien
Haarfollikelwachstum +  Epidermolysis Bullosa
Wundheilung +  Aortische Aneurysmen
Angiogenese
Apoptose
Nervenregeneration

Makrophagenfunktion (z.B. Migration)
Neutrophilenfunktion (z.B. Migration)

Tabelle 2 Die physiologische und pathologische Bedeutung von Matrixmetalloproteinasen

Ein vorgestelltes "+" bedeutet, dass die jeweilige Erkrankung mit einer Erhéhung der proteolytischen Aktivitat

verbunden ist, ein "-" mit einer Erniedrigung. "+/-" bedeutet, dass diese Zusammenhange nicht geklart sind, bzw.
dass eine Abhangigkeit vom Krankheitsstadium festgestellt wurde oder dass fiir einzelne Matrixmetallo-

proteinasen unterschiedliches Verhalten gezeigt wurde. Adaptiert und ergénzt nach Woessner (1998).
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Wie in Kapitel 1.3.3 dargestellt, gibt es viele Unklarheiten beziiglich der natiirlichen Substrate der
einzelnen Matrixmetalloproteinasen. Trotz dieser Einschrinkung steht die grofle physiologische und
pathophysiologische Bedeutung dieser Proteinfamilie auler Frage.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der biologischen und pathologischen Prozesse, bei denen von einer
wichtigen oder sogar zentralen Rolle der Matrixmetalloproteinasen ausgegangen wird.

Wie oben erwihnt sind die Beweise fur, bzw. Hinweise auf die Aktivitit der einzelnen Matrixine bei
diesen Prozessen meist nur indirekt. So wurde in vielen Féllen iiber in situ Hybridisierung oder
Immunhistochemie die Expression der jeweiligen Proteinasen mit dem jeweiligen Vorgang, bzw.
Krankheitsverlauf korreliert. Auch wurden vielfach spezifische Degradationsprodukte, wie z.B.
bestimmte Kollagenfragmente als Hinweis auf eine Beteiligung der Matrixmetalloproteinasen
herangezogen (Dodge et al., 1991).

Analysen, die die Rolle einer spezifischen Matrixmetalloproteinase in einem bestimmten Prozess
detailliert und zweifelsfrei aufzeigen, sind relativ selten. Krane (1994) hat verschiedene Kriterien
vorgeschlagen, nach denen der Beitrag einer einzelnen Matrixmetalloproteinase in einem
Umbauprozess belegt werden kdnnte. Neben spezifischen Inhibitoren und inhibitorischen Antikorpern
wird hier unter anderem auch die Verwendung von transgenen und von knockout Mausen genannt.
Jedoch haben selbst solche Ansétze bisher nicht die in sie gesetzten Hoffnungen erfiillen kénnen, da

sie nur sehr selten klare Aussagen zulieBen, bzw. nicht zu klar definierten Phanotypen fiihrten.

1.3.5.1 Anwendung von Metalloproteinaseninhibitoren

Ein spezielles Problem, dass mit der Verwendung von artifiziellen Inhibitoren der Matrixmetallo-
proteinasen zusammenhéngt, ist die Tatsache, dass die bisher verwendeten und auf Hydroxamat
basierenden Hemmstoffe (Ubersicht in Beckett und Whittaker, 1998) ungeeignet sind, zwischen den
einzelnen Familienmitgliedern zu unterscheiden und zudem sogar neben den anvisierten Matrix-
metalloproteinasen auch die Aktivitdt der erst viel spiter entdeckten Adamalysine inhibieren. Es ist
somit unklar, ob die bei Verwendung solcher Inhibitoren beobachtete Reduktion der arthritischen
Gelenkzerstorung (Conway et al., 1995) oder die positiven Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf
bei EAE-Mausmodellen der multiplen Sklerose (Gijbels et al., 1994; Hewson et al., 1995; Clements et
al,, 1997) alleine auf die Inhibition der Matrixmetalloproteinasen zuriickgefiihrt werden kann. Die
eingesetzten Hemmstoffe haben in diesen Untersuchungen mit sehr groer Wahrscheinlichkeit auch
zur Hemmung der damals noch nicht isolierte TNFo-Konvertase gefiihrt (Moss et al., 1997; Black et
al., 1997, Amour et al, 1998). TNFa spielt jedoch eine zentrale Rolle im arthritischen
Entziindungsgeschehen (Feldman et al., 1996) und scheint auch an der Pathogenese der EAE beteiligt
zu sein (Raine, 1995). Die beobachteten Effekte auf die Verldufe der beiden Erkrankungen kénnten
also zumindest zum Teil auch auf die Hemmung der TNFa-Konvertase zuriickgefiihrt werden.

Trotz dieser Einschrinkungen wird im Augenblick sehr viel Hoffnung in die Entwicklung neuer

Inhibitoren gesetzt, wobei versucht wird eine neue Generation von Hemmstoffen zu entwickeln, die
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spezifisch gegen einzelne Matrixmetalloproteinasen gerichtet sind. Solche Substanzen wiirden einen
sehr groBen Fortschritt fiir die Matrixmetalloproteinasen Forschung bedeuten. Die Hauptmotivation
fiir die Entwicklung dieser Inhibitoren liegt jedoch in der erwarteten klinischen Anwendbarkeit. Im
Augenblick werden verschiedene klinische Studien durchgefiihrt, die zeigen sollen, ob der
Krankheitsverlauf bei Corneageschwiiren, bei Osteo- und Rheumatoider Arthritis und bei
verschiedenen Tumorerkrankungen durch die systematische Inhibition von Matrixmetalloproteinasen

verbessert werden kann (Ubersicht in Johnson et al., 1998).

1.3.5.2 "Transgene und Knockout" Mause

Die bisher hergestellten transgenen und knockout Mause fiir Matrixmetalloproteinasen waren fiir viele
in diesem Feld titigen Wissenschaftler enttduschend (Ubersicht in Shapiro, 1997). Bei den vielfiltigen
Aufgaben, die diese Enzyme schon wihrend der Embryonalentwicklung inne haben, wurden sehr
dramatische Phénotypen, bis hin zur Letalitit, vor allem bei den knockout Méusen erwartet. Auch
wurde angenommen, dass Matrixmetalloproteinasen knockout Méuse aufgrund ihrer Aufgaben im
weiblichen Reproduktionszyklus steril sein sollten. Jedoch sind Metalloelastase-, Matrilysin-,
Stromelysin-1-, Gelatinase A- und Gelatinase B-negative Mause sowohl fertil als auch phénotypisch
normal (Shipley et al., 1996; Wilson et al., 1997; Itoh et al., 1997; Mudgett et al., 1998; Vu et al.,
1998). Hierfiir gibt es zwei Deutungen: Entweder besitzen die Matrixmetalloproteinasen nicht die
angenommene Relevanz fiir Entwicklungsprozesse oder die von ihnen erfiillten Aufgaben sind so
bedeutend, dass sie von "Backup-Prozessen" gesichert werden. Fiir die zweite Hypothese der
funktionellen Redundanz spricht, dass weitergehende Untersuchungen der knockout Mause gezeigt
haben, dass es durchaus zu Stérungen in Entwicklungsprozessen kommt: So ist zum Beispiel die
Wachstumsrate in Gelatinase A-negativen Mausen um 15% erniedrigt (Itoh ef al., 1997). Es liegt also
nahe anzunehmen, dass die entwicklungsspezifischen Funktionen dieser Matrixmetalloproteinase
durchaus vorhanden sind, aber durch andere Enzyme kompensiert werden konnen. Die Etablierung
dieses kompensatorischen Prozesses resultiert in der beobachteten Verminderung der Wachstumsrate.
Sehr gut ist das am Beispiel der Gelatinase B knockout Maus zu verfolgen (Vu et al, 1998): Die
Knochen des adulten Tiers sind phénotypisch weitgehend normal. Betrachtet man aber die embryonale
Knochenbildung, so findet man hier sehr starke Defekte, die zu einem fehlerhaften Aufbau der
Knochen fithren. Diese Fehlentwicklungen sind jedoch schon drei Wochen postnatal nicht mehr
sichtbar. Noch nicht weiter untersuchte Enzymsysteme scheinen hier eine Reparatur des Knochen-
aufbaus zu ermoglichen. In diesem Zusammenhang werden mit Spannung die ersten Méuse erwartet,
bei denen mehr als ein Matrixingen deletiert ist

Fiir das Verstindnis der pathologischen Rolle der Matrixmetalloproteinasen haben die hergestellten
knockout und zum Teil auch die transgenen Miuse jedoch einen wertvollen Beitrag geleistet. Die
analysierten Méuse erkranken zwar im Regelfall nicht spontan, jedoch findet man bei geeigneter

Stimulierung durchaus pathologische Merkmale, die der jeweiligen vermuteten Rolle der
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Matrixmetalloproteinasen entsprechen (Shapiro, 1997). So wurde gezeigt, dass Wildtypméause
entsprechend dem Menschen als Reaktion auf Zigarettenrauch Lungenemphyseme bilden,
Metalloelastase knockout Miuse zeigen dieses Krankheitsbild jedoch nicht (Hautakami et al., 1997).
Eine Erhéhung der pulmoniren Emphyseme wurde jedoch nach Uberexpression der Kollagenase-1 in
der Lunge beobachtet (D'Armiento et al., 1992).

Viele dieser Untersuchungen stehen noch am Anfang, so dass der Ansatz der genetischen
Manipulation der Matrixinexpression hochstwahrscheinlich erst in den néchsten Jahren viele neue
Ergebnisse liefern wird, vor allem auch, wenn wie erwédhnt mehrere Mitglieder dieser oder auch

verwandter Proteinasefamilien gleichzeitig manipuliert werden.

1.3.6 Pathophysiologie am Beispiel der Tumorprogression

Neben der Rolle der Matrixmetalloproteinasen bei der fortschreitenden Gelenk- und Knochen-
zerstorung in arthritischen Erkrankungen wird im Augenblick der Beitrag dieser Enzyme zum
Wachstum und der Metastasierung von Tumoren sehr intensiv untersucht..

Die aktuellen Techniken der Tumortherapie, wie Operation, Bestrahlung, Chemo- und Hormon-
therapie basieren auf Konzepten, die vor {iber 10 bis 20 Jahren entwickelt wurden. Innerhalb dieser
Ansitze gab es immer wieder Verbesserungen, ein wirklicher Durchbruch konnte jedoch nicht erreicht
werden. Im Augenblick existieren jedoch drei experimentelle Bereiche, aus denen grundlegend neue
Therapieformen entwickelt werden kdnnten. Diese umfassen zum einen Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptoren, zum anderen die Aktivitit von Proteinasen bei Tumorwachstum und Metastasierung und
zuletzt die Angiogenese. In den letzten beiden Bereichen scheinen Matrixmetalloproteinasen eine
wichtige Rolle zu spielen. Einmal findet man Tumorprogression, also die Ausbreitung von
Tumorzellen assoziiert mit der Expression dieser Proteinasen, zum zweiten wird immer mehr klar,
dass Matrixmetalloproteinasen auch bei angiogenetischen Prozessen unabdingbar sind (Auerbach und
Auerbach, 1994; Moses 1997; Yu et al., 1997).

Das Verhalten der einzelnen Matrixmetalloproteinasen variiert sehr stark mit Tumortyp und Stadium
der Tumorerkrankung. Zusammengefasst und vereinfacht aus einer Vielzahl von Publikationen ergibt
sich jedoch folgendes Bild: Im Stromagewebe, welches den Tumor umgibt, findet sich eine signifikant
erhohte Expression der Kollagenasen, der Gelatinasen und von Stromelysin-3; Matrilysin hingegen
wird fast ausschlieBlich von den neoplastischen Tumorzellen selbst exprimiert. Die Lokalisierung der
ebenfalls stark erhoht exprimierten MT-MMPs ist noch nicht eindeutig geklirt (Ubersichten in
Mignatti und Rifkin, 1993; Crawford und Matrisian, 1994; Yu et al., 1997).

Die Prognose der Tumorerkrankung ist oftmals an den Expressionslevel der einzelnen Matrixmetallo-
proteinasen gekniipft: Eine hohe Expression bedeutet meist eine schlechte Prognose. Des weiteren
findet man auch eine Korrelation des Metastasierungspotentials mit der Hohe der Matrixinexpression

(Ubersicht iiber ein Vielzahl von Studien in Yu et al., 1997).
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Angiogenese ist einer der zentralen Prozesse beim Wachstum von Tumoren, da ohne die Neubildung
von BlutgefaBlen eine Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen nicht méglich ist und
die TumorgroBe damit auf weniger als einen halben Millimeter beschriankt bleiben wiirde. Hemmung
der Angiogenese stellt damit einen vielversprechenden Ansatz bei der Bekdmpfung des Tumor-
wachstums dar. Hinzu kommt, daf3 die Neubildung, bzw. das Wachstum von Blutgefiflen im adulten
Organismus sehr selten ist, so dafl eine Hemmung dieses Prozesses nur wenige Nebenwirkungen mit
sich bringt (Hanahan und Folkman, 1996).

Der Prozess der Angiogenese ist sehr komplex (Ubersichten in Auerbach und Auerbach, 1994;
Cockerill et al., 1995; Folkman, 1995; Folkman und D'Amore, 1996). Dabei kommt es zu einem
Zusammenspiel von Adhésionsfaktoren, wie dem of;-Integrin, von Wachstumsfaktoren, wie VEGF
("vascular endothelial growth factor"), von Inhibitoren wie Angiostatin, sowie dem proteolytischen
Umbau des zu vaskularisierenden Gewebes. Hier scheint die Aktivitdt der Matrixmetalloproteinasen
einer der bestimmenden Faktoren zu sein, so dass versucht wird iber synthetische
Proteinaseinhibitoren die Tumorgréfie zu beschrianken (Moses, 1997; DeClerck et al., 1997; Yu et al.,
1997). Interessanterweise ist die Rolle der Matrixmetalloproteinasen bei der Angiogenese nicht nur
auf die Proteolyse der umgebenden Extrazellularmatrix beschrinkt, sondern zumindest die Gelatinase
A scheint auch in regulatorischen Prozessen wéhrend des GefdBwachstums involviert zu sein (Brooks

et al., 1998).

1.4 Die Matrixmetalloproteinase RASI (MMP-19)

Die vorangegangenen Kapitel haben gezeigt, wie komplex und vielseitig und vor allem auch wie
ungeniigend verstanden die Rolle der Matrixmetalloproteinasen in einer Vielzahl von physiologischen
und pathologischen Prozessen ist. Die Entdeckung eines neuen, zu keiner der bisher bekannten
Untergruppen gehdrenden Familienmitglieds, ndmlich der Matrixmetalloproteinase RASI (MMP-19),
stellte in diesem Zusammenhang eine groBe Uberraschung dar (Mauch, Diplomarbeit 1996; Sedlacek,
Dissertation 1996; Patentanmeldung (Krawinkel, Mauch und Sedlacek), 1996; ; Cossins et al., 1996;
Pendas et al., 1997).

1.4.1 Isolierung des Autoantigens RASI (MMP-19)

RASI (MMP-19) wurde erstmals in einer Studie entdeckt, die darauf abzielte, neue mit Rheumatoider
Arthritis assoziierte Autoantigene zu identifizieren und zu isolieren (Mauch, Diplomarbeit 1996;
Sedlacek, Dissertation 1996; Patentanmeldung (Krawinkel, Mauch und Sedlacek), 1996; Sedlacek et
al., 1998).

Rheumatoide Arthritis (RA) stellt mit einer Prdvalenz von einem Prozent weltweit und einer jahrlichen
Inzidenz von drei pro 10.000 erwachsenen Personen eine relativ hdufige Erkrankung dar und die
Mortalitdt der RA-Patienten ist gegeniiber der Normalbevolkerung deutlich erhoht (Linos et al., 1980,
Fye und Sack, 1994). Die Ursache der RA ist immer noch unbekannt. Man geht heute von der
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Koinzidenz genetischer, infektioser und hormoneller Faktoren aus, welche zur Krankheitsentstehung
beitragen (Feldmann et al, 1996b). Die genetische Komponente bezieht sich in erster Linie auf
bestimmte HLA-Klasse-1I-Gene, ndmlich die HLA DR1 und DR4 f-Ketten. Diese zeichnen sich
dadurch aus, dass sie ein bestimmtes Sequenzmotiv, das sogenannte shared epitope (QK/RRAA),
innerhalb der dritten hypervariabelen Region tragen (Nepom, 1991; Winchester, 1994). Das
Vorhandensein dieser Allele ist zwar weder zwingend noch hinreichend fiir die Entwicklung der RA,
die Wahrscheinlichkeit an RA zu erkranken und vor allem auch die Schwere der Erkrankung nimmt
jedoch mit dem Vorhandensein dieser HLA-Typen zu (Fye und Sack, 1994). Des weiteren scheinen
auch Gene, die fiir bestimmte T-Zellrezeptoren oder fiir bestimmte Allotypen von
Immunglobulinketten kodieren, an der Entstehung, bzw. am Verlauf der RA beteiligt (Hillert und
Olerup, 1992, Gold, 1994, Zarnowski et al, 1986). Zusammen mit dem Vorkommen -einer
spezifischen Klasse von Autoantikérpern gegen die Fc-Region der Immunglobuline, den sogenannten
Rheumafaktoren, bei 75% der RA Patienten, zeigen alle diese genetischen Komponenten eine wichtige
Rolle des Immunsystems bei der Pathogenese der RA auf (Fye und Sack, 1994). Man geht deswegen
davon aus, dass zumindest einem Teil der pathologischen Vorginge bei der RA Autoantigen-
getriebene Prozesse zugrunde liegen. Trotz vieler Versuche, war es jedoch bisher nicht moglich,
Autoantigene zu isolieren, die fiir die RA spezifisch waren.

In unserer Arbeitsgruppe wurde versucht, neue, RA-assoziierte Autoantigene zu isolieren, indem eine
Expressions-cDNA-Bank aus Zellen der Synovialmembran einer RA-Patientin erstellt und mit
gereinigten IgG-Antikdrpern derselben Patientin durchsucht wurde (Sedlack et al., 1998). Einer der
isolierten cDNA Klone kodierte fiir ein 144 Aminosduren grofles Proteinfragment, welches
Homologien zu Hamopexin aufwies. Aus einer cDNA Bank, erstellt aus peripheren mononukleédren
Blutzellen, wurden vollstdndige cDNAs von 2223, bzw. 3222 Basenpaaren isoliert. Beide kodieren fiir
dasselbe, bis dahin unbekannte 508 Aminosduren umfassende Protein RASI (Simon Mauch,
Diplomarbeit 1996). Sequenzvergleiche mit bekannten Proteinen ergaben eine signifikante
Ahnlichkeit mit den Mitgliedern der Matrixinfamilie, in welche RASI als MMP-19 eingeordnet wurde
(siche Kapitel 1.4.2). Die Frage, ob RASI (MMP-19) als ein fiir die RA spezifisches Autoantigen
betrachtet werden kann, ist noch nicht abschlieBend geklirt. Sie ist Teil einer im Augenblick laufenden
Promotionsarbeit in unserer Arbeitsgruppe. Bislang konnte jedoch schon gezeigt werden, dass Seren
von RA-Patienten RASI (MMP-19) erkennen. Das heif3t, dass diese neue Matrixmetalloptoteinase also
zumindest ein RA-assoziiertes Autoantigen darstellt (Sedlacek, 1998; Patentanmeldung (Krawinkel,
Mauch und Sedlacek), 1996).

RASI (MMP-19) ist die erste Proteinase und vor allem auch die erste Matrixmetalloproteinase, die als
Ziel der arthritischen Immunantwort beschrieben wurde. Es wird davon ausgegangen, dass Mitglieder
dieser Enzymfamilie wichtige Mitverursacher der arthritischen Gelenkzerstérung sind (Johnson et al.,
1998). Das heiflt, dass RASI (MMP-19) also einerseits als Autoantigen eine Art "Opfer" der
pathologischen Vorgénge bei RA darstellt, auf der andern Seite ist die Matrixmetalloproteinase RASI
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(MMP-19) gleichzeitig ein potentieller "Téter", der unter Umstdnden direkt zur arthritischen
Gelenkzerstorung beitrdgt. Dieser Dualismus ldsst interessante Arbeitshypothesen iiber die Rolle der
Autoimmunantwort bei der RA zu: Vielleicht ist die Autoimmunantwort in diesem Fall eine Abwehr
des Organismus gegen schidliche, bzw. fehlregulierte korpereigenen Enzyme, stellt also eine sinnvolle
Reaktion auf einen vorgeschalteten Krankheitsprozess dar. Um eine solche Arbeitshypothese zu
iiberpriifen, ist es unabdingbar, die biologische und damit auch potentielle pathologische Rolle der

Matrixmetalloproteinase RAST (MMP-19) zu verstehen.

1.4.2 RASI ist die Matrixmetalloproteinase-19

Obwohl RASI (MMP-19) nur etwa 30% Sequenzidentitéit, bzw. 50% Ahnlichkeit zu den anderen
Matrixmetalloproteinasen zeigt und damit relativ weit entfernt von anderen Familienmitgliedern steht,
konnte dieses 508 Aminosduren umfassende Enzym eindeutig der Matrixinfamilie zugeordnet werden.
Die Einordnung als MMP Nummer 19 wurde von Pendas et al. (1997) vorgenommen und entspricht
der nach der Gordon Konferenz (1997) giiltigen Zahlweise (Woessner, 1998). Der Name RASI bezieht
sich auf das urspriinglich entdeckte Autoantigen und es ist bisher nicht klar, ob sich dieser Name als
Trivialname fir MMP-19 durchsetzen wird. Aus diesem Grunde wird die Bezeichnung der
Metalloproteinase RASI im folgenden MMP-19 lauten.

Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt wurde, besitzt MMP-19 die flir Matrixmetalloproteinasen
typische Doménenstruktur, bestehend aus Signalpeptid, Propeptid, Katalytischer Doméne,
Hingeregion und Hamopexin-dhnlicher Doméne. Zusétzlich zu den bekannten Doménen weist MMP-
19 eine C-terminale Sequenz von 30 Aminoséduren auf. Diese leicht hydrophobe RASI-Domiéne zeigt
weder signifikante Homologie zu Mitgliedern der Matrixinfamilie, noch zu anderen bekannten
Proteinstrukturen. Die Funktion dieser Doméne ist bisher noch unbekannt.

Als weiteres auffilliges Strukturmerkmal besitzt MMP-19 eine markante Sequenzabweichung
innerhalb der Autoinhibitor Region. Wie in Kapitel 1.3.1 dargestellt, ist diese Sequenz wichtig, um
durch Maskierung des aktiven Zentrums die sezernierten Proenzyme inaktiv zu halten. Die bisherige
Konsensussequenz wurde mit PRCGVPD beschrieben. MMP-19 zeigt zwei Abweichungen innerhalb
dieser Region: PRCGLED - Valin ist ersetzt durch Leucin und Prolin durch Glutamat. Die
Konsequenzen dieser Substitution sind noch unklar, da bisher noch keine Daten zur enzymatischen
Aktivitit, bzw. zur Aktivierung von MMP-19 vorliegen. Es konnte jedoch fiir andere Matrixmetallo-
proteinasen gezeigt werden, dass Aminosdure Substitutionen in diesem Bereich zum Teil sehr
drastische Auswirkungen auf die Latenz haben und zur Aktivierung der Proenzyme fiihren kénnen
(Sanchez-Lopez et al., 1988; Windsor et al., 1991; Park et al., 1991). Es ist also durchaus moglich,
dass diese Substitutionen bei MMP-19 einen Einfluss auf die Aktivierung dieses Enzyms haben.
Denkbar wére in diesem Zusammenhang eine spontane autoproteolytische Aktivierung.

Die Hingeregion, die den Ubergang von der Katalytischen zur Himopexin-ihnlichen Domine darstellt

und die Riickfaltung dieser Doméne auf die Katalytische erlaubt (Woessner, 1994), weist ein negativ
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geladenes Cluster von sechs Glutamatresten und einem Aspartatrest auf (VIRDEEEEETEL), welches
in dieser Form bei keiner der anderen Matrixmetalloproteinasen anzutreffen ist. Auch dieser Abschnitt
konnte bisher noch keiner speziellen Funktion zugeordnet werden.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass MMP-19 zwar eindeutig zur Matrixinfamilie gerechnet
werden kann, aber neben einer relativ geringen Ahnlichkeit zu den anderen Familienmitgliedern einige
strukturelle Besonderheiten aufweist, wie auch in dieser Arbeit noch einmal ausfiihrlich dargelegt
werden wird.

Ziel der hier vorliegenden Doktorarbeit war es, erste Daten iiber die Expression, die subzelluldre
Lokalisierung und iiber mogliche Interaktionspartner von MMP-19 zu erstellen, um Ansatzpunkte zu
finden, wie MMP-19 in das komplexe Bild der Matrixinfamilie in ihrer Rolle im Umbau der

extrazellularen Matrix einzuordnen ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Losungsmittel waren von p.A. Qualitdt oder von der
jeweils kommerziell hochst erhiltlichen Reinheit. Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders
angegeben, von den Firmen Roth, Sigma, ICN oder Merck bezogen. Doppelt destilliertes Wasser
(DDW)  wurde durch zweistufige Destillation gewonnen. Kunststoffreaktions-  und
Zentrifugationsgefdfle stammten von den Firmen Biozym (Hess. Oldendorf), Eppendorf (Hamburg)
und Greiner (Frickenhausen). Radiochemikalien wurden von den Firmen ICN (o’S-dATP, Tran’’S-
label) und Pharmacia-Amersham (o’’S-Methionin) bezogen. Réntgenfilme stammten von Kodak

(BioMax Light) oder von Pharmacia-Amersham (Freiburg) (Hyperfilm MP).

21.1 Zellkulturreagenzien und GefaRe

Zellkulturmedien und Zusédtze wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Bibco BRL
(Standardmedien und Zusitze), Sigma (Zusétze) und ICN (Serumfreie Medien und Zusétze) bezogen.
Zellkulturgefafie stammten von der Firma Greiner. Ultra Low Attachment Platten wurden von Costar

bezogen.

2.1.2 Enzyme und Reagenzien fur die Molekularbiologie

Die verwendeten Enzyme stammten, wenn nicht anders angegeben, von NEB (Schwalbach). Taq-
DNA-Polymerase war von Appligene-Oncor (Heidelberg), Pfu- und Turbo-Pfu-DNA-Polymerase von
Stratagene (Heidelberg), Superscriptll™ Reverse Transkriptase von Bibco BRL. DNA- und Protein-
Groflenstandards stammten von Bibco BRL, bzw. Pharmacia-Amersham (Freiburg). Desoxynukleotid-
triphosphate und Nukeleotidtriphosphate waren von AGS (Heidelberg), bzw. von Pharmacia-
Amersham.

ProteinA-Sepharose war von Pharmacia-Amersham.

Bestandteile fiir Bakterien- und Hefemedien waren von Difco (Heidelberg).

Oligonukleotide stammten von MWG-Biotech (Miinchen), BIG-Biotech (Freiburg) oder von
Pharmacia-Amersham (Freiburg).

Die verwendeten E.coli Stimme XL1- und XL2-blue MRF*, sowie SOLR und XLOR waren von

Stratagene.

2.1.3 Antikorper

Peroxidase, Cy3, PE und FITC gekoppelte anti-Kaninchen und anti-Maus IgG stammten von Dianova
(Hamburg). Anti-HA-Antikorper wurden von Boehringer Mannheim (Mannheim) bezogen. Kaninchen

anti-LexA Antikorper wurden freundlicherweise von Dr. Erika Golemis (Fox Chase Cancer Center,
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Philadelphia, U.S.A.) zur Verfiigung gestellt. Hybridomzellen die den Maus monoklonalen anti-MMP-
19-Antikorper produzieren und der Kaninchen anti-MMP-19 Antikérper (Kolb et al., 1997) wurde von
Dr. Cornelia Kolb und Dr. Radislav Sedlacek (Universitit Konstanz) zur Verfiigung gestellt.

2.2 molekularbiologische Standardtechniken

Zur Manipulation und Analyse von Nukleinsduren, Proteinen, Escherichia coli und Saccharomyces
cerevisiae kamen Standardtechniken zum Einsatz, die ausfiihrlich unter Ausubel et al. (1993) und
Maniatis et al. (1982) beschrieben sind. Dort sind auch die verwendeten Losungen und Puffer
aufgefiihrt. Im folgenden sind nur jene Techniken ausfiihrlich aufgefiihrt, die von den dort

beschriebenen Techniken abweichen, bzw. die eigene Weiterentwicklungen enthalten.

2.2.1 Plasmidpraparation

In E.coli propagierte Plasmide wurden nach Modifikationen des alkalischen Lyse Protokolls

(Birnboim, 1983) isoliert.

2.2.1.1 Plasmidminipraparation aus E.coli

Plasmidminiprédparationen wurden nach einer geringen Modifikation der TENS-Methode (Zhou, 1994)
durchgefiihrt.

2.2.1.2 Plasmidmaxiprapation aus E.coli

Bei Plasmidmaxipriparationen wurden die Plasmide durch eine zweistufige alkalische Lyse isoliert
und durch eine anschlieBende PEG-Féllung gereinigt (Ausubel et al., 1993). Nach diesem Protokoll

gereinigte Plasmide konnten direkt zur Transfektion eukaryontischer Zellen eingesetzt werden.

2.2.1.3 Plasmidminipraparation aus S.Cerevisae

In Hefe propagierte Plasmide wurden nach der Glaspartikel Prozedur isoliert (Klekamp und Weil,
1982).

2.2.2 Hocheffiziente Transformation von E.coli

Um die Effizienz bei Transformationen von E.coli XL2-blue-MRF' zu maximieren wurden
ultrakompetente E.coli nach einer Adaption der Methode von Inoue ef al. (1990) hergestellt und bei —
70°C in Aliquoten gelagert. Zur Transformation wurden jeweils 40 pl kompetente Bakterien aufgetaut,
auf 25 mM B-Mercaptoethanol eingestellt, 10 Minuten auf Eis inkubiert und mit 0,1-1 pl einer
Plasmidlosung, bzw eines Ligationsansatzes versetzt. Nach einer weiteren Inkubation fiir 30 Minuten
auf Eis folgte ein Hitzeschock von exakt 45 Sekunden bei 42°C. Nach 2 miniitigem Abkiihlen auf Eis
wurde 400 ul LB Medium zugegeben und der Ansatz fiir 30-60 Minuten unter stindigem Vermischen
bei 37°C inkubiert. Jeweils 10 und 200 pul dieses Ansatzes wurden anschlieend auf LB Agarplatten
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mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und bei 37°C inkubiert, bis Einzelkolonien sichtbar

wurden.

2.3 RNA-Isolierung

Gesamt-RNA wurde je nach Gewebe oder Zelltyp nach einer Modifikation der sauren
Guanidiumthiocyanat-Phenol-Chloroform Methode (Chomczynski und Sacchi, 1987) (RNAzolB, Wak
Chemie) oder mithilfe einer CsCl-Zentrifugation isoliert (Ausubel ef al., 1993).

Die Extraktion polyadenylierter mRNA wurde mit dem Oligotex-System durchgefiihrt (Qiagen,
Hilden).

RNA wurde je nach spiterer Anwendung in DDW bei —70°C, als Ethanolprazipitat bei —20°C oder in
deionisiertem Formamid bei +4 bis —20°C gelagert. Die Lagerung in Formamid wurde bevorzugt, da
eigene Versuche gezeigt haben, dass RNA unter diesen Lagerbedingungen extrem stabil war, dass sie
sehr hoch konzentriert gelost werden konnte (bis zu 4 mg/ml) und dass sie ohne Probleme direkt in
Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) Reaktionen eingesetzt werden konnte. Eine Riickgewinnung
der RNA aus der Formamidlosung war jederzeit iiber eine einfache Ethanolprizipitation méglich.

Die Integritit der RNA wurde im 1% Agarosegel mit denaturierendem Ladepuffer (90% Formamid)
iiberpriift. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und im Gel bestétigt. Alle RNA-
Préparationen wurden in der PCR auf genomische DNA Riickstdnde iiberpriift, indem 100 ng RNA
mit Primern spezifisch fiir das in mehreren Kopien im Genom vorkommenden Haushaltsgens
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (2.4.1) einer PCR-Amplifikation iiber 25

Zyklen unterzogen wurde.

2.4 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde sowohl qualitativ, als auch semiquantitativ analytisch
und fiir cONA-Klonierungen eingesetzt. Die verwendeten Protokolle waren Variationen des folgenden
Standardprotokolls: Reaktionspuffer nach Angaben des Herstellers der Polymerase, jeweils 0,5 nM der
beiden PCR-Oligonukleotidprimer, 0,2 mM aller vier dNTPs und 0,1-5 Units/100 pl der verwendeten
thermostabilen Polymerase. Die Reaktionen wurden auf einem Prem Thermocycler (LEP Scientific)
oder auf einem PCR System 9700 (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Denaturierungs-, Primeranlagerungs-
und Strangverldngerungszeiten wurden der jeweiligen Fragestellung angepasst. Die Denaturierung
wurde iiblicherweise bei 94-95°C und die Strangverldngerung bei 72°C durchgefiihrt. Die optimalen
Primeranlagerungstemperaturen wurden ausgehend von den theoretischen Anlagerungstemperaturen
experimentell optimiert, wobei diese nach folgender Gleichung bestimmt wurden: TM = 81,5 + 16,6 x
1g[J7] +0,41 x (% G+C) - (500/L) - 0,63 x (% FA)

[J7] = Konzentration der monovalenten Kationen in der PCR; L = Linge des Oligonukleotidprimers;

(% G+C) = G-C-Gehalt des Oligonukleotidprimers; (% FA) = Formamidanteil in der PCR.
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Abweichungen vom PCR-Standardprotokoll werden im folgenden nur dann gesondert angegeben,

wenn sie essentielle Verdnderungen darstellen.

2.41 Semiquantitative RT-PCR zur MMP-19 Genexpressionsanalyse

Die MMP-19 Genexpression wurde auf Ebene der mRNA mit einer semiquantitativen zweistufigen
Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) analysiert. Eine 30ul ¢cDNA-Synthese Reaktion enthielt 1ug
Gesamt-RNA, 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM aller 4
dNTPs, 20 U RNAguard (Pharmacia-Amersham), 200 U Superscript II Reverse Transkriptase und 0.5
mg oligo(dT)12-18 (Pharmacia-Amersham). Nach Erhitzen der RNA fiir 5 min auf 70°C, wurde sie
auf Eis abgekiihlt und dann nach Zugabe der restlichen Reaktionskomponenten fiir 50 min bei 42°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15 miniitiges Erhitzen auf 70°C abgestoppt. Die synthetisierte
cDNA wurde bei 4°C oder bei —20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Semiquantitative multiplex PCR-Reaktionen wurden in 100 pl Volumen durchgefiihrt. Jede Reaktion
enthielt als Templat 3 pl der synthetisierten cDNA, was einem Gehalt von 100 ng Gesamt-RNA
entspricht, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0.1% Triton X-100, 0,2 mg/ml
BSA, 0.2 mM aller 4 dNTPs, 2.5 U Taqg-Polymerase (Appligene Oncor) und 0.5 uM MMP-19-
spezifischer Oligonukleotidprimer (5'-TGCCCACAGAACCCAGTCC-3' und 5'-GGTATTCCCAC-
CTGATGGGGTAG-3"). Die Primer und die cDNA wurden von den anderen Reaktionskomponenten
durch eine Paraffinwachsschicht getrennt was eine Vermischung erst beim ersten
Denaturierungsschritt  ermoglichte (hot start). Jeder PCR-Zyklus bestand aus einem
Denaturierungsschritt bei 94°C fiir 45 sek, einem Anlagerungsschritt bei 62°C fiir 45 s und einer
Strangverldngerung bei 72°C fiir 1 min. 5 pl des GAPDH spezifischen Primerpaars (jeweils 10 uM)
(5'-ACCATCTTCCAGGAGCGAG-3' und 5-ACGTTGGCAGTGGGGACAC-3") wurden nach 10
PCR-Zyklen zum Reaktionsgemisch zugegeben und die Reaktion wurde fiir weitere 19 Zyklen
fortgesetzt. Jeweils 20 pl der Amplifikate wurden auf einem 2% TBE-Agarosegel aufgetrennt, im
Ethidiumbromidbad geférbt und fotografisch dokumentiert. Die erwarteten Groflen der PCR-Produkte
waren: 628 bp fiir MMP-19 und 498 pp fiir GAPDH. Die MMP-19-spezifischen Primer sind Intron
iiberspannend (Daten nicht gezeigt und Markus Miiller, personliche Mitteilung).

1.4.3 Direkte PCR zum Nachweis von Plasmiden in bakteriellen Kolonien

Um die Anwesenheit und korrekte Grofle von Insertionen in rekombinanten Plasmiden schon in
bakteriellen Einzelkolonien zu testen, wurden analytische Kolonie-PCR Reaktionen durchgefiihrt. Mit
einer Pipettenspitze wurde die bakterielle Kolonie direkt von der Wachstumsplatte in ein
bereitstehendes PCR-Reaktionsgefd3 {berfiihrt, welches bereits 20ul einer vollstindigen PCR-
Reaktionsmischung enthielt. Um Replikas der analysierten Kolonie zu erhalten, wurde sie

anschlieBend mit derselben Pipettenspitze auf einer weiteren Wachstumsplatte ausgestrichen.
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Die PCR-Reaktion wurde im Regelfall mit 25 Zyklen und entsprechend dem Primerpaar gewéhlten
Temperaturen durchgefiihrt.

1.4.4 Klonierung von PCR-Produkten

Subklonierung des offenen Leserasters der MMP-19 ¢cDNA, bzw. von MMP-19 Teilsequenzen wurden
im Regelfall mittels PCR durchgefiihrt, da dieses Vorgehen das Einfiigen passender Restriktions-
schnittstellen oder neuer Sequenzabschnitte erlaubt, indem die entsprechenden Schnittstellen, bzw.
Sequenzen in die verwendeten Oligonukleotidprimer integriert wurden.

Um die Fehleranzahl in den PCR-Produkten moglichst gering zu halten wurde die ansonsten {ibliche
Taq-DNA-Polymerase durch die von Stratagene erhéltliche Pfu Polymerase ersetzt, welche durch die
inhdrente 3'-5'-Exonukleaseaktivitit ein Korrekturlesen des PCR-Produktes erlaubt.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden, wenn notwendig, von unspezifischen Fehlprodukten
abgetrennt, indem die PCR-Produkte in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt wurden und die
Banden aus dem Gel ausgeschnitten wurden. Die PCR-Produkte wurde durch Zentrifugation iiber
silanisierte Glaswolle von der Agarose abgetrennt. War eine Bandenpriparation zur Reinigung nicht
notwendig, wurde das PCR-Produkt von den verbliebenen Oligonukleotiden, den dNTPs und weiteren
Reaktionsprodukten wie Pyrophosphaten gereinigt, indem bei Raumtemperatur eine selektive Féllung
in 100 mM NacCl, 20 mM Tris-HCL (pH 7,5) und 10 mM EDTA nach Zugabe eines Volumens 4 M
Ammoniumacetat und 2,5 Volumen Ethanol durchgefiihrt wurde. Das Prizipitat wurde in 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in DDW resuspendiert.

Gereinigte PCR-Produkte wurden entweder direkt in die gewlinschten Plasmide oder zuerst in den
pCR- Script™ Amp SK+ Vektor nach Angaben des Herstellers (Stratagene) subkloniert. Um die
Klonierung von MMP-19 Fragmenten in pCR-Script zu ermdglichen, war es notwendig, die PCR mit
methylierten Nukleotiden (methylation ANTP mix, Novagen) durchzufiihren, da das Prinzip der pCR-
Script Klonierung die Anwesenheit der Srfl-Restriktionsendonuklease wéhrend der Ligationsreaktion
vorsieht, um eine Re-Ligation des "glatte Enden"-Vektors ohne Insert zu verhindern. Der Einbau von
Smethyl-dCTP in die PCR-Produkte fiihrte zu einer Maskierung und damit zum Schutz der internen
Srfl Schnittstellen in der MMP-19 cDNA. Dieses Vorgehen hatte zur Konsequenz, dass die
Schmelztemperatur der PCR-Produkte durch die Anwesenheit von Smethyl-dCTP sehr stark erhoht
wurde und der Denaturierungsschritt bei der PCR nicht bei den ansonsten iiblichen 94°C, sondern bei
100°C fiir eine Minute durchgefiihrt werden musste.

Die Ligationsprodukte aus der direkten, als auch aus der pCR-Script Klonierung wurden in

ultrakompetente E.coli X12-Blue transformiert und propagiert.

2.5 DNA-Sequenzanalyse

DNA Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode (Sanger und Coulson, 1975)
durchgefiihrt. Hierbei kam der SequiTherm™ Sequenzierkit (Epicentre Technologies) nach Angaben
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des Herstellers zum Einsatz. Die Sequenzreaktionen wurden in einer Macrophor-Elektrophorese-
kammer (Pharmacia-Amersham) mit Sequagel XR (National Diagnostics) aufgetrennt und durch
Auflegen eines Rontgenfilmes visualisiert.

Zusitzlich zur radioaktiven Sequenzierung wurden Sequenzreaktionen mit dem ABI PRISM® Big
Dye Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die
Reaktionsprodukte dieser Sequenzierungen wurden mit einem ABI PRISM™ 377 HT DNA Sequencer
(PE Applied Biosystems) bei der Firma GATC (Konstanz) aufgetrennt.

2.6 Bioinformatik

ABIPRISM-Sequenzdateien wurden mit dem Programm Chromas 1.5.5 (Technelysium Pty Ltd)
editiert und in das GCG-Format umgewandelt. DNA und Proteinsequenzen wurden mit dem
Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG) (Madison, Wisc.) analysiert.
Multiple Sequenzvergleiche, erstellt mit dem Programm Pileup des GCG-Paketes (Feng and Doolittle,
1987) und dem Programm ClustalX (Thompson et al., 1997) wurden mit dem Programm GeneDoc
Version 1.1.004 (Nicholas, 1996) weiter bearbeitet. Evolutionsanalysen wurden mit den Programm-
paketen PAUP (GCG, Version 9) und PHYLIP (Joseph Felsenstein, University of Wahington, U.S.A.)
nach der UPGMA und der KITSCH Methode durchgefiihrt . Die dabei verwendeten Algorithmen und
entsprechende Literaturverweise werden in den entsprechenden Unterkapiteln des Kapitel 3
(Ergebnisse) aufgefiihrt. Vergleiche mit Gen- und Proteindatenbanken wurden mit den Programmen
BLAST 2.0 (Altschul et al., 1997), PSI-BLAST (Altschul ef al., 1997), fasta (Pearson and Lipman,
1988) auf den Web-Servern des National Center for Biological Information (NIH) [www.ncbi.nlm.-
nih.gov /BLAST/] und des European Bioinformatics Institute (EBI) [www2.ebi.ac.uk/fasta3/]
durchgefiihrt. Weitergehende Proteinanalysen wurden auf Web-Servern des Swiss Institute for
Experimental Cancer Research (IRSEC) [www.irsec.isb-sib.ch/], des European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) [www.embl-heidelberg.de/] und des Sanger Centers [www.sanger.ac.uk/] durch-
gefiihrt und werden jeweils in den jeweiligen Unterkapiteln des Kapitel 3 (Ergebnisse) aufgefiihrt und
zitiert. Eine sehr gute Auflistung dieser und vieler anderer niitzlicher Bioinformatik-Web-Server findet
sich unter der PEDROS-homepage, gepiegelt in Deutschland unter: www.biophys.uni-duesseldorf.de/-
bionet/research tools.html. Eine ausfiihrliche Zusammenfassung der im Augenblick zur 6ffentlichen
Verfliigung stehenden Bioinformatikwerkzeuge findet sich im Trends Guide to Bioinformatics

(Patterson und Handel, 1998).

2.7 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) wurde nach einer
Modifikation der Methode von Lammli (1970) durchgefiihrt. Auftrennung sehr kleiner Proteine wurde
durch die Verwendung von Tris-Tricin-Gelen ermoglicht (Schigger und Jagow, 1987).
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Eine ausfiihrliche Darstellung beider Gelsysteme findet sich in Elektrophorese-Praktikum
(Westermeier1990).

2.7.1 Schnelle Coommassie-Blau-Farbung von Proteingelen

SDS-PAGE Gele wurden nach der Auftrennung der Proteine in einer 0,01% Coomassie R-250 Lésung
in 10% Essigsdure und 10% Ethanol in der Mikrowelle kurz aufgekocht. Durch fiinfminiitiges
Schwenken in der sich abkiihlenden Losung wurden die Proteine fixiert und angefdrbt. Die
anschlieBende Entférbung des Geles erfolgte in 10% Essigsédure und 10% Ethanol bei Raumtemperatur

oder ebenfalls nach Erhitzen.

2.7.2 Silberfarbung von Proteingelen

Bei mangelnder Sensitivitdt der Coomassie-Blau-Farbung wurde eine Silberfarbung der in der SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine durchgefiihrt. Bereits Coomassie gefarbte Gele wurden fiir mindestens
24 Stunden entfarbt und fiir mindestens eine halbe Stunde in einer 5% Na,CO; Losung umgepuffert.
AnschlieBend wurde das Gel in einer frischen Losung aus 27 ml 5% Na,CO;, 50 ml einer
Wolframkieselsdurelosung (0,2% NH4NOs, 0,2% AgNOs, 1% Wolframkieselsdure) und 615 ul CHO.
gefirbt. Die Firbung wurde beobachtet und nach 5-10 min durch Uberfithrung des Gels in 10% HOAc
gestoppt (adaptiert nach Krausel und Elbertshagen, 1987).

Zuvor ungefirbte Gele wurden nach den sehr sensitiven Methoden von Heukesshoven und Dernick

(1985) oder von Merril et al. (1981) silbergefarbt.

2.8 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Fiir massenspektrometrische Analysen am MALDI-TOF, die in Kooperation mit Markus Macht (AG
Przybilski, Universitdt Konstanz) durchgefiihrt wurden, wurde eine zweidimensionale Auftrennung
von Proteinmischungen vorgenommen. Fiir die erste Dimension (isoelektrische Fokussierung) wurde
das IPG-Dalt System der Firma Pharmacia-Amersham mit immobilisierten pH-Gradienten verwendet.
Als zweite Dimension wurde eine SDS-PAGE nach Schégger und Jagow (1987) durchgefiihrt. Eine
Darstellung der verwendeten Methode findet sich in Gorg et al. (1988). Ein sehr ausfiihrliches und
detailliertes Laborhandbuch zum IPG-Dalt System, verfasst von Gorg et al. (1997), ist auf Nachfrage

bei den Autoren oder bei Pharmacia-Amersham erhéltlich.

2.9 Immunoblots

Immunoblots wurden nach Auftrennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wie
folgt durchgefiihrt: Die Proteine wurden in einer ,,Semidry Blotapperatur® (Biorad, Miinchen) mittels
eines kontinuierlichen Puffersystems (Towbin et al. 1979) vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran, Schleicher und Schiill) iibertragen, indem fiir eine Stunde ein

Stromfluss der Stirke 2 mA/cm® angelegt wurde. Die Transfereffizienz wurde mit einer Ponceau S

25



Material und Methoden

Féarbung der auf die Membran iibertragenen Proteine, bzw. mit einer Commassiefarbung der im SDS-
Gel verbliebenen Proteine iiberpriift.

Freie Proteinbindungstellen auf der Membran wurden durch einstiindige Inkubation der Membran in
TBS-T (10 mM Tris-HCI, pH 7,3, 150 mM NaCl, 0,1-0,5% Tween20) mit 3% fettfreiem
Magermilchpulver abgeséttigt, um unspezifische Antikoérperbindung zu minimieren. Im Anschluss
wurde die Membran mit dem jeweiligen, in PBS-T mit 1% Milchpulver verdiinnten, Primérantikorper
inkubiert. Dieser Schritt fand entweder fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder fiir 16 Stunden bei
4°C statt. Unspezifisch gebundene Antikérper wurden durch dreimaliges, jeweils fiinfminiitiges
Waschen mit TBS-T entfernt. AnschlieBend wurde eine einstiindige Inkubation mit je nach Angaben
des Herstellers in TBS-T mit 2% Milchpulver verdiinnten Peroxidase-gekoppelten Sekundér-
antikdrpern durchgefiihrt. Nach weiteren vier Waschschritten in TBS-T wurden die gebundenen
Sekundarantikorper chemiluminometrisch nachgewiesen (SuperSignal™, Pierce, St. Augustin). Alle

Schritte fanden, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur statt.

2.10 Detektion biotinylierter Proteine

Lysate, bzw. Immunprézipitate biotinmarkierter Proteine wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und wie
unter 2.9 beschrieben auf Nitrozellulosemembranen iibertragen. Die Membranen wurden in TBS-T mit
5% BSA abgesittigt, anschlieBend dreimal in TBS-T gewaschen und fiir eine Stunde in einer 1:20000
Verdiinnung von Streptavidin-HRP (Pharmacia-Amersham) in TBST inkubiert. Nach vier
Waschschritten in TBST fiir je fiinf Minuten wurde die gebundene Meerrettich-Peroxidase (HRP)

chemiluninometrisch nachgewiesen (siche 2.9).

2.11 in vitro **S-Markierung von Proteinen

3S-markierte Proteine fiir ~Proteinbindungsstudien wurden durch gekoppelte in  vitro
Transkription/Translation mit dem TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) direkt von
Plasmiden ausgehend von einem T3, T7 oder SP6 Promotor nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Dasselbe Verfahren wurde verwendet, um die korrekte Expression und damit Integritét
klonierter DNA-Konstrukte zu iiberpriifen. Die Translationsprodukte wurden mittels SDS-PAGE und

anschliefender Autoradiographie analysiert.

2.12 Immunprézipitation

Immunprézipitationen wurden entweder iliber die Bindung der Immunkomplexe an ProteinA
Sepharose oder iiber die Bindung durch spezifische Sekundarantikérper gekoppelt an Magnetpartikel
(Dynabeads, Dynal, Hamburg) durchgefiihrt.

5x10° THP-1 oder Jurkart Zellen wurden zwei mal in PBS gewaschen und dann in 500ul TSA (10 mM
Tris-HCI, pH 8, 140 mM NaCl, 0,025% NaN3, Complete™-Proteaseinhibitor ohne EDTA (Boehringer
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Mannheim)) mit 1% Nonidet NP40 fiir 45 min auf Eis lysiert. Nicht lysierte Zellkerne und unldsliche
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation entfernt.

Protein A vermittelte Prézipitationen der Immunkomplexe wurden durchgefiihrt wie beschrieben
(Ausubel et al., 1993).

Die Magnetpartikel vermittelte Prézipitation wurde ohne vorherige Prdabsorption durchgefiihrt, da
Vorversuche ergaben, dass die unspezifische Bindung an die verwendeten Magnetpartikel der Firma
Dynal sehr gering war. Ebenfalls wurde in Vorversuchen festgestellt, dass eine vorherige Kopplung
der Antikdrper an die Magnetpartikel zu reproduzierbaren Ergebnissen bei geringerem Hintergrund
fiihrte. Etwa 2 pg gereinigte monoklonale anti-MMP-19 Antikorper wurden mit 20 pul Dynabeads M-
450 Rat anti-Mouse IgG1 (Dynal) in PBS, 0,1% BSA fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um
die Primérantikdrper an die Magnetpartikel zu koppeln. AnschlieBend wurden die Partikel zwei mal
mit PBS, und einmal mit TSA, 1% NP40 im Magnetstdnder gewaschen und zum Zelllysat gegeben.
Die Lysat-Magnetpartikel-Suspension wurde unter stindigem Mischen fiir 2 Stunden bei 4°C
inkubiert. Die prazipitierten Immunkomplexe wurden im Magnetstinder vom Zelllysat abgetrennt und
zweimal mit Lysepuffer und zweimal mit TSA, 0,5% NP40 gewaschen. Die Immunkomplexe wurden
direkt in SDS-PAGE Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse der Immunpréizipitate erfolgte iiber
SDS-PAGE und je nach Fragestellung entweder direkt durch anschlieBende Silberfirbung oder
indirekt durch Immundetektion, radiologisch oder durch Biotinfarbung.

War eine sehr hohe Stringenz unter Verhinderung von Koimmunprézipitation erforderlich, so wurden

die Prazipitationen in RIPA Puffer durchgefiihrt (Ausubel et al., 1993).

2.13 Konstruktion eukaryontischer Expressionsvektoren

2.13.1 HA-getagte MMP-19 Fragmente

Fir die Charakterisierung der Oberflichenbindung von MMP-19 wurden verschiedene c¢DNA-
Konstrukte, die fiir Fragmente von MMP-19 kodieren, hergestellt und mit einem HA-Proteintag
(YPYDVPDYA, aus dem humanen Influenza Haemagglutinin Protein) versehen. Die Methode des
Epitoptagging erlaubt neu in Zellen eingefiihrte Proteine unabhéngig von den natiirlich in den Zellen
vorkommenden Wildtypproteinen zu analysieren (Kolodziej und Young, 1991). Fiir Konstrukte mit C-
terminalem HA-Tag wurde eine PCR mit flankierenden PCR-Primern durchgefiihrt, bei denen der 5'-
Primer eine EcoRI-Schnittstelle und eine eukaryontische Translationsstartsequenz (Kozak, 1986) an
das jeweilige Konstrukt und der 3'-Primer den HA-Tag, ein TGA-Stopcodon und eine Xhol-
Schnittstelle anfiigte.

Die Konstrukte wurden wie unter 1.4.4 in den pCR- Script™ Amp SK+ Vektor subkloniert, von den
flankierenden T3 und T7-Promotersequenzen aus ansequenziert und die Integritdt der Konstrukte

durch eine gekoppelte in vitro Transkription/Translation liberpriift. AnschlieBend wurden die MMP-
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19-HA-Konstrukte in den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 umkloniert und danach wieder
durch eine in vitro Transkription/Translation tiberpriift.
Fiir die Konstruktion von MMP-19 Fragmenten mit internem HA-Tag wurde auf eine im Vektor
pcDNA3 zwischen EcoRI und Xhol subklonierte MMP-19-cDNA zuriickgegriffen. Auf diesem
Templat wurden Plasmid-umspannende PCRs durchgefiihrt, die identische Kopien des gesamten
Plasmids mitsamt der inserierten MMP-19-cDNA erstellten und zwischen die Primersequenzen die
HA-Tag-Sequenz einfiigten. Mit derselben Strategie wurden auch Konstrukte erstellt, in denen
einzelne Domidnen von MMP-19 deletiert, bzw. durch einen HA-Tag ersetzt waren. Dazu wurden die
PCR-Primer vor der PCR mit T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert. Die PCR wurde aufgrund der
GroBe der gewiinschten PCR-Produkte und der groflen Ldnge der PCR-Primer mit Turbo-Pfu
(Stratagene) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 45 Sek 95°C; elf Zyklen mit 45 Sek 95°C, 45
Sek 68°C-0,5°C/Zyklus, 14 Min 72°C, anschlieBend 16 Zyklen mit 45 Sek 95°C, 45 Sek 62°C und 18
Min 72°C. Die PCR-Produkte, die im Prinzip linearisierten Plasmiden entsprachen, wurden iiber
Agarosegele gereinigt und isoliert und anschlieBend mit der Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut,
um Fehlprodukte, bzw. das methylierte Plasmidtemplat zu entfernen. Die Zirkulierung der PCR-
Produkte wurde wie beschrieben durchgefiihrt (Ausubel et al., 1993) und die Ligationsprodukte in
E.coli XL2-blue transformiert. Die Integritdt der Klonierungsprodukte wurde durch Sequenzierung
und in vitro Transkription/Translation iiberpriift.
Folgende Konstrukte, die schemtisch in Abbildung 3 dargestellt sind, wurden mit den jeweils auf-
gefiihrten PCR-Primern konstruiert:
1.) pSM-R-HAct: MMP-19 mit C-terminalem HA-tag.

# r-orf-5-Eco (5'-AAGAATTCCACCATGAACTGCCAGCAGCTGTGG-3";

# rasi-longHA-r (5-TTCTCGAGTCAGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAGTATTCA-3")
2.) pSM-RH-HAct: MMP-19 C-terminal verkiirzt um die Hemopexindoméne.

HA-tag C-terminal an der Hingeregion

# r-orf-5-Eco (s.0.)

# rasih-HA-r (5-TTCTCGAGTCAGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAAGGGTCTGGCATGG-

GACTGGGTTC-3")
3.) pSM-RC-HAint,,): MMP-19 ohne Katalytische Doméne.

HA-tag intern zwischen Prodoméne und Hingeregion.

# Primer: proHA-r

(5'-AGGGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTATTTAAGGGTCTTCTGGTTGAAG-3")

# hemo-f (5'-GACCCTTGCAGTAGTGAACTG-3")
4.) pSM-R-HAintgne): MMP-19 mit HA-tag intern zwischen Hingeregion und Hemopexindoméne.

# hingeHA-r

(5'-AGGGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTATGGCATGGGACTGGGTTCTGTG-3")

# hemo-f (s.0.)

28



Material und Methoden

9
Ny &
N B & & &
N QQ‘Q\\ A&@ > @@% QQ&;?_&Q‘ 6«2@
P S RS & & 3 &
\%\% Q& | > Q \«2»\\ «2»% 9 | J
pSM-R-HAct &
pSM-RH -HAct &
PSM-RC-HAIN . e
pSM-R-HAINt | &

Abbildung 3 schematische Darstellung der klonierten MMP-19-Fragmente

Eine schematische Darstellung der in 2.13.1 beschriebenen MMP-19 Fragmente. Die obere, beschriftete Linie
zeigt die Proteindoméanen von MMP-19. Die unteren Linien die einzelnen Konstrukte. Alle Fragmente wurden mit
einem Haemagglutinin-Proteintag (HA-tag) versehen, deren Positionen in der Abbildung jeweils durch die Pfeile
angegben sind, und im eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 zwischen die Restriktionsschnittstellen
EcoRI und Xhol subkloniert. Die genaue Sequenz der einzelnen Fragmente ergibt sich aus der in der Genbank
niedergelegten Sequenz fur Rasi-11 (MMP-19) (GenBank: locus HSU37791, accession U37791) und den im Text
aufgeflihrten PCR-Primern.

2.14 Yeast Two-Hybrid System

Alle fiir das verwendete Yeast Two-Hybrid System notwendigen Vektoren, S.cervisiae Stimme und
der E.coli Stamm KC8 wurden freundlicherweise von Dr. Golemis zur Verfligung gestellt. Das auf
LexA-basierende und in dieser Arbeit verwendete Yeast Two-Hybrid System wurde beschrieben
(Gyuris et al., 1993 Golemis et al. 1993). Die Methodik der Hefemanipulation findet sich in Ausubel
et al. (1993, Kapitel 13). Eine sehr ausfiihrliche Darstellung des Systems, aller verwendeten Plasmide,
Hefestamme und der einzelnen Arbeitsschritte (Klonierung, notwendige Kontrollen, Durchmustern der
Two-Hybrid Bank) findet sich in dem von Dr. Golemis verfassten Kapitel 20 "Analysis of Protein
Interactions”" in Ausubel et al. (1993). Wenn nicht anders angegeben, wurde entsprechend dieser
Publikation vorgegangen. Der fiir die Bestimmung der B-Galactosidase verwendete Filter-Assay
wurde adaptiert nach Bartel et al. (1993) durchgefiihrt. Die verwendeten Medien wurden selbst
hergestellt (Ausubel ef al., 1993). Die durchgemusterte Jurkart cDNA Bank (Witte und Krawinkel,
1997) wurde von Stephan Witte (San Diego, U.S.A.) zur Verfiigung gestellt.

2.14.1 Konstruktion des Yeast Two-Hybrid-Expressionsplasmids

Ausgehend vom humanen Klon Rasi-11 (Mauch 1996, Sedlacek et al. 1998) wurde mittels PCR das
offene Leseraster der MMP-19 cDNA 5' mit einer EcoRI und 3' mit einer Xhol
Restriktionsschnittstelle versehen. Dazu wurden folgende PCR-Primer verwendet: r1-60f-Eco (5'-AA-
GAATTCACCATGAACTGCCAGCAGCTGTGGC-3") und r1-XHO-1607 (5-TCAGCTCGAGGA-
TTGTGTCTGTGGGTGAGCA-3"). Die PCR-Produkte wurden direkt in den pCR-Script™ Vektor

29



Material und Methoden

(Stratagene) eingefiigt (siche 1.4.4), die Uberginge sequenziert und die Integritit der Konstrukte mit
einer gekoppelten in vitro Transkription/Translation {iberpriift. Die in pCR-Script subklonierte MMP-
19 cDNA Sequenz wurde iiber die eingefiigten EcoRI und Xhol Schnittstellen in das offene Leseraster
des Hefe Vektors pGilda (Derivat von pEG202) umkloniert. Das so konstruierte Plasmid pSM-LexA-
R exprimierte unter der Kontrolle des von Galactose abhéngigen Gall-Promotors ein Fusionsprotein,
N-terminal bestehend aus der DNA bindenden Doméne des prokaryontischen Tranksriptionsfaktors

LexA und C-terminal aus dem vollstdndigen offenen Leseraster der MMP-19 cDNA.

2.14.2 Vorversuche und Kontrollen

Um einen Yeast Two-Hybrid Screen sinnvoll durchzufiihren, sind im Vorfeld einige wichtige
Kontrollen notwendig. Die korrekte und durch Galactose induzierbare Expression des LexA-MMP-19-
Fusionsproteins in der Hefe wurde im Immunoblot nachgewiesen, wobei sowohl anti-LexA (1:5000),
als auch Anti-MMP-19-Antikérper (CK8/4, 1:10000) verwendet wurden. Hierzu wurde der
Hefestamm EGY48 mit dem Konstrukt pSM-LexA-R transfiziert, mit den Transfektanten eine 1,5 ml
Flissigkultur inokuliert und bei 30°C bis zu einer Dichte von ODgy=1 inkubiert. Die pelletierten
Hefezellen wurden in 50 pl SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen, 10 min auf 95°C erhitzt und
davon 15 pl im Immunoblot analysiert.

Um zu kontrollieren, ob das in pGilda subklonierte Fusionsprotein LexA-MMP-19 fiir die Detektion
von Protein-Protein-Wechselwirkungen in ausreichender Menge in der Hefe exprimiert wurde und ob
es in der Lage war, an LexA-Operatorsequenzen zu binden, wurde ein "Repression Assay"
durchgefiihrt (Brent und Ptashne, 1984). In einem parallel durchgefiihrten "Activation Assay" wurde
gezeigt, dass das LexA-MMP-19 Fusionsprotein alleine nicht in der Lage war, die beiden unter der
Kontrolle des Lex-A-Operators stehenden Reportergene B-Galactosidase und Leu2 zu aktivieren

(Golemis et al., 1993).

2.14.3 Durchmustern der cDNA Bank nach MMP-19-interagierenden Proteinen

Der Hefestamm EGY48 wurde mit dem Reporterplasmid pJK103 transfiziert. Der so entstandene
Stamm EGY48/ pJK103 trug genomisch ein LEU2-Reportergen unter der Kontrolle von 6 LexA
Operator Abschnitten und vermittelt durch pJK103 ein B-Galactosidase Reportergen unter der
Kontrolle von zwei LexA-Operatoren. Nach Transfektion mit dem Plasmid pSM-LexA-R wurde die
Expression des Fusionsproteins LexA-MMP-19 im Immunoblot nachgewiesen. Der Hefestamm
EGY48/pJK103/pSM-LexA-R wurde fiir das Durchmustern der Jurkat cDNA Bank in 35 Ansétzen
mit jeweils 2,5 pg der cDNA Bank transfiziert. Die resultierenden 1,3x10” Kolonien wurden vereinigt
und in Aliquoten von 1 ml einer 15% Glycerinlosung bei —70°C eingefroren. Um die
Replattierungseffizient zu testen wurde ein Aliquot aufgetaut, auf ODg4p=0,5 eingestellt und in
verschiedenen Verdiinnungen ausplattiert. Die Replattierungseffizienz betrug 1x10° colony forming

units (cfu) pro ml.
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Auf zwanzig 15x15 cm” Wachstumsplatten defizient fiir Uracil, Histidin, Tryptophan und Leucin und
mit Glucosefreier Galactose als einzige Kohlenstoffquelle wurden jeweils 100 pl (=1x10" cfu) der
eingefrorenen Hefetransfektanten ausplattiert. Diese Platten wurden drei Tage bei 30°C inkubiert. Gut
sichtbare Kolonien (>1mm) wurden geerntet und auf Replikaplatten iiberfiihrt. Kolonien die
galactoseabhingig das Leu2 Reportergen exprimierten, also weiterhin auf Leucin defizientem Medium
wuchsen und zusétzlich auch das lacZ-Reportergen aktivierten zur weiteren Analyse heran gezogen.
Nach der Isolierung des jeweiligen Jurkat cDNA Bank Plasmids wurden die jeweiligen Insertionen mit
den flankierenden PCR-Primern BCO1 (5'-CCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATC-3") und BCO2 (5'-
GACAAGCCGACAACCTTGATTGGA-3) tiber eine PCR amplifiziert und mit den Restriktions-
enzymen Alul und, bzw. oder Haelll verdaut. Die resultierenden Restriktionsmuster wurden
verwendet, um die isolierten cDNAs in Restriktionsklassen einzuteilen. Restriktionsklassen, die zwei
oder mehr unabhingig isolierte cDNAs enthielten und in den Spezifititskontrollen (2.14.4) positiv

waren wurden weiter analysiert.

2.14.4 Spezifitatskontrollen

Um die Sperzifitit der Protein-Protein-Wechselwirkung der isolierten cDNAs mit MMP-19 zu
iberpriifen, wurden die isolierten ¢cDNAs in den Hefestamm EGY48/pJK103 transfiziert, der
zusitzlich entweder pSM-LexA-R, pLexA-L7 (Witte und Krawinkel 1997), pRFHM1 (Gyuris et al,
1993) oder pLexA-myc (Estojak et al, 1995) enthielt. pLexA-L7 kodiert fiir ein Fusionsprotein aus
LexA und dem humanen ribosomalen Protein L7, pRFHMI1 fiir die Fusion LexA mit der
Homeodoméne von Drosophila Bicoid, pLexA-myc enthdlt LexA mit dem C-Terminus des humanen
c-Myc. cDNAs der Proteine, die mit LexA-MMP-19, nicht aber mit einem der anderen Proteine

wechselwirkten, wurden als spezifisch bezeichnet und weiter analysiert.

2.15 In Situ Plaque Hybridisierung

Um die vollstdndigen cDNA Sequenzen des im Yeast Two-Hybrid Screens isolierten partiellen cDNA
Klons zu erhalten, wurde eine in situ Plaque Hybrisisierung nach Benton und Davis (1977) mit einer
Digoxigenin markierten cDNA-Probe durchgefiihrt. Dazu wurde eine Jurkat (PMA stimuliert)-cDNA
Bank in ZAP Express™ (Stratagene) nach Angaben des Herstellers und entsprechend der Methodik
beschrieben in Ausubel et al. (1993) durchsucht. Die verwendete cDNA Sonde wurde ausgehend von
zufilligen Primern in einer Klenowreaktion markiert (Feinberg und Vogelstein, 1983). Die
Digoxigenin markierten dUTPs wurden nach Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim) in
dieser Reaktion eingesetzt. Als Templat diente ein 900 bp PCR-Produkt, erstellt mit den PCR-Primern
ul (5'-ccaggtggagggaccaattc-3') und d21 (5'-tggcctgtaccactcatgtg-3"). Die Charakterisierung der
markierten Probe wurde ebenfalls nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die in der ersten

Durchmusterungsrunde positiven Klone wurden in zwei weiteren Runden aufgereinigt. In einer in vivo
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Exzisions Reaktion in XLOR-Zellen (Hay and Short, 1992) wurde die isolierte cDNA aus dem
Lambdagenom in den pBK-CMV Vektor (Stratagene) iiberfiihrt.

2.16 Reinigung und Charakterisierung monoklonaler Antikbérper

Hybridomas der verwendeten Maus-monoklonalen Anti-MMP-19 Antikérper wurden von Dr.
Cornelia Kolb zur Verfiigung gestellt. Die Hybridomas wurden in PANSERIN-Medium (PAN
systems) kultiviert. Die Medieniiberstinde wurden gesammelt, in einer Riihrzelle (Amicon) im
Verhéltnis 20:1 einkonzentriert und {iber eine ProteinA Siule aufgereinigt. Da der Subtyp fiir alle
verwendeten monoklonalen Antikdrper im Dot Blot mit subtypspezifischen Antikdrpern (Pharmacia-
Amersham) als IgGl bestimmt wurde, wurden alle nach demselben Protokoll gereinigt. Diese
Methode stellt eine Modifikation von Ey et al (1978) dar. Die NaCl Konzentration der
Hybridomaiiberstinde wurde auf 3,3 M eingestellt und ein 1/10 Volumen 1 M Natriumboratlosung
(pH 8,9) zugegeben. Diese alkalische und auf Hochsalz eingestellte Antikérperlosung wurde iiber eine
mit 3 M NaCl, 50 mM Natriumborat (pH 8,9) equilibrierte ProteinA S&ule gegeben. Nach zwei
Waschschritten mit 3 M NaCl, 50 mM Natriumborat (pH 8,9), bzw. 3 M NaCl, 10 mM Natriumborat
(pH 8,9) wurden die gebundenen Antikérper mit einer 100 mM Glycinlosung (pH 3,0) eluiert. Die
Eluate wurden in 500 pl Aliquoten aufgefangen und sofort mit 50 pul 1 M Tris-HCI, pH 8,0 gepuffert.
Die gereinigten Antikorper wurden in der SDS-PAGE analysiert, ihre Konzentration iiber die optische
Dichte bei 280 nm ermittelt und ihre Funktionalitit im Immunoblot mit rekombinantem MMP-19

getestet.

2.17 Zellkultur

Zellkulturversuche wurden nach Standardbedingungen durchgefiihrt.

2.17.1 Isolierung von peripheren mononuklearen Blutzellen

Humanes Blut wurde aus der Armvene entnommen und an Polystyrenkugeln defibriniert. Erythrozyten
und Granulozyten wurden von den mononukledren Leukozyten durch eine Zentrifugation iiber LSM®
Lymphocyte Separation Medium (ICN) nach Angaben des Herstellers entfernt. Reste an LSM und
Thrombozyten wurden in zwei anschlieBenden Waschschritten (Zentrifugation bei 250 g fiir 10 min )
entfernt. Die verbliebenen Zellen, hauptséchlich Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, wurden in

RPMI 1640 Medium mit 0,5-50% autologem Serum resuspendiert und in Kultur genommen.

2.17.2 Isolierung von Makrophagen

Makrophagen wurden aus einer Kultur mononukledrer Zellen entweder iiber Adhdrenz an die
Kulturschale oder iiber positive Selektion an MACS-Saulen nach Angaben des Herstellers isoliert

(Mylteni Biotech).
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2.17.3 Isolierung humaner vaskularer Zellen

Zellen der glatten GefaBmuskulatur und makrovaskuldre arterielle, bzw. vendse Endothelzellen der
Nabelschnur wurden wie beschrieben isoliert (Stopeck et al., 1997). Die Zellen wurden entweder in
M199 Medium (Bibco BRL) oder in entsprechenden Zelltyp-spezifischen Medien (Promocell)
kultiviert.

Humane mikrovaskuldre Endothelzellen wurden direkt von abgesaugtem Fettgewebe isoliert. Das
Fettgewebe mit den Zellen wurde in Dulbeccos Kationen-freiem PBS gewaschen. Anschliefend wurde
das Fettgewebe in DMEM/F12 Medium, supplementiert mit 2% FCS und 1 mg/ml Kollagenase
aufgenommen und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Das aufgeloste Fettgewebe wurde bei 900xg fiir 6
min zentrifugiert und der Adipozyten enthaltende Uberstand verworfen. Das Zellpellet, bestehend aus
mikrovaskuldren Endothelzellen und Bruchstiicken von Kapillaren wurde in DMEM/F12 gewaschen

und die Zellen anschlieBend in Low Serum EC Growth Medium MV (Promocell) kultiviert.

2.17.4 Transfektion eukaryontischer Zellen

1.4.4.1 Elektroporation von THP-1 Zellen

THP-1 Monozyten wurden per Elektroporation und anschlieBender Selektion stabil mit verschiedenen
MMP19-Konstrukten tranfiziert. Eine transiente Expression dieser Konstrukte war nicht moglich, da
die Transfektionseffizienz bei dieser Zelllinie extrem gering war. Transfektion durch Lipofektion war
ebenfalls nur ungeniigend effizient.

1x10" THP-1 Zellen wurden in serumfreien RPMI 1640 gewaschen und in 800 ul RPMI
aufgenommen, in Elektroporationskiivetten P/N 640 (4 mm Liicke) (AGS) tberfiihrt und 7,5 ug
gereinigte Plasmid-DNA untergemischt. Nach einer 10 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellen in einem Electro Cell Manipulator ECM 600 (BTX) einem Elektroschock ausgesetzt. Folgende
Parameter resultierten in einer erfolgreichen Transfektion: Modus = 500 V/Capacitance & Resistance,
Capacitance = 1600 pF, Set Resistance = R$ (72 Ohm), Charging voltage = 260 V. Nach einer
weiteren Inkubation auf Eis fiir 10 Minuten wurden die Zellen in 25 ml RPMI 1640 mit 10% FCS
aufgenommen. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen einmal in RPMI gewaschen und
dann in 120 ml RPM 1640, 10% FCS mit 0,5 mg/ml G418 (biologische Aktivitit) aufgenommen.
Diese Konzentration wurde in Vorversuchen als geringste Konzentration, welche untransfizierte THP-
1 zuverldssig abtdtet, ermittelt. Die Zellsuspension wurde in zwei 24 Loch Platten (1,5 ml/Vertiefung)
und zwei 96 Loch Platten (200 pl/Vertiefung) verteilt und zur Selektion im Brutschrank inkubiert.

Stabil transfizierte Klone wurden nach drei Wochen isoliert, weiter expandiert und analysiert.

2.17.5 In vitro Markierung von Proteinen in Zellkultur

Um Proteine in Zellkultur zu markieren, wurden die Zellen fiir 12-16 Stunden in einem **S-Methionin-

Cystein-haltigen Medium kultiviert. Dieses Markierungsmedium bestand aus 90% Methionin/Cystein
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freiem RPMI 1640 mit 10% FCS (Sigma) und 10% RPMI 1640 mit 10% FCS. Diesem Medium wurde
50 uCi/ml Tran®’S-label zugesetzt.

2.17.6 Oberflachenmarkierung von Proteinen in Zellkultur

Um Oberflachenproteine kultivierter Zellen selektiv mit Biotin zu markieren, wurde ein modifiziertes
Protokoll nach Angaben des Herstellers (Pierce) angewandt. Zellen wurden dreimal in eiskaltem PBS
gewaschen und in einer frisch angesetzten Losung von 0,5-1 mg/ml EZ-Link™ NHS-LC-Biotin
(Pierce) in PBS auf eine Dichte von bis zu 4x10’ Zellen/ml eingestellt. Die Zellen wurden in
Dunkelheit bei 4°C fiir 45 min rotiert und anschlieend in PBS mit 0,15% Glycin viermal gewaschen.
Im folgenden wurden die Zellen weiter kultiviert und stimuliert oder sofort zur Immunprézipitation

eingesetzt.

2.18 Fluoreszenz aktivierter Zellscanner

Die Analyse der Oberflédchenassoziation von MMP-19 und die Typisierung von Blutzellen wurde in
der Durchflufzytometrie mit einem Fluoreszenz aktivierten Zellscanner (FACScan”™) der Firma
Becton Dickinson Immunozytometry Systems unter Verwendung der Lysisll Software durchgefiihrt.
Suspensionen von 1x10° Zellen wurden fiir 30 min in 50 ul PBS, 2% NCS, 0.1% NaN; entweder mit
dem affinititsgereinigten Kaninchen anti-MMP-19 (Kolb et al., 1997) Antikorper in einer Verdiinnung
von 1:100 oder mit dem Maus monoklonalen anti-MMP-19 Antikdrpern CK8/4 in einer Verdiinnung
von 1:500 gefarbt. Gebundene Primérantikérper wurden durch Anfarbung mit entsprechenden
sekunddren Antikorpern visualisiert. Hier kamen ein Cy3-konjugierter Ziege anti-Kaninchen-IgG
(Dianova) und ein FITC- konjugierter Ziege anti-Maus-IgG (Dianova) zum Einsatz. Die Zellviabilitét
wurde iiber Propidiumjodidfarbung tiberpriift.
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3 Ergebnisse

Wie in der Einleitung dieser Arbeit (Kapitel 1) dargestellt, wurde die Matrixmetalloproteinase-19
(MMP-19) als neues mit Rheumatoider Arthritis assoziiertes Autoantigen identifiziert (Mauch,
Diplomarbeit 1996; Sedlacek, Dissertation 1996; Patentanmeldung (Krawinkel, Mauch und Sedlacek),
1996; Sedlacek et al, 1998). Die eigentiimliche Struktur von MMP-19, die sich in mehreren
Merkmalen von allen anderen Mitgliedern der Matrixmetalloproteinasenfamilie unterscheidet (siche
Kapitel 1), wurde als erster Hinweis auf eine Sonderrolle dieses Enzyms im komplexen
Zusammenspiel dieser Proteinasen gewertet. Allerdings war zu Beginn dieser Doktorarbeit iiber
MMP-19 nur wenig mehr bekannt, als die cDNA- und damit auch die Proteinsequenz, und einige erste
Daten zur Autoantigenizitét.

Um einen Eindruck von den biologischen Funktionen der Matrixmetalloproteinase-19 zu bekommen,
wurde zunéchst ein ausfiihrlicher Vergleich mit anderen Mitgliedern der Matrixinfamilie erstellt. Die
daraus abgeleiteten und im folgenden dargestellten Erkenntnisse ermoglichen nun eine detailliertere
Einordnung von MMP-19 innerhalb der verschiedenen funktionellen Untergruppen dieser Proteinase-
familie.

Der zweite Ansatz der gewéhlt wurde, um mehr iiber mégliche Funktionen von MMP-19 zu erfahren,
war die Analyse der Wirkungsorte dieses Enzyms. Hierzu wurde zunichst die Expression und
Regulation der MMP-19 mRNA in Zellkulturen untersucht.

Nachdem ein zuverldssiger Antikorper gegen MMP-19 zur Verfligung stand, konnten die Analysen
des Wirkungsortes von MMP-19 stark ausgeweitet werden. Dazu wurde einerseits durch Dr. Cornelia
Kolb das MMP-19 Expressionsmuster in Gewebeschnitten untersucht (Kolb et al., 1997 und 1999).
Andererseits wurde, wie in dieser Arbeit dargestellt, direkt die Lokalisierung des Enzyms auf der
Ebene einzelner Zellen betrachtet. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Zelloberflachen-
bindung von MMP-19 gelegt.

Diese Analyse der Zelloberflichenexpression wurden fortgesetzt, indem mdgliche Interaktionspartner
von MMP-19 in Immunprézipitationsanalysen und im Yeast Two-Hybrid System untersucht wurden.
Die dabei gewonnenen Erkenntnisse werden sicherlich als interessante Ankniipfungspunkte fiir

nachfolgende Analysen dienen.
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3.1 Die Einordnung von MMP-19 in die Matrixinfamilie

Die Zuordnung des Autoantigens RASI (=MMP-19) in die Familie der Matrixmetalloproteinasen
wurde in der Erstbeschreibung dieses Enzyms ausfiihrlich begriindet und belegt (Mauch, Diplomarbeit
1996). Wie in der Einleitung kurz dargestellt, erfiillt RASI alle Kriterien fiir die Zuordnung in diese
Proteinfamilie, wie sie von Woessner (1994) und Barret et al. (1998) gefordert werden. Die
Klassifizierung als Matrixmetalloproteinase Nummer 19 wurde durch Pendas et al. (1997)
vorgenommen und entspricht der wéhrend der "Gordon MMP-Konferenz 1997" vereinbarten

Nomenklatur.

Wie unterscheidet sich MMP-19 von den anderen Matrixmetalloproteinasen?

Um diese Frage zu beantworten, wurde die MMP-19 Aminosduresequenz mit der der anderen
Familienmitglieder verglichen. Dazu wurden mit den "multiple sequence alignment" Programmen
"PileUp" (Feng und Doolittle, 1987) und "ClutstalX" (Thompson et al., 1997) die Gesamtsequenzen
der einzelnen MMPs untereinander und mit MMP-19 verglichen. Die Ausgaben dieser automatischen
Sequenzanlagerungen wurden manuell optimiert und in einer zweiten Runde, wiederum bestehend aus
computerunterstiitzter Anlagerung und nachfolgender manueller Optimierung, auf die jeweiligen
Doménen der einzelnen Matrixmetalloproteinasen verfeinert. Ein Ausschnitt dieser Anlagerungen ist
in Abbildung 4 dargestellt. Auf eine vollstindige Darstellung des durchgefiihrten Vergleichs aller

Familienmitglieder wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Abbildung 4 multipler Sequenzvergleich innerhalb der Familie der Matrixmetalloproteinasen

Dargestellt ist ein Auszug aus den zu Evolutionsanalysen durchgefiihrten multiplen Sequenzvergleichen. Die

Aminosauresequenz von MMP-19 wurden mit der anderer Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie

verglichen (Erlduterungen siehe Text). MMP-1 = Interstitielle Kollagenase; MMP-2 = Gelatinase A; MMP-3
Stromelysin-1; MMP-8 = Neutrophilen Kollagenase; MMP-9 = Gelatinase B; MMP-10 = Stromelysin-2; MMP-11
Stromelysin-3; MMP-14 = MT1-MMP.

Drei Schattierungsstufen sind dargestellt: = 100% Sequzenzkonservierung; DUKeIgrall = 80%; Hellgrau =

60%. Als Grundlage fiir die Schattierung wurde die Blosum 62 Matrix verwendet.

Signalpeptid Propeptid
MMP-19 : UNCQQLWLGF-------- -PMTVSGRVLGLAE[YAP-------------ff-- Dii#sofcYLOKPLEGSNNFK- -PEDHT : 54
MMP-11 : |UAPAAWLRSAAARA----#PPM-------- LLIj#-- - === ===~ LQPPP LARAIPPPDVHHLHAERRGPQPWH-AA-#P : 56
MMP-14 : |USPAPRPSRC-------- IMPLPE--------- LTIGTALASLGSAQSSSFSP| QQYGYLPPGDLRTHTQR-SPQSI#S : 62
MMP-2 : WEALMARGALTGPLRALCM#GCLLSHAAAAPSPIMKFPGDVAPKTDKELAN -Q-M#NTEYGCPKESCNLFVLKDE---1#- : 74
MMP-9 : WSLWQPL-VL------ VLIAYLGCCFAAPRQRQSTI#VLFPGDLRTNLTDRQ YR¥YGYTRVAEMRGES-K-S---#G : 68
MMP-1 : [---HSFPPL-------- IMPLLFWGVVSHSFPATIRETQ- - - - - - - EQDVD EKYYNLKNDGRQVEK. GPV)\y- : 61
MMP-8 : WFSLKTLPFL-------- IMPLHVQISKA----FPYSS------- KEKNTKT E YQLPSNQYQSTRKN NVINY- 60
MMP-3 : Wi---KSLPIL-------- WWIL.CVAVCSA- - - -YPWDGAA - - -RGEDTS E YDLKKDV‘KQFVR GPV)y- : 61
MMP-10 : Wi---MHLAFL-------- 2LCLPVCSA- - - - YPI#SGAA - - -KEEDSNKD EKYYNLEKDVKQF - R NLI- : 60
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el Aktivierungsstellen
. Autoinhibitor (2.B. Furin) .
Propeptid PRCGXXD Katalytische

MMP-19 : EAERAF-- -SEASERPVEGOLBDATRARIEOEIIERENPFNQ- - - - - - : 122
MMP-11 : SSPAPAPAT®EAPRPASE---------- : 123
MMP-14 : AAEAAN- - -PKRFYGHO : 137
MMP-2 : KK---M---[@KFFGIPQIGDLDONTIETINAKIFISENDI - VAN - - - - - - - - - : 137
MMP-9 : PABLLE- - -WKQLSHPEWGELDSATLKANITIZIlEVPIY - LGR- - - - - - - - - - : 134
MMP-1 : EKLKQM- - -EFFGLKVyNGKPDAETLKVINIQIZISREVPS - VAQ- - - - - - - - - - : 127
MMP-8 : EKLKEM- - -[@RFFGINVIGK PNEETLDMUIKIFIGEVDIN - SGG- - - - - - — - - - : 126
MMP-3 : KKIREM- - -[@KFLGIEVIGKLDSDELEVIIIKIFIGEVPI» - VGH- - - - - - — - - - : 127
MMP-10 : KKIQGM- - -[@KFLGIEViGKLDTDELEVIIIKIJIGEVPI - VGH- - - - - - — - - - : 126
Katalytische Domine Bindung des strukturellen Zn** und von Ca**
MMP-19 : HGRQSSYCSNTIg)] s 191
MMP-11 : : 194
MMP-14 : : 216
MMP-2 : : 208
MMP-9 : : 205
MMP-1 : : 198
MMP-8 : : 197
MMP-3 : : 198
MMP-10 : ¢ 197
aktives Zentrum (Zn**-Bind.) Met-Turn )
Katalytische Doméne HEXGHXXGLXH®/; _AYM Ca”-Bindung

MMP-19 : E EGTYR Fibronektin-dhnliche Y. E:I- -RPHF : 248

MMP-11 : 1GDDQ Domine -TH- -RYPLS : 250

MMP-14 : S RNEDL QWM-DTENF : 276

MMP -2 : D LGEGQVVRVKYGN //DRKWGFCPDQGYS| - - -TKNF : 438

MMP-9 : D LGKGVVVPTRFGN// DKKWGFCPDQGYS| R-F--TEGPP : 436

MMP-1 : E N-NFR E -TF--SGDVQ : 253

MMP-8 : AE| N-TSA -AFRETSNYS| : 254

MMP-3 : D K-DTT T HSLTDLTRF : 256

MMP-10 : D E-DAS T NSITELAQF : 255

MMP-19 : : 288
MMP-11 : : 293
MMP-14 : : 318
MMP-2 : : 468
MMP-9 : : 515
MMP-1 : s 277
MMP-8 : : 278
MMP-3 : : 289
MMP-10 : : 288
MMP-19 : TV-SDSG---PGPLFR : 360
MMP-11 : LRGGQLQ- - PGYPAR : 365
MMP-14 : RNNQVMD - - GYPMPIGQF : 390
MMP -2 : TVTPR-DKPMGPLL AI—F : 538
MMP-9 : FSEGRGSRPQGPFLIAD- : 585
MMP-1 : T-NPFYPEVE-LNF : 351
MMP-8 -RHPQLQRVE - MNF : 352
MMP-3 : -KSLRKLEPE-LHL : 363
MMP-10 : -RSHWNPEPE - FHL : 362
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Hémopexin-idhnliche Doméne

MMP-19 : INFKMSPEE QUBELARTDFSSEPRPEKGLETEPNQPSEAM : 433
MMP-11 : DGEKPVLE-|ZAP| DSPVPRR-ATD PSEIDAAF : 440
MMP-14 : DSE K-V]JEGMPESPRGSF : 467
MMP-2 R R\YDA): DP LIADAUNAMPDNLDEVV : 621
MMP-9 DPRSASEVDRMZPGYPLDTHDVF : 665
MMP-1 DP HD|PGNGHK F : 430
MMP-8 : A EP SIISGAIJPGRMESK’ : 428
MMP-3 A EP QIAEDIFPGMDSKI : 441
MMP-10 : A EQ P : 440
Hémopexin-dhnliche Domdne o RASI-, bzw. Transmembrandoméne
MMP-19 : SWQD-GR KVYWRLNQQLRVEK - GYPRNISH RPRTIDTTPSGGNTTPSGTGITLDTTLSATETTFEY : 508
MMP-11 : QDAD-GYA¥FLRGRLYWKFDPVKVKALEGFPRLVGPDEFGEAEPANTFL : 488
MMP-14 : MGSDEVET NKYWKFNNQKLKVEPGYPKSALR PSGGRPDEGTEEETEVIIIEVDEEGGGAVSAAAVVLPVL : 547
MMP-2 : DLQGGGHS AYYLKLENQSLKSVK- - FGSIKS : 660
MMP-9 : QY-REKA-¥FCQDRFYWRVSSRSELNQVDQVGYVTYDIHQ : 707
MMP-1 : MK-D-GFF TRQYKFDPKTKRILTLQKAN- - - SHF : 469
MMP-8 : Q--QEHFFHVESGPRYYAFDLIAQRVTRVARGN--- : 467
MMP-3 : E--EFGFF¥BETGSSQLEFDPNAKKVTHTLKSN---S : 477
MMP-10 : Q--AFGFFYEESESSQEEFDPNARMVTHILKSN---S : 476

MMP-14 : LLLLVLAVGLAVFFFRRHGTPRRLLYCQRSLLDKV : 582

Wie der Abbildung klar zu entnechmen ist, zeigt MMP-19 eine signifikante Ahnlichkeit zu den
aufgefiihrten Mitgliedern der Matrixmetalloproteinasenfamilie. Es gibt jedoch auch eindeutige Ab-
weichungen, die MMP-19 von allen anderen humanen Matrixmetalloproteinasen unterscheidet. Zum
einen wird die schon in der Einleitung dargestellte besondere Sequenz der Autoinhibitordoméine
deutlich (PRCGLED statt PRCGVPD). Vor allem die Substitution des konservierten Prolins durch ein
Glutamat ist hier sehr auffillig und koénnte die Aktivierung des Proenzyms ("cysteine switch")
beeinflussen. Auch der Glutamat-reiche Abschnitt (VIRDEEEEETEL) innerhalb der Hingeregion
weist keine Entsprechung in den anderen Sequenzen auf.

Am wichtigsten beziiglich der biologischen Rolle von MMP-19 sind die Katalytische und die Himo-
pexin-dhnliche Doméne. Diese Abschnitte beeinflussen die Substrataffinitidt und Enzymlokalisierung
und definieren damit weitgehend die biologischen Eigenschaften der Enzyme (Murphy und Knéuper,
1997; Imper und Van Wart, 1998). Auffillig ist, dass die innerhalb der Matrixmetalloproteinasen-
familie sehr stark konservierte Bindestelle fiir das strukturelle, zweite Zinkatom bei MMP-19
grundlegend abweicht (Positionen 160 bis 190 in MMP-19). Der Anwesenheit dieses Zinkatoms wird
zusammen mit der Bindung von wahrscheinlich mehreren Kalziumionen ein wichtiger Beitrag zum
Erhalt der strukturellen Integritét des aktiven Zentrums zugeschrieben (Lovejoy et al., 1994; Wetmore
et al., 1996; Massova et al., 1998a). Folgende Konsensussequenz dieser Zinkbindestelle ist in nahezu
allen 64 bekannten Matrixmetalloproteinasen tierischer, pflanzlicher und bakterieller Herkunft giiltig
(Massova et al, 1998b): HGDxx'’F DGXXXXLAHXPGXXXXGDXEF D. Die drei markierten
Histidinreste dienen der Koordination des Zinkions. Bei Stromelysin-3 des Menschen befindet sich an

der Position des ersten Histidins ein Aspartat, von welchem jedoch angenommen wird, dass es die
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Aufgabe des Histidins iibernimmt (Stromelysin-3 aus Kaninchen und Maus besitzt jeweils ein Histidin
an dieser Position).

MMP-19 weist nur das mittlere Histidin an der "richtigen" Stelle auf (§Y CSNTFDGPGRVLAHAB-
IPE--L-GSVHFD). Das dritte Histidin ist um drei Positionen in N-terminale Richtung verschoben.
Das vordere Histidin, das bei den anderen Familienmitgliedern in einer hochkonservierten Umgebung
liegt, findet sich bei MMP-19 ein der Zinkbindung unfahiges Serin (I). Es ist jedoch denkbar, dass das
um weitere flinf Positionen N-terminal liegende Histidin bei MMP-19 diese Zinkbindung {ibernimmt.
Ebenfalls abweichend von der Konsensussequenz ist das nach dem zweiten Histidin liegende Aspartat
(I) Alle anderen Matrixmetalloproteinasen tragen hier mit Phenylalanin oder Tyrosin @ einen
hydrophoben Rest der die Bindungsaffinitit zu Metallionen erhéht (Massova et al., 1998a). MMP-19
scheint hier also ein eigenes, verdndertes Motif zur Zinkkomplexierung zu besitzen.

Das aktive Zentrum von MMP-19 entspricht vollstdndig dem der anderen Matrixmetalloproteinasen.
Die Hamopexin-dhnliche Domédne von MMP-19 zeigt demgegeniiber {iber ihre gesamte Lange immer
wieder deutliche Abweichungen von der der anderen Familienmitglieder. Die Identitdt zu anderen
Matrixinen, die innerhalb der Katalytischen Doméne noch knapp 50% betrégt, sinkt hier auf unter
25%. Die Ahnlichkeitswerte zwischen den anderen Matrixmetalloproteinasen sind, wie in Kapitel 4
ausfiihrlich dargestellt werden wird, mit iiblicherweise liber 35% signifikant hoher. Vor allem mehrere
innerhalb der Matrixinfamilie hochkonservierte und geladene Aminosduren sind in MMP-19 nicht
vorhanden.

Eine Besonderheit der MMP-19 ist, dass sie C-terminal eine Verldngerung besitzt, die sich 36
Aminoséuren iliber das letzte konservierte Cystein-472 erstreckt, und der noch keine Funktion
zugewiesen werden konnte. Vermutlich geht das erwédhnte C-terminale Cystein-472 in Homologie zu
den anderen Matrixmetalloproteinasen eine Schwefelbriickenbindung mit dem Cystein-289 ein,

welches den Beginn der Himopexin-dhnlichen Doméne markiert.

Phylogenetische Analyse

Auf diesem Sequenzvergleich basierend wurden die phylogenetischen Abstinde zwischen den
einzelnen Mitgliedern der Matrixmetalloproteinasenfamilie errechnet und fiir mdgliche multiple
Aminosduresubstitutionen an jeder Position mithilfe der Algorithmen von Kimura (1983) und Jukes-
Cantor (1996) korrigiert. Eine Ubersicht iiber dieses Vorgehen findet sich in Lake und Moore (1998).
Phylogenetische Stammbédume wurden jeweils unabhéngig nach der UPGMA Methode (unweighted
pair group method using arithmetic averages) (Sneath und Sokal, 1973) und der Kitsch Methode
(Fitch-Margoliash and Least Squares Methods with Evolutionary Clock) mit den Programmpaketen
PAUP (GCG-Programmpaket) und PHYLIP Version 3.5¢ (Phylogeny Inference Package) erstellt.
Letzteres wurde freundlicherweise von Joseph Felsenstein (University of Washington, U.S.A.) zur
Verfligung gestellt. Es wurden ausschlieBlich Vergleiche als relevant betrachtet, die bei Verwendung

beider Algorithmen gleiche Ergebnisse lieferten. Die Verzweigungen wurden per "Bootstrapping”
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(Ubersicht in Lake und Moore, 1998) iiberpriift: Mindestens 70% Bootstrap-Unterstiitzung wurde fiir
eine 95% Sicherheit der Verzweigungen vorausgesetzt. Trotz der relativ grolen phylogenetischen
Abstinde zwischen den einzelnen Matrixmetalloproteinasen (Murphy et al., 1991: de Souza und
Brentani, 1993), sollte das beschriebene Vorgehen eine sinnvolle Analyse der Topologie des
Matrixinstammbaums erlauben. In mehreren, getrennten Studien wurden die phylogenetischen
Abstinde der einzelnen Matrixmetalloproteinase Doménen (Katalytische und Hémopexin-dhnliche
Doménen) ermittelt und Stammbaume erstellt. Des weiteren wurden sowohl die Gesamtsequenzen, als
auch die um die Hé&mopexin-dhnliche Doméne verkiirzten Matrixmetalloproteinase
Minimalstruktursequenzen analysiert. Alle Analysen wurden unter Ausschluss der Fibronektin-
dhnlichen Doméne durchgefiihrt, da diese nur bei den beiden Gelatinasen vorkommt. Sie entstammt
sehr wahrscheinlich einem Rekombinationsereignis eines gemeinsamen Gelatinasen Vorldufers mit
Fibronektin (Collier et al., 1991). Alle Untersuchungen ergaben eine dhnliche Position fir MMP-19,
die in Abbildung 5 dargestellt ist.

Glykoproteine,
Proteoglykane

—— Stro-1 (MMP-3) }

L— Stro-2 (MMP-10)

Koll-3 (MMP-13) } Kollagen I, II, I, VI, X

Metalloelast. (MMP-12) } Elastin

Kollagen

Neutr. Koll. (MMP-8)
} TRV

Interst Koll. (MMP-1)

Matrilysin (MMP-7) } Glykoproteine, Proteoglykane

Gelatin,
Collagen IV, V

Gel. B (MMP-9) }

Gel. A (MMP-2)

MT1-MMP (MMP-14) } MMP-2-Aktivierung

Stro-3 (MMP-11) } ?

RASI (MMP-19) } ?

“hatching enzyme” (Seestern)

Protease B (Erwinia chrysanthemi)

Abbildung 5 Phylogenetische Abstammung von MMP-19

Gezeigt ist die Stellung der MMP-19 innerhalb der humanen Matrixinfamilie. Zusatzlich dargestellt ist die
Verwandtschaft zur Protease B von Erwinia chrysanthemi und dem "hatching enzyme" (Envelysin) des Seesterns,
phylogenetischen Vorlaufern der Matrixmetalloproteinasen. Wie im Text erlautert basiert der Stammbaum auf
einen um diese beiden Vorlauferenzyme erweiterten multiplen Sequenzvergleich (entsprechend Abbildung 4). Die
Berechnung der Astverzweigungen und der Astlangen wurde unter Einschluss der Mdglichkeit multipler
Aminosauresubstitutionen an jeder Stelle nach der KITSCH Methode erstellt. Zur Orientierung wurden weiterhin

die den einzelnen Matrixmetalloproteinasen "vorlaufig" zugeordneten Substrate aufgefiihrt.
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Abbildung 5 zeigt den ermittelten Stammbaum der Matrixinfamilie. Dieser Baum wurde basierend auf
der um die Hémopexin-dhnliche Doméne verkiirzten Matrixmetalloproteinasen Minimalsequenzen
erstellt und ist beziiglich der Stellung der bekannten Matrixmetalloproteinasen mit den Ergebnissen
von Murphy et al. (1991) und de Souza und Brentani (1993) konsistent. Entsprechende Ergebnisse
wurden beim Vergleich der Gesamtsequenzen oder nur der Katalytischen Domidnen der einzelnen
Matrixmetalloproteinasen erhalten.

Phylogenetisch scheint MMP-19 am néchsten dem Stromelysin-3 verwandt zu sein, welches auf einem
separaten Ast zwischen den restlichen Matrixmetalloproteinasen und der phylogenetisch weiter
entfernten bakteriellen Metalloendopeptidase Thermolysin, der Protease B von Erwinia chrysanthemi
und dem "hatching enzyme" (Envelysin) des Seesternes liegt (Collier et al., 1991; De Souza und
Bretani, 1993). Um diese Verwandtschaft beziiglich der phylogenetischen Stellung von MMP-19 zu
untersuchen, wurden die Analysen auf die sogenannten Metzinkinfamilie (Bode et al., 1993)
ausgeweitet und das "hatching enzyme" und die Protease B in die Sequenzvergleiche integriert
(Sequenzdaten hier nicht gezeigt). Die zentralen Domédnen dieser Molekiile zeigen eine relativ hohe
Homologie zu den korrespondierenden Abschnitten der Matrixmetalloproteinasen und im speziellen
weist die Katalytische Domine von MMP-19 eine ausgeprigte Ahnlichkeit zur entsprechenden
Domaine des "hatching enzymes" auf (Daten nicht gezeigt). Beziiglich der Evolution der humanen
Matrixmetalloproteinasen ist der erhaltene Stammbaum identisch zu den Resultaten, die auf dem
Sequenzvergleich der Abbildung 4 beruhen.

MMP-19 und Stromelysin-3 gruppieren also mit keinem der anderen humanen Enzyme und stellen in
der Tat einen separaten phylogenetischen Ast zwischen den humanen Matrixmetalloproteinasen und
den den Serralysinen, bzw. Astacinen zuzuordnenden Metalloproteinasen des Seesternes und des
Bakteriums Erwinia chrysanthemi dar. Das heilit, MMP-19 kann keiner der bisher definierten

Untergruppen der Matrixinfamilie zugeordnet werden.
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3.2 MMP-19 Genexpression

Wie zu Beginn des Ergebniskapitels einleitend erwéhnt, ist die Analyse des Expressionsmusters ein
wichtiger Ansatz, um die biologische Rolle eines neuen Enzyms zu verstehen. Hierzu wurden
zunichst Northern Blotting Analysen mit mRNA aus humanem Gewebe durchgefiihrt. Da jedoch nur
sehr wenige humane Gewebe zur Verfligung standen und diese Versuche deshalb nicht in der notigen
Ausfiihrlichkeit durchgefiihrt werden konnten, werden diese Analysen hier nicht gezeigt. Mit den
Publikationen von Cossins et al. (1996) und Pendas et al. (1997) liegen hierzu mittlerweile jedoch
ausfiihrliche Untersuchungen einer Vielzahl humaner Gewebe vor. Aus den Ergebnissen der beiden
Publikationen und den eigenen Analysen geht hervor, dass MMP-19 mRNA in einer ungewdhnlich
hohen Anzahl verschiedener adulter Gewebe des Menschen nachzuweisen ist. Dies ist fiir eine Matrix-
metalloproteinase ungewohnlich, da die meisten anderen Enzyme dieser Familie zwar stark wéihrend
der Embryonalentwicklung und Organogenese exprimiert werden, adult jedoch nur unter ganz
spezifischen Bedingungen, wie zum Beispiel wihrend des Knochenwachstums, der Wundheilung oder
verschiedener hormonell regulierter Prozesse des Reproduktionsapparates nachweisbar sind (Ubersicht
in Matrisian, 1992; Birkedal-Hansen et al., 1993, Parks et al., 1998, Fini et al., 1998).

Ovarien, Lunge, Milz, Plazenta, Diinndarm und Pankreas weisen den hdochsten Gehalt an MMP-19
mRNA auf. In einem geringeren Ausmal} ist MMP-19 auch im Colon, den Hoden, der Prostata, dem
Thymus und sehr schwach auch im Herzen nachweisbar. Negativ in allen Analysen sind dagegen
Nieren, Leber, Skelettmuskel, Gehirngewebe und periphere Leukozyten.

Dieses breite Expressionsspektrum ist, wie erwdhnt, ungewohnlich fiir eine Matrixmetalloproteinase
und gleicht am ehesten dem der Membranstéindigen Matrixmetalloproteinase-1, welche eine Rolle in
der Aktivierung der anderen Matrixmetalloproteinasen spielt (Will und Hinzmann, 1995; Takino ef al.,

1995a und 1995b).

3.2.1 Etablierung einer MMP-19 RT-PCR Expressionsanalyse

Zur weiteren Untersuchung der MMP-19 Expression auf mRNA Ebene wurde eine semiquantitative
RT-PCR Analyse auf Basis der sogenannten "primer dropping" Methode etabliert (Wong et al., 1994).
Diese zeichnet sich gegeniiber Northern Blotting Analysen durch ein stark erhdhte Sensitivitit aus.
Damit sollte auch eine sehr geringe MMP-19 Expression zu detektieren sein. Des weiteren war es
damit mdglich, mit geringen Mengen an biologischem Material zu arbeiten.

Der Nachteil der RT-PCR-Analyse liegt zum einen in der sehr starken Anfilligkeit fiir
Kontaminationen aus der Umgebung oder aus genomischen Riickstéinden in der aufgereinigten RNA,
was oftmals zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt. Des weiteren ist die Amplifikation der aus der
mRNA abgeleiteten ¢cDNA bei hoher PCR-Zyklenzahl nicht mehr exponentiell. Die PCR-
Reaktiongeht dann in eine Sittigungsphase liber, wodurch Unterschiede in der Expressionsstirke

niedrig exprimierter Gene unter Umstdnden nicht mehr richtig wiedergegeben werden.
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Aus diesem Grunde sind mehrere Kontrollschritte von No6ten, um das Verhalten der PCR-Produkte
wiahrend der Amplifikation zu kontrollieren: Jede isolierte Gesamt-RNA wurde auf genomische
Kontamination iiberpriift, indem eine PCR-Amplifikation ohne vorhergehende Reverse Transkription
mit Primern spezifisch fiir die Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt
wurde. Die Reverse Transkription von einem Mikrogramm von genomischen Riickstéinden freier
Gesamt-RNA wurde wie unter Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Davon wurde ein
Zehntel fiir die PCR-Amplifikation mit MMP-19 spezifischen Primermn verwendet. Nach 15 Zyklen
wurden jeweils die GAPDH spezifischen Primer zugegeben und die PCR-Reaktion fiir weitere 15
Zyklen fortgesetzt ("primer dropping"). GAPDH diente dabei als interne Kontrolle fiir den
erfolgreichen Reaktionsverlauf. Des weiteren wurde GAPDH als Haushaltsgen mit relativ invariantem
Expressionslevel als interner Mengenstandard herangezogen. In parallel durchgefiihrten
Kontrollreaktionen, wurde die gleiche RNA Menge amplifiziert, jedoch wurde keine Reverse

Transkriptase zugegeben.
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Abbildung 6 MMP-19 RT-PCR unter variierenden Bedingungen

Analysiert wurde das Amplifikationsverhalten der MMP-19 und der GAPDH mRNA in der RT-PCR. Dabei wurde
getestet, in wie weit die fiir eine sinnvolle Analyse notwendige exponentielle Vervielfaltigung der cDNAs gegeben
ist und ab welcher Zyklenzahl die PCR-Reaktion in die Plateauphase einlauft. Abbildung 6 A zeigt eine RT-PCR
unter den in den restlichen Versuchen verwendeten Standardbedingungen (siehe Material und Methoden). Die
verwendeten Gesamt-RNAs waren eine Mischung aus SV80 mRNA (MMP-19 positiv) und HELA mRNA (MMP-19
negativ) dar und zwar in den Verhaltnissen SV80:HELA = 0:1; 2:8; 4:6; 6:4; 8:2 und 1:0. Abbildung 6 B zeigt das
Verhalten der PCR-Produkt Amplifikation abhéangig von der verwendeten Zyklenzahl. Es wurde eine Standard RT-
PCR-Reaktion mit variierenden Zyklenzahlen (siehe Beschriftung) durchgefuhrt. Die Anzahl der PCR-Zyklen flr
GAPDH sind aufgrund der spateren Zugabe der GAPDH Primer immer um 15 gegeniiber der Gesamtzahl
erniedrigt ("primer dropping").
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Das Verhalten der PCR-Produkte wahrend der Amplifikation wurde getestet, indem die RNA der
MMP-19 positiven Lungenfibroblastenlinie SV80 und der MMP-19 RNA negativen Cervix Karzinom
Zellline HELA (siehe unten) in verschiedenen Verhéltnissen gemischt, in cDNA umgeschrieben und
per PCR-Reaktion amplifiziert wurden. Ergebnisse dieser Vorversuche sind in Abbildung 6 A gezeigt.
In den hier gezeigten Analysen lassen sich Unterschiede mit dem Faktor 1,5 im MMP-19
Expressionslevel detekieren.

Des weiteren wurde untersucht, ob sich die beiden parallel vervielfaltigten PCR-Produkte MMP-19
und GAPDH gegenseitig in ihrem Amplifikationsverhalten beeinflussen. Wie aus den Ergebnissen in
Abbildung 6 B klar zu ersehen ist, 16t sich die MMP-19 mRNA innerhalb 34 PCR-Zyklen
exponentiell amplifizieren. Das GAPDH Signal bleibt auch bei relativ hohen Zyklenzahlen
weitgehend stabil. Da alle weiteren Analysen mit 30 Zyklen durchgefiihrt wurden, sollte also die
Vervielfiltigung der MMP-19 mRNA exponentiell verlaufen und damit ein Vergleich der
Expressionsstiarken mit dieser Methode moglich sein.

In beiden Analysen wurde auch der nur eingeschrinkt lineare Bereich der Ethidiumbromid
Fluoreszenz nicht tiberschritten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der etablierte RT-PCR-Assay zuverldssige Aussagen

iiber die relative Expressionsstirke der MMP-19 mRNA erlaubt.

3.2.2 MMP-19 mRNA in verschiedenen Zelllinien

Dieser RT-PCR-Assay wurde zundchst angewandt, um humane Zelllinien auf die Expression von
MMP-19 mRNA zu testen. Wie aus Abbildung 7 zu entnehmen ist, weisen alle betrachteten
synovialen Fibroblastenlinien MMP-19 mRNA auf. Dies ist nicht ungewdhnlich, da in vielen
Untersuchungen gezeigt wurde, dass synoviale Fibroblasten in Kultur eine Vielzahl verschiedener
Matrixmetalloproteinasen exprimieren (Birkedal-Hansen et al, 1993; Cunnane et al 1998;
Giambernadi et al., 1998). Einen signifikanten Unterschied in der MMP-19 mRNA Expression der
Fibroblastenlinie einer gesunden Person und den Fibroblastenlinien von RA Patienten ist nicht
auszumachen, wie es die Identifizierung von MMP-19 als RA-assoziiertes Autoantigen hétte
implizieren kénnen. Es muss allerdings angemerkt werden, dass alle drei Zelllinien durch Infektion
mit SV40 immortalisiert wurden. Dies konnte die Expression von MMP-19 beeinflussen, wie schon
fiir andere Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie gezeigt wurde (Logan ef al., 1992; Logan
et al., 1996). Eine weitere Fibroblastenlinie, die Lungenfibroblastenline SV80 zeigt ebenso klare
MMP-19 Expression. Dies korrespondiert mit der erwdhnten starken Expression in der menschlichen
Lunge.

Eine Vielzahl anderer Zelllinien sind negativ fiir MMP-19. Darunter findet man die Hepatocytenlinie
HepG2, was mit dem Fehlen von MMP-19 mRNA in der Leber korreliert.

Die Cervix Karzinomlinie HeLa zeigt, wie auch die lymphoblastoide T-Zelllinie Jurkat keine MMP-19
Expression. Da in vorangehenden Arbeiten (Sedlack, Doktorarbeit 1996) sowohl Jurkat T-Zellen als
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auch primdre T-Zellen als MMP-19 mRNA positiv dargestellt wurden, war dieses Ergebnis
unerwartet. Aus diesem Grunde wurde die Analyse der Jurkat T-Zellen sehr stark ausgeweitet, doch
weder Jurkat, noch Molt-4 oder CEM-T-Zellen wiesen im unstimulierten Zustand MMP-19 mRNA
auf (Daten nicht gezeigt). Wie weiter unten dargestellt, sind auch primére T-Zellen MMP-19 negativ.
Die humane, venose Endothelzelllinie ECV304 gehort ebenso in die Gruppe der MMP-19 negativen
Zelllinien. Diese Beobachtung ist sehr interessant, da MMP-19 durchaus in Zellen des Blutgeféfles
exprimiert wird, wie spatere Versuche gezeigt haben (siche Kapitel 3.2.5).

Die myeloiden Zelllinien HL-60 und THP-1 sind beide MMP-19 positiv. Die myeloide Vorlduferlinie
HL-60, die beziiglich ihres Differenzierungszustandes noch vor der Differenzierung zum Monozyten,
bzw. Granulocyten steht (Collins et al., 1979, Lyons und Ashman, 1989) zeigt eine geringe Expression
von MMP-19 mRNA. Die Zellline THP-1, die alle Merkmale aktivierter Monocyten aufweist
(Tsuchiya et al., 1980, Lyons und Ashman, 1989), exprimiert MM19 jedoch zu einem sehr viel
hoheren Grad. Diese Beobachtung impliziert, dass die Expressionsstirke dieser Matrixmetallo-

proteinase an den Differenzierungsstatus myeloider Zellen gekoppelt sein kénnte.
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Abbildung 7 MMP-19 Expression in humanen Zelllinien

cDNA von 100 ng Gesamt-RNA wurde in einer multiplex PCR-Reaktion mit MMP-19 und GAPDH spezifischen
Primern fir 30, bzw. 15 Zyklen amplifiziert. Die gezeigten Zelllinien sind: SF-C, SF-1 und SF-2: SV40-
immortalisierte synoviale Fibroblasten einer gesunden Person (SF-C) und zweier RA-Patienten; SV80: SV40-
immortalisierte Lungenfibroblasten; HelLa: Cervix Adenokarzinomlinie; Jurkat: T Zell Lymphoblast; HL60: akute
promyelotische Leukamiezellen; THP-1: akute monozytische Leukamiezellen; HepG2: Hepatoblastomlinie;
ECV304: vendse Endothelzelllinie.
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3.2.3 Ist die MMP-19 Expression an den Differenzierungsstatus myeloider
Zellen gekoppelt?

Wie wird die Expression der MMP-19 mRNA in myeloiden Zellen reguliert? Um diese Frage zu
beantworten, wurden sowohl die promyeloiden HL-60, als auch die monozytischen THP-1 durch die
Zugabe von Phorbolestern zu Makrophagen differenziert (Huberman ef al., 1982; Auwerx, 1991). HL-
60 wurden fiir zwei Tage mit 10 ng/ml Phorbolmyristatacetat (PMA) stimuliert; THP-1 fiir zwolf
Stunden. Die Differenzierung wurde anhand phénotypischer Verdnderungen, wie der Induktion von

Adhérenz an die Zellkulturschale, verfolgt.

Abbildung 8 Expression von MMP-19 wédhrend

der myeloiden Differenzierung

THP-1 und HL-60 wurden mit 10 ng/ml PMA flr 12, bzw.
48 Stunden zu makrophagenartigen Zellen differenziert.

AnschlieBend wurden die Zellen vier mal mit Medium

MMP-19
GAPDH

ohne TPA gewaschen und fiir jeweils weitere zwei Tage
kultiviert. Der MMP-19 mRNA Gehalt wurde zu

verschiedenen Zeitpunkten bestimmt: Spur 1 und 4:

unstimuliert; Spur 2 und 5: PMA stimuliert; Spur 3 und 6:
2 Tage nach PMA Stimulation.

Wie aus Abbildung 8 zu entnehmen ist, fiihrt die Stimulation sowohl bei HL-60, als auch bei THP-1
Zellen zu einer starken Induktion der MMP-19 mRNA Expression (Spur 2 und 5). Selbst nach
Wegnahme des Stimulus bleibt die beobachtete erhohte MMP-19 Expression weitgehend erhalten
(Spur 3 und 6). Dieses Ergebnis zeigt, dass die MMP-19 mRNA Expression in myeloiden Zellen, bzw.
zumindest in kultivierten myeloiden Zelllinien an den Differenzierungsstatus gekoppelt ist. Die leichte
Abnahme des Gehaltes an MMP-19 mRNA nach Entzug des Stimulus (Spur 3 und 6) ist vermutlich
dem Wegfall eines direkten PMA-Effekts auf die MMP-19 Expression zuzuschreiben.

3.2.4 MMP-19 in peripheren mononuklearen Blutzellen

Die vorhergehenden Analysen an Zelllinien weisen myeloide Zellen als MMP-19 Produzenten aus.
Demgegeniiber wurde jedoch in Northern Analysen gezeigt, dass aus dem Blut isolierte humane
Leukozyten MMP-19 negativ sind. Gibt es also einen Stimulus, der MMP-19 in Leukozyten induziert
oder ist die MMP-19 Expression in diesen Zelllinien als artifiziell zu betrachten?

Um dieses zu untersuchen, wurden humane mononukledre Blutzellen aus vendsem Blut iber einen
Ficollgradienten gereinigt und in autologem Serum kultiviert. Wie aus Abbildung 9 zu entnehmen ist,
sind direkt isolierte Leukozyten erwartungsgemdll negativ fiir MMP-19 mRNA. Nimmt man die
Zellen jedoch in Kultur, so findet eine signifikante Induktion der MMP-19 Expression statt.
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Diese Expression ist schon nach 16 Stunden zu beobachten und iiber mindestens 10 Tage stabil (Daten
nicht gezeigt). Der Gehalt an MMP-19 mRNA in den kultivierten Leukozyten korreliert direkt mit
dem Gehalt an autologem Serum im Kulturmedium: Je mehr Serum eingesetzt wird, desto mehr

MMP-19 mRNA ist zu detektieren.

Abbildung 9
MMP-19 Induktion 19 in Leukozyten durch autologes

Serum

PBMC+5% AS
PBMC+25% AS
PBMC+50% AS
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Humane Leukozyten (PBMC) wurden aus vendsem Blut Giber einen
Ficollgradienten gereinigt und der Gehalt an MMP-19 mRNA wurde
entweder direkt (Spur 1) oder nach zweitagiger Kultur in RPMI1640,
MMP-19 supplementiert mit dem jeweils angegebenen Gehalt an autologem
GAPDH | Serum, (Spur 2-4) bestimmt.

Welche Zellen sind fiir die serumabhéngige Induktion der MMP-19 Expression verantwortlich?
Die in Kapitel 3.2.2 und 3.2.3 gezeigten Untersuchungen an humanen Zelllinien lassen Monocyten
und Makrophagen als mogliche Kandidaten erscheinen. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden
periphere mononukledre Blutzellen isoliert und die CD14 positiven Zellen, d.h. in erster Linie
Monozyten/Makrophagen mithilfe des Magnet-aktivierten Zell Sortierers (MACS) von den restlichen
Zellen abgetrennt und getrennt kultiviert. Nach zweitdgiger Kultivierung wurde die RNA dieser Zellen
isoliert und analysiert. Parallel wurden unsortierte mononukleédre Blutzellen kultiviert. Die RNA dieser
Zellen wurde nach zweitdgiger Kultivierung entweder direkt oder nach Auftrennung der Zellen in
(meist adhiirente) CD14"-Zellen, bzw. CD14"-Zellen analysiert.

Wie aus Abbildung 10 zu entnehmen ist, sind die CD14 positiven Blutzellen fiir die serumabhéngige
Hochregulierung der MMP-19 mRNA Expression verantwortlich. Diese Induktion scheint unabhingig
von kokultivierten Lymphozyten zu sein, da sie sowohl in der reinen CD14 -Kultur, bei der die
Auftrennung in CD14" und CD14 schon vor der Inkulturnahme durchgefiihrt wurde, als auch bei
gemeinsam kultivierten und erst anschlieBend sortierten Zellen auftritt. Die schwache MMP-19 Bande,
die bei CD14-Zellen zu sehen ist, stammt wahrscheinlich von kontaminierenden CD14"-Zellen: Wie
in parallelen FACS-Analysen bestimmt wurde, betrug die Reinheit der mit MACS sortierten Zellen
nur knapp mehr als 95% (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die beobachtete serumabhéngige Induktion der
MMP-19 Genexpression in mononukledren Blutzellen von CD14"-Zellen ausgeht und der dafiir
notwendige Stimulus sehr wahrscheinlich nicht von Lymphozyten herriihrt. Das heil3t, es sind in erster
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Linie Monozyten und, falls eine Differenzierung in Kultur schon eingetreten ist, Makrophagen fiir

diesen Effekt verantwortlich.

Abbildung 10 MMP-19 Expression in

kultiviert CD14"-Zellen
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o O O O O a O O 19 mRNA wurde in diesen Zellen entweder sofort

(Spur 1-3) oder nach zweitagiger Kultur in
RPMI1640 mit 25% autologem Serum bestimmt
(Spur 4-8). Spur 4 und 5 zeigt die MMP-19

Expression in Zellen, die vor der Kultivierung

MMP-19
GAPDH

sortiert wurden, Spur 7 und 8 wurden nach der
Kultivierung sortiert. Spur 1 und 6 (PBMC) sind

nicht sortierte Blutzellen.

Welcher Stimulus induziert MMP-19 in Blutzellen?

Mehrere Stimmuli kénnen fiir diese serumabhingige Induktion der MMP-19 Expression in CD14'-
Zellen in Frage kommen. Ein einfacher Serumeffekt kann jedoch ausgeschlossen werden, da es sich
um autologes Serum handelt, das derselben Blutspende wie die kultivierten Zellen entstammt. Die
Induktion durch kontaminierende Endotoxine wire bei Monozyten nicht ungewohnlich und kénnte im
Zusammenhang mit der entziindungsabhingigen Induktion von Proteinasen auch physiologisch
eingeordnet werden. Jedoch kann auch dieses mit obigem Argument ausgeschlossen werden. Auch
eine an Prolifertionsinduktion gekoppelte Expressionssteigerung ist unwahrscheinlich. Der Zeitraum
ist hierflir zu kurz, da die erhdhte Expression schon nach wenigen Stunden zu beobachten ist (Daten
nicht gezeigt). Des weiteren wird bei Monozyten unter diesen Kulturbedingungen keine Proliferation
beobachtet, sondern viel mehr eine Differenzierung zu Makrophagen (Graeme und McBride, 1989).
Eine moglicher Mechanismus stellt jedoch die Hochregulierung der MMP-19 Genexpression induziert
durch Adhésion an die Zellkulturschale dar: Serum enthilt verschiedene Anheftungsfaktoren, die eine
solche Adhésion an die Unterlage vermitteln konnen. Im Blutgefall werden diese Adhdsionsprozesse,
die vor allem zwischen Blutzellen wie Monozyten und den die Gefiale auskleidenden Endothelzellen
und der darunter liegenden Basalmembran stattfinden, iiber einen sehr komplexen Mechanismus
reguliert. FEine Ubersicht der hier stattfindenden Wechselwirkungen, in denen vor allem
Oberfldchenmolekiile der Integrin- und der Immunglobulinsuperfamilie involviert sind, findet sich in
Imhof und Dunon (1995) und Hynes (1992). Im Kulturgefa3 konnte jedoch schon eine relativ einfache

Wechselwirkung einiger weniger zentraler Adhésionsmolekiile mit der oberflichenbehandelten
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Zellkulturschale eine solche Geninduktion bewirken. Umgekehrt sollte dann eine Verringerung der
Adhision die beobachtete Serum-induzierte Hochregulierung der MMP-19 mRNA vermindern.

Dies wurde getestet, indem mononukledre Blutzellen in "Ultra low attachment" Platten kultiviert
wurden. Diese Platten reduzieren die Wechselwirkung der Zellen mit der Unterlage durch eine
spezielle Beschichtung auf ein Minimum. Auch o-Tocopherol kann die Adhésion bestimmter
Zelltypen, unter denen sich unter anderem Monozyten, bzw. Makrophagen befinden, durch einen noch
nicht vollig gekldrten Proteinkinase C vermittelten Mechanismus verhindern (siche Kapitel 4,
Diskussion). Diese Adhésionsblockade scheint unabhingig von der Wirkung von o-Tocopherol als
Antioxidants zu sein, da -Tocopherol und auch chemisch verwandte Antioxidantien diesen Effekt
nicht zeigen (Angelo Azzi, Universitit Bern, personliche Mitteilung). Abbildung 11 zeigt die
Zusammenfassung von Versuchen, bei denen der Zusammenhang zwischen Adhédsion und MMP-19

Genexpression in peripheren mononukledren Blutzellen und in HL-60 getestet wurde.
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Abbildung 11 Adhéasionsinduzierte MMP-19 Expression in peripheren mononukledren
Blutzellen

Mononukleére Blutzellen wurden aus vendsem Blut isoliert und entweder sofort (PBMC direkt, Spur 1 und 7) oder
nach zweitdgiger Kultur +/- PMA auf MMP-19 mRNA Expression getestet. Spur 2 und 8 (PBMC) zeigt die MMP-
19 Expression nach zweitagiger Kultur unter Standardbedingungen +/- PMA. Spur 3 und 9 zeigt die MMP-19
mRNA nach "adhasionsfreier" Kultur in "ultra low attachment" Platten. Spur 4, 5, 6 und 10, 11, 12 zeigen MMP-19
nach Standardkultur +/- PMA und den angegebenen Mengen an o-, bzw. 3-Tocopherol.

Die rechte Abbildung zeigt die analogen Versuche mit HL-60 Zellen.

Wie aus den in Abbildung 11 gezeigten Versuchen zu entnehmen ist wird die beobachtete Induktion
der MMP-19 Expression sowohl nach mechanischer, als auch nach pharmakologischer Blockade der
Adhision stark verringert. Bei peripheren Blutzellen ist diese Inhibition unabhéngig davon, ob die

MMP-19 mRNA Hochregulierung nur durch die Inkulturnahme ausgelost wurde, oder ob dieser Effekt
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durch zusidtzliche PMA-Stimulation gesteigert wurde. Auch die wahrend der PMA-induzierten HL-60
Differenzierung zu beobachtende Expressionssteigerung ist sowohl durch mechanische Verhinderung
der Adhésion, als auch durch die Gabe von o-Tocopherol, aber nicht durch B-Tocopherol weitgehend
zu verhindern. Dies lésst den SchluB3 zu, dass die seruminduzierte Hochregulierung der MMP-19
Expression hochstwahrscheinlich durch Adhédsion vermittelt wird. Auch der PMA Effekt scheint zum
Teil adhdsionsabhéngig zu sein. Wie Adhésionsfaktoren dabei eine Rolle spielen koennten, und die
Implikationen, die sich hieraus fiir eine biologische Rolle der in Makrophagen induzierten Matrix-
metalloproteinase MMP-19 ergeben, werden in Kapitel 4 ausfiihrlich diskutiert werden.

Zusammengefasst ist zu sagen, dass MMP-19 in den im Blut zirkulierenden Monozyten nicht
vorhanden ist, jedoch nach Kontakt zu einer Unterlage induziert wird, dass heil3t {ibertragen auf die in
vivo Situation, bei Adhésionsprozessen an die Gefa3lwand oder an das Gewebe. Dies spielt eine Rolle
bei der Migration durch die GefaBwand, wie zum Beispiel bei der Einwanderung in Inflammations-
herde. Monozyten und Makrophagen und die von ihnen exprimierten Matrixmetalloproteinasen sind
zudem wichtige Spieler bei der Pathogenese von Koronarerkrankungen, wie Arteriosklerose (Galis et
al., 1995; Shah et al., 1995; Moore et al., 1998). Die beobachtete Inhibition der MMP-19 Expression
durch a-Tocopherol ist in diesem Zusammenhang sehr bemerkenswert, da diese Substanz sehr

wirkungsvoll gegen Arteriosklerose schiitzt (Suzukawa et al., 1998; Chan, 1998).

3.2.5 MMP-19 Expression in Zellen des Blutgefal Systems

Monozyten, bzw. Makrophagen sind nicht die einzigen Zelltypen, die eine Expression von MMP-19
aufweisen. In Studien, durchgefiihrt von Dr. Cornelia Kolb (Lehrstuhl fiir Immunologie, Universitét
Konstanz), wurde die MMP-19 Expression in humanen Gewebeschnitten, insbesondere in Zellen der
BlutgefaBe untersucht. Zum einen findet man eine groe Menge an MMP-19 Protein in vaskuldren
glatten Muskelzellen (Kolb et al., 1997), zum anderen scheint MMP-19 auch in Endothelzellen der
Kapillaren unter bestimmten Umstdnden exprimiert zu werden (Kolb et al., 1999). Diese Studien
wurden durch die im folgenden gezeigten in vitro Analysen auf mRNA Ebene gestiitzt. Zellen der
glatten GefdBmuskulatur und makrovaskuldre Endothelzellen wurden wie beschrieben isoliert
(Stopeck et al., 1997). Die Isolierung mikrovaskuldrer Endothelzellen aus humanem Fettgewebe ist
unter Material und Methoden beschrieben.

Wie Abbildung 12 zu entnehmen ist, exprimieren vendse makrovaskulire Endothelzellen der
Nabelschnur kein MMP-19. Sowohl die Zelllinie ECV304, als auch primére Zellen dieses Typs zeigen
keine MMP-19 mRNA. Dies ist konsistent mit den erwidhnten Analysen auf Proteinebene. Selbst
Stimulationen mit 20 ng/ml des Phorbolesters PMA, 10 ng/ml des Wachstumsfaktors EGF oder 1
ng/ml bFGF fiihrten zu keiner Induktion der MMP-19 Expression (Daten nicht gezeigt).

Arterielle makrovaskuldre Endothelzellen der Nabelschnur zeigen in Immunfarbungen eine granuldse,
zytoplasmatische Féarbung fiir MMP-19 Protein, die allerdings im Laufe der Kultivierung immer

weiter abnimmt. Dieses Verhalten ist auch auf mRNA Ebene zu beobachten. Die hier gezeigte sehr
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schwache MMP-19 mRNA Expression stammt von einer zwei Wochen alten Kultur arterieller
Endothelzellen. Frische Kulturen zeigen eine etwas hohere Expression. Jedoch ist auch diese weitaus

geringer als in mikrovaskuldren Endothelzellen.

dichte
Kultur  proliferierend

SMC + 10 ng/ml EGF, 2 ng/ml bFGF
SMC + 10 ng/ml EGF, 2 ng/ml bFGF

HUVEC + 10ng/ml EGF
HUAEC + 10ng/ml EGF
Haut MVEC + 10ng/ml EGF
fat MVEC + 10ng/ml EGF
fat MVEC + 20 ng/ml PMA
SMC + 20 ng/ml PMA
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Haut MVEC
fat MVEC
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Abbildung 12 Expression von MMP-19 in Zellen des BlutgefiBes

Dargestellt ist die Analyse des MMP-19 mRNA Gehaltes verschiedener humaner BlutgefalRzellen. ECV304 ist
eine spontan transformierte HUVEC-Zelllinie; HUVEC sind "humane vendse Endothelzellen", HUAEC "humane
arterielle Endothelzellen", SMC sind "glatte Muskelzellen". Die zur Stimulation eingesetzten Substanzen wurden

der Kultur jeweils fir 18 Stunden zugesetzt.

Mikrovaskuldre Endothelzellen, die in wachsenden, neu entstehenden Blutgefilen vorkommen, waren
in jedem untersuchten Fall MMP-19 positiv: Auf mRNA Ebene findet man eine selbst nach drei
Wochen noch stabile Expression von MMP-19. Diese ist sowohl in mikrovaskuldren Endothelzellen
der Haut, als auch des Fettgewebes nachweisbar und wird nach Stimulation mit 20 ng/ml PMA, einem
potenten proangiogenetischen Induktor (Piechocki et al., 1992), nochmals merklich erhoht.

Glatte Muskelzellen der Nabelschnur zeigen sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene die
stirkste Expression fiir MMP-19. Diese Expression kann zudem durch Stimulation mit PMA, EGF
und bFGF erhoht werden. Alle drei Substanzen werden als proangiogenetische Wachstumsfaktoren
betrachtet (Iwasaka et al, 1996). Zusitzlich ist auffillig, dass proliferierende glatte Muskelzellen
zumindest in Kultur einen um den Faktor zwei bis drei mal hoheren Gehalt an MMP-19 mRNA

aufweisen als ruhende Zellen, die fiir zwei Tage in einer dichten Kultur gehalten wurden.
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MMP-19 scheint also zum einen in der die Arterien umgebenden glatten Muskelzellschicht, zum
anderen in den Endothelzellen der Kapillaren eine Rolle zu spielen.

Uber die vielfiltigen Funktionen von Matrixmetalloproteinasen in der glatten Muskelzellschicht der
Arterien wird sehr viel diskutiert, wobei das Augenmerk insbesondere auf die Beteiligung bei
pathologischen Vorgéngen, wie zum Beispiel der Arteriosklerose, gelegt wird (Newby et al., 1994 und
1996). Sowohl die schon starke MMP-19 Grundexpression in den glatten Muskelzellen, als auch die
PMA-induzierte, bzw. die Proliferations-assoziierte Erhohung des mRNA Gehaltes konnen sehr gut in
die diskutierten Theorien eingefiigt werden. Eine ausfiihrliche Diskussion hierzu findet sich in Kapitel
4 wieder.

Die beobachtete differentielle Expression von MMP-19 in humanen Endothelzellen impliziert eine
mogliche Rolle von MMP-19 beim BlutgefiBwachstum. Da in erster Linie mikrovaskuldre Endothel-
zellen positiv fiir MMP-19 sind, kdnnte diese neue Matrixmetalloproteinase ein wichtiger Spieler in
grundlegenden Vorgidngen der Angiogenese, bzw. der Neovaskularisierung sein. Der Themenkomplex
Expression und Funktion von Matrixmetalloproteinasen wéhrend der Angiogenese gehort zu den im
Augenblick am stdrksten bearbeiteten Feldern der biomedizinischen Proteinaseforschung, da die
Bildung neuer Blutgefiale zu den zentralen Prozessen des Tumorwachstums gehort, wie in Kapitel 1
ausgefiihrt wurde. In einer Vielzahl klinischer Studien wird untersucht, ob Inhibitoren der Matrix-
metalloproteinasen die Versorgung von Tumoren mit BlutgefdBBen unterbinden konnen. Wie in Kapitel
4 ausfiihrlich diskutiert werden wird, konnte MMP-19 in diesem Zusammenhang ein neuer, schr
vielversprechender, pharmakologischer Angriffspunkt darstellen, da keine der bisher untersuchten
klassischen Matrixmetalloproteinasen ein dhnliches, fiir mikro- aber nicht makrovaskuldre Endothel-

zellen spezifisches Expressionsmuster zeigt.
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3.3 Zelloberflachen Bindung von MMP-19

Wo ist das Protein MMP-19 auf subzellulidrer Ebene lokalisiert?

Wie in der Einleitung dargestellt, besitzen Matrixmetalloproteinasen und so auch MMP-19 ein Signal-
peptid, welches den Transport in den Extrazellularraum vermittelt. Dieser Export erfolgt meist direkt
iiber das endoplasmatische Reticulum und den Golgi Apparat, ohne weitere grundlegende
Modifikationen. Im Falle von Stromelysin-3 und den Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen
kann hier jedoch ein proteolytischer Aktivierungsschritt durch Golgi-assoziierte Serinproteasen des
Furintyps zwischengeschaltet sein. Eine andere Moglichkeit stellt der zeitverzogerte Export dar, bei
dem die Proteine in einem intrazelluldren Zwischenspeicher zuriickgehalten werden, bis ein weiterer
Stimulus die endgiiltige Abgabe nach aulen vermittelt. Innerhalb der Matrixmetalloproteinasenfamilie
trifft dies unter anderem fiir die Gelatinase B in Endothelzellen (Nguyen et al., 1998) und fiir die
Neutrophilen Kollagenase in den Granula der Neutrophilen Granulozyten zu (Devarajan et al., 1991).
Auch die Verteilung im Extrazellularraum kann sehr stark zwischen den einzelnen Matrixmetallo-
proteinasen variieren. So sind die Membranstdndigen Matrixmetalloproteinasen aufgrund ihrer C-
terminalen Transmembrandoménen immer in der Zelloberflichen verankert. Gelatinase A hingegen
findet man sowohl Zelloberflachen-assoziiert, als auch 16slich in der Extrazellularmatrix (Yu et al.,
1998). Andere Matrixmetalloproteinasen scheinen ausschlieflich in der Extrazellularmatrix lokalisiert
zu sein, wobei sie hier oftmals direkt an ihre Substratmolekiile wie zum Beispiel Kollagen gebunden
sind (Allan et al., 1991; de Souza und Brentani, 1992; Olson et al., 1998).

Fir MMP-19 gab es schon frith Hinweise, dal zumindest eine fakultative Zelloberfldchenbindung
bestehen konnte (Sedlacek et al., 1998). Allerdings konnte in dieser Arbeit weder die Art der Ober-
flichenbindung ermittelt werden, noch die MMP-19 tragenden Zellen eindeutig identifiziert werden.
Nachdem mit dem affinitétsgereinigten, monospezifischen Kaninchen anti-MMP-19 Antikdrper 511
(Kolb et al., 1997; Sedlacek et al., 1998), der gegen die Hingeregion von MMP-19 gerichtet ist, ein
zuverldssiger Antikorper zur Verfligung stand, wurden diese Analysen neu aufgenommen.

Im Fluoreszenz-aktivierten Zellscanner (FACScan) wurden die Oberflachen verschiedener Zelltypen
auf MMP-19 Expression analysiert. Wie in Abbildung 13 gezeigt, tragen sowohl die myeloiden
Vorlduferzellen HL-60, als auch die THP-1 Monozyten, MMP-19 auf ihrer Oberflache. Jurkat und
Molt-4 T-Zellen sind entgegen fritherer Analysen (Sedlacek, Doktorarbeit 1996) negativ fiir MMP-19.
Dieses Ergebnis ist konsistent mit den bereits gezeigten mRNA Expressionsdaten und wurde spéter

mit weiter unten erwahnten monoklonalen anti-MMP-19 Antikdrpern nochmals verifiziert.
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Abbildung 13 Analyse der MMP-19 Oberflachenexpression in humanen Blutzelllinien

Humane Blutzelllinien wurden mit den monospezifischen Kaninchen anti-MMP-19 Antikérper 511 oberflachen-
gefarbt und anschlieRend im FACScan analysiert. Die oberen Abbildungen zeigen die myeloiden Zelllinien THP-1,
bzw. HL-60. In der unteren Reihe sind Jurkat T-Zellen jeweils mit und ohne Stimulation durch 20 ng/ml
Phorbolester (PMA) fur 16 Stunden dargestellt. Die grau ausgefilliten Histogramme zeigen die Kontrollfarbung mit
einem Kontrollantikdrper derselben Spezies, die nicht ausgefiillten Histogramme entsprechen den MMP-19

Farbungen.

Betrachtet man iiber Ficollgradienten gereinigte periphere mononukledre Blutzellen (Abbildung 14),
so sind diese ebenso, entgegen der frilheren Daten (Sedlacek, Doktorarbeit 1996), direkt nach der
Blutentnahme negativ fiir MMP-19 Oberflachenassoziation. Nach zweitdgiger Kultur in RPMI1640
mit 20% autologem Serum teilen sich die Zellen in zwei Leukozytenpopulationen, ndmlich MMP-19
negative und MMP-19 positive Zellen auf, wie durch das zweigipflige FACS Signal gezeigt wird. Die
Inkulturnahme fiihrt also analog der Hochregulierung von MMP-19 auf mRNA Ebene zu einer
Induktion der MMP-19 Oberflachenexpression.

Diese beiden Leukozytenpopulationen wurden weiter analysiert, indem sie zusétzlich mit einem
Antikorper fiir den Oberflachenmarker CD14 geférbt und im FACScan jeweils in CD14 positive, bzw.
CD14 negative Zellen aufgeteilt wurden. Dies entspricht den Zellpopulationen der Monozyten/
Makrophagen (CD14"), bzw. der T- und B-Lymphozyten (CD14). Es zeigt sich eine klare Zuordnung
der MMP-19 Oberfldchenfiarbung zur CD14 positiven Monozyten/Makrophagenfraktion. Die CD14
negative Lymphozytenfraktion ist auch nach Kultivierung negativ fiir MMP-19.
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Auch humane Gewebsmakrophagen, die aus einer Peritoneallavage gewonnen wurden und direkt, das

heiBt ohne Kultivierung, im FACScan untersucht wurden, tragen MMP-19 auf ihrer Oberflédche.
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Abbildung 14 Analyse der MMP-19 Expression in mononuklearen Blutzellen im FACScan

Periphere mononukleére Blutzellen wurden mit den monospuezifischen Kaninchen anti-MMP-19 Antikérper 511
oberflachengefarbt und im Fluoreszenz-aktivierten Zellscanner analysiert. Dargestellt sind periphere mono-
nukleédre Blutzellen direkt nach der Isolierung (PBMC direkt), bzw. nach zwei Tagen Kultivierung in RPMI1640 mit
20% autologem Serum (PBMC nach Kultur). Die kultivierten PBMC wurden durch eine zweite Farbung mit einem
anti-CD14-Antikdrper in CD14" (Monozyten/Makrophagen) und CD14" (Lymphozyten) aufgetrennt. Die untere
Darstellung zeigt die Farbung humaner Peritonealzellen, welche aus einer Peritoneallavage isoliert wurden. Auch
hier wurde eine Doppelfarbung fir MMP-19 und CD14 durchgefiihrt. Die grau ausgeflllten Histogramme zeigen
die Kontrollfarbung mit einem Kontrollantikérper, die nicht ausgefiillten Histogramme entsprechen den MMP-19
Farbungen.
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MMP-19 ist also auf der Oberfliche der betrachteten myeloiden Blutzelltypen lokalisiert. Eine
ausfiihrliche Analyse der MMP-19 Aminoséuresequenz ergab jedoch keinen Hinweis auf eine putative
Transmembransequenz. Einzig das Signalpeptid konnte eine Zelloberflichenverankerung iiber eine
Transmembranhelix vermitteln. Jedoch erscheint es wahrscheinlicher, dass diese N-terminale
Signalsequenz gleich den anderen Matrixmetalloproteinasen wéhrend des Exports abgespalten wird:
Die Sequenzhomologien in diesem Bereich unterstiitzen die These, dass auch bei MMP-19 eine solche
Abspaltung im endoplasmatischen Reticulum stattfindet.

Wie also ist MMP-19 auf der Oberfliche verankert? Die zusétzliche C-terminale Doméine von MMP-
19 unterscheidet diese Matrixmetalloproteinase von allen anderen Matrixinen. Diese 30 Aminosduren
konnten als Signalsequenz fiir eine Verankerung mittels Glycosylphophatidylinositol (GPI) dienen.
Solche Signalsequenzen sind fast ausschlieSlich im C-Terminus der jeweiligen Proteine zu finden und
bestehen aus 15-20 vorwiegend hydrophoben Aminosduren (Englund, 1993). Etwa fiinf bis zehn,
oftmals eher hydrophile Aminosiduren weiter in N-terminaler Richtung befinden sich eine bis drei
kleine Aminosiduren wie Glycin, Aspartat, Asparagin, Alanin, Serin oder Cystein. Das wichtigste
Merkmal der GPI-Signalsequenz ist jedoch die starke Hydrophobizitét, so dass sie strukturell einer N-
terminalen Signalpeptidsequenz oder einer potentielle Transmembrandoméne dhnelt. GPI-
Signalsequenzen werden bei Anhdngung des GPI-Ankers entfernt (Englund, 1993).

Der C-terminale Bereich des MMP-19 Proteins weist sowohl die geforderten kleinen Aminosauren, als
auch eine eher hydrophobe Struktur auf, wie Hydrophobizititsanalysen nach Kyte und Doolitle (1982)
gezeigt haben (Daten nicht gezeigt). Somit ist ein gewisser Hinweis auf eine mdgliche GPI-
Verankerung von MMP-19 auf der Zelloberfliche gegeben. Hierbei muss allerdings einschriankend
bemerkt werden, dass diese C-terminale Doméne auch einen groBen Anteil polarer und geladener
Aminosduren aufweist. Dies wire eher ungewdhnlich fiir eine echte GPI-Signalsequnz, deren
hydrophobes Cluster meist ausschlieflich aus den entsprechenden Aminoséuren besteht (Englund,
1993).

Um die Hypothese einer GPI-Verankerung von MMP-19 zu testen, wurden THP-1 Zellen mit
Phosphatidylinosit-Phospholipase C (PI-PLC) inkubiert. Dieses aus Bacillus cereus isolierte Enzym
sollte aufgrund der Substratspezifitit gegen Phosphatidylinosit und Lysophosphatidylinosit die
meisten GPI-verankerte Proteine von der Zelloberfliche ablosen (Low und Saltiel, 1988). Da dieses
Enzym nach Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim) sehr anféllig gegen verschiedene Salze,
u.a. NaCl, ist, die Analysen an intakten Zellen jedoch nicht in salzfreiem Medium durchgefiihrt
werden konnen, wurde die Aktivitdt durch die Abspaltung eines weiteren GPI-verankerten Proteins,
CD14, kontrolliert. Wie aus Abbildung 15 zu entnehmen ist, wurde das MMP-19 Oberflachensignal
nicht durch die Inkubation mit PI-PLC beeinflusst. Demgegeniiber wurde die Farbung fiir CD14 etwa

um den Faktor zwei reduziert.
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Unter der Voraussetzung, dass sterische Probleme bei der Abspaltung eines potentiellen GPI-Ankers

hier keine Rolle spielten, weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass MMP-19 sehr wahrscheinlich nicht

mittels Glycosylphophatidylinositol auf der Zelloberflache verankert vorliegt.
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Abbildung 15 GPI-Verankerung von MMP-19

THP-1 Monozyten wurden mit Phosphatidylinosit-Phospholipase C inkubiert, um GPIl-verankerte Proteine von der
Zelloberflache abzuspalten. Anschlielfend wurden die Zelloberflachen auf MMP-19, bzw. auf das GPI-verankerte
Kontrollprotein CD14 im FACScan untersucht. Oben dargestellt ist die Oberflichenfarbung vor PI-PLC
Behandlung, unten danach. Die grau ausgefiillten Histogramme zeigen die Kontrollfarbung mit einem
Kontrollantikérper, die nicht ausgefiillten Histogramme entsprechen den MMP-19 Farbungen. Die gestrichelten

Histogramme in den unteren Darstellungen entsprechen der obigen Farbung.

3.3.1 Mechanismus der MMP-19 Oberflachenbindung

Die gezeigte Zelloberflichenbindung von MMP-19 scheint also weder iiber eine echte Transmembran-
domaéne, noch iiber eine Verankerung mittels Glycosylphophatidylinositol vermittelt zu sein.

Eine weitere sehr hdufige Form der Oberflichenbindung von Proteinen ist die nicht-kovalente
Wechselwirkung mit einem oder mehreren membranassoziierten Proteinen, bzw. einem spezifischen

Rezeptor. Fiir die Gelatinase A (MMP-2) wurde gezeigt, dass sie an das Integrin VB3 bindet und so
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auf der Oberfliache invasiver Zellen verankert werden kann (Brooks ef al., 1996). Diese Art der
Oberflachenassoziation scheint fiir einige der biologischen Funktionen dieser Matrixmetalloproteinase
absolut notwendig zu sein, da die bloe Inhibition dieser Bindung zu dramatischen Effekten bei
wichtigen physiologischen Prozessen wie der Angiogenese fiihrt (Brooks ef al., 1998).

Um zu untersuchen, ob auch fir MMP-19 ein dhnlicher Mechanismus besteht, also MMP-19 mit
anderen Zelloberflichenmolekiilen wechselwirkt, wurden Immunprézipitationsexperimente durch-
gefiihrt. Dabei wurde untersucht, ob sich MMP-19 spezifisch von der Oberfliche von Zellen
prézipitieren lidsst und ob weitere Oberfldchenproteine mit MMP-19 koprézipitieren. Der in den FACS
Analysen verwendete Kaninchen anti-MMP-19 Antikorper 511 erwies sich filir solche Analysen als
nicht affin genug, so dass diese Experimente mit dem neu erstellten monoklonalen Antikdrper CK8/4
durchgefiihrt wurden. Dazu wurden die Antikorper produzierenden Hybridomazellen kultiviert, der
Uberstand gesammelt, eingeengt und die Antikorper iiber eine Protein A Siule aufgereinigt. In
mehreren FACS Analysen und Immunoblots gegen rekombinantes Protein wurde gezeigt, dass der
monoklonale Antikdrper dasselbe Fiarbemuster aufweist wie die zuvor verwendeten Kaninchen
Antikorper (Daten nicht gezeigt). In diesen Analysen wurde auch nochmals bestitigt, dass die T-

Zelllinien Jurkat und Molt-4 negativ fiir MMP-19 Oberflachenférbung sind.

L Kontroll- Abbildung 16 Der monoklonale Antikérper CK 8/4

8/4 Pra2|p|tatlonc prazipitation prazipitiert MMP-19
_5 é % _5 é MMP-19 Immunprazipitation aus einem THP-1 Lysat. Die
= $ Sw € = o) Prézipitation erfolgte mit dem monoklonalen Antikdrper
2 8§ 2388 g &8 CK8/4. Detektiert wurde mit CK8/4 und dem Kaninchen
% % E E) % % g anti-MMP-19 Serum 511 (Spur 1 und 2). Spur 3 und 4

zeigen einen Kontrollimmunblot der CKB8/4-Prazipitate,

97 kDa— entwickelt mit den jeweiligen sekundaren Antikérpern. Spur
63 kDa. 5 und 6 zeigen eine Detektion entsprechend Spur 1 und 2,
55 KDa jedoch wurde die Immunpréazipitation hier mit einem
43 kDa_ Kontrollantikdrper derselben Subklasse (IgG1) durch-

40 kDa gefiihrt.

Wie aus Abbildung 16 zu entnehmen ist, prizipitiert der monoklonale Antikérper CK8/4 MMP-19
spezifisch aus einem THP-1 Lysat (1% NP40). Im CK8/4-Prézipitat ldsst sich MMP-19 sowohl mit
dem Kaninchen anti-MMP-19 Antikérper 511, als auch mit dem monoklonalen Antikdrper CK8/4
selbst nachweisen.

Durch Inkubation mit Succinimidyl-6-biotinamido-Hexonat kénnen Oberflichenmolekiile intakter

Zellen selektiv markiert werden. Diese wasserlosliche Substanz ist nicht membrangingig und reagiert
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in wassriger Losung und bei neutralem pH mit primdren Aminen. Da THP-1 Zellen sowohl auf mRNA
Ebene als auch im FACS fiir MMP-19 positiv sind, sollte es moglich sein, biotinmarkiertes MMP-19
von diesen Zellen zu immunprézipitieren. Ein potentieller Oberflacheninteraktionspartner von MMP-

19 sollte unter geeigneten Bedingungen kopréazipitieren.
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Abbildung 17 Zwei Oberflachenproteine koprazipitieren mit MMP-19

THP-1 Zellen wurden oberflachenbiotinyliert und in einem 1% NP40 Puffer lysiert. Anschlieend wurde mit dem
monoklonalen anti-MMP-19-Antikérper CK8/4 immunprazipitiert. Spur 1 und 2 zeigen die Detektion der biotin-
markierten Prazipitate mittels Streptavidin-Peroxidase. Spur 3 zeigt eine stringente Prazipitation in RIPA Puffer
(1% NP40, 0,1% SDS, 0,5% Na-Deoxycholat). Spur 4 zeigt einen silbergefarbten Molekulargewichtsmarker. Spur

5 und 6 die Silberfarbung einer Immunprazipitation entsprechend Spur 1 und 2.

Um dies zu untersuchen, wurden THP-1 Monozyten oberflachenbiotinyliert, lysiert und MMP-19
immunprézipitiert. AnschlieBend wurde das in der SDS PAGE aufgetrennte Prézipitat auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen und biotinylierte Proteine mittels Streptavidin-Peroxidase
detektiert. Wie aus Abbildung 17 zu entnehmen ist, koprézipitiert MMP-19 mit mindestens zwei
weiteren Oberflichenproteinen. Beide weisen ein groferes Molekulargewicht als MMP-19 auf,
koénnen also keine Degradationsprodukte dieser Proteinase darstellen. Auch TIMPs kénnen aufgrund
thres geringeren Molekulargewichts ausgeschlossen werden. Diese Koprézipitation kann durch
Erhohung der Stringenz verhindert werden, indem zwei zusitzliche Detergentien, ndmlich 0,1%
Natriumdodecylsulfat und 0,5% Natriumdeoxcholat (Ripa-Puffer) zugegeben werden. Daraus kann

abgeleitet werden, dass es sich nicht um eine kovalente Wechselwirkung, wie zum Beispiel vermittelt
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durch Schwefelbriicken, handeln kann. Bestétigt wird diese Feststellung auch durch die weiter unten
in Abbildung 18 gezeigten Versuche.

Die Silberfarbung der im SDS-PAGE aufgetrennten Prézipitate ergibt, dass neben den beiden in der
Biotinfarbung sichtbaren Proteine noch eine schwache hohermolekulare Bande auftritt. Die Ko-

prézipitation scheint also sehr spezifisch zu sein.
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Abbildung 18 MMP-19 ist nicht-kovalent an die Zellmembran gebunden

A: THP-1 Zellmembranen wurden wie unter Material und Methoden beschrieben (ber Ultrazentifugation in einem
zweistufigen Saccharose Gradienten isoliert. Die Membranen wurden entweder direkt (Spur 1) oder nach kurzem
Waschen in einer alkalischen Hochsalzlésung (500mM NaCl, 10 mM NazxHPOs, pH 11) (Spur 2) in Lyse-, bzw.
Immunprazipitationspuffer aufgenommen. MMP-19 wurde analog zur Prazipitation aus Zelllysaten aus diesem
Membranlysat isoliert und im silbergeféarbten SDS-PA-Gel analysiert.

B: THP-1 Monozyten wurden entsprechend der in Kapitel 3.3 gezeigten Versuche auf MMP-19 Oberflachen-
expression untersucht (THP-1 Kontrolle). Ein vorgeschalteter Waschschritt mit einem sauren Acetatpuffer
verringert das MMP-19 Zelloberflachensignal deutlich (THP-1 Saure). Die grau ausgefiillten Histogramme zeigen
die Kontrollfarbung mit einen monoklonalen Kontrollantikérper derselben Subklasse (anti-L7), die nicht

ausgefiiliten Histogramme entsprechen den MMP-19 Farbungen.

Werden die Zellmembranen der THP-1 Zellen iiber einen zweistufigen Saccharosegradienten
prapariert, so konnen aus einem Lysat dieser Membranen erwartungsgemal} sowohl MMP-19, als auch
die beiden hohermolekularen Proteine prézipitiert werden (Abbildung 18 A). Behandelt man die
gereinigten Zellmembranen zuvor mit alkalischem Hochsalzpuffer, so wird MMP-19 von den

Zellmembranen abgelost und ist nicht mehr im Prézipitat nachweisbar. Ebenso sind nach diesem
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Waschschritt auch die beiden anderen, mit MMP-19 koprézipitierten Proteine nicht mehr im Préazipitat
vorhanden.

Entsprechend kann MMP-19, zumindest teilweise, auch durch Behandlung mit einem sauren
Elutionspuffer nach direkt von der Oberfldche intakter THP-1 Monozyten eluiert werden (Abbildung
18 B).

Dieses Ergebnis zeigt, dass MMP-19 nicht-kovalent an die Zellmembran gebunden ist. Kovalente

Bindungen wiirden weder durch den Hochsalzpuffer, noch durch die Sdurebehandlung angegriffen.

MMP-19 Kopriizipitationspartner

Es wird vermutet, dass verschiedene Matrixmetalloproteinasen auf der Oberfliche von Zellen
miteinander interagieren (Knduper und Murphy, 1998). Diese Interaktionen kdnnen direkt oder auch
vermittelt durch andere Molekiile, wie zum Beispiel TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases)
stattfinden. Sie spielen einerseits eine Rolle in der spezifischen Lokalisierung der Metalloproteinase-
aktivitit, zum anderen aber auch in der Aktivierung der jeweiligen Proteinase selbst (Murphy et al.,
1992; Ward et al., 1994, Strongin et al., 1993 und 1995, Kniduper und Murphy, 1998).

Die THP-1 Immunprézipitate wurden mit den vorhandenen Antikérpern gegen die membranassoziierte
Matrixmetalloproteinase Gelatinase A (MMP-2) auf eine derartige Interaktion untersucht. Jedoch
wurde keines der Koprézipitate von diesem Antikérper erkannt. Ebenso war weder Gelatinase B
(MMP-9), Kollagenase 1 (MMP-1) noch Stromelysin-1 (MMP-3) mittels spezifischer Antikorper in
den Koprézipitaten nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Da leider keine Antikorper fiir die Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen zur Verfligung
standen, konnte die interessante Hypothese der Wechselwirkung zwischen MMP-19 und einer dieser
Zelloberflachenproteinasen nicht untersucht werden.

Neben diesen Versuchen der gezielten Analyse der MMP-19 Interaktionspartner, wurde in Zusammen-
arbeit mit Markus Macht (AG Przybylski, Universitit Konstanz) versucht, die Koprézipitate iiber eine
MALDI-TOF Analyse bekannten Proteinen zuzuordnen. Dazu wurden die Immunpréizipitate im SDS-
PAGE aufgetrennt und aus dem mit Comassie gefarbten Gel ausgeschnitten. Die Proteine wurden aus
dem SDS-Gelstiick eluiert und tryptisch verdaut. Die Molekiilmassen der entstandenen
Proteinfragmente wurden in einem MALDI-TOF Analysator der Firma Brucker bestimmt. Durch
einen Vergleich mit den theoretischen tryptischen Proteinfragmentmassen bekannter Proteine wurde
versucht eine Zuordnung zu bekannten Proteinen zu erreichen. Eine Ubersicht iiber die verwendete
Methode findet sich in Bliiggel und Immler (1998).

Der Vergleich mit den Proteinmassen der in der Datenbank MS-Fit gespeicherten Massenfragmenten

ermdglichte jedoch keine spezifische Zuordnung zu einem der dort verzeichneten Proteine.
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3.3.2 Welche Domiane ist fir die MMP-19 Oberflaichenassoziation

verantwortlich?

MMP-19 ist also nicht-kovalent auf der Oberfliche myeloider Zellen verankert. Welche Doméne
vermittelt diese Bindung? Betrachtet man den modularen Aufbau der Matrixmetalloproteinasen, so
scheint die Hdmopexin-&hnliche Doméne ein moglicher Kandidat zu sein. Wie weiter oben schon
ausgefiihrt, wird die Funktion dieser Doméne in der Vermittlung der Substratbindung, und damit auch
zum Teil der Substratspezifitit, sowie in der Lokalisierung der einzelnen Enzyme innerhalb des
komplexen Makromolekiilgeflechts der extrazelluliren Matrix gesehen (Ubersicht in Murphy und
Knéuper, 1997). Des weiteren findet sich innerhalb der Himopexin-&hnlichen Doméne eine der beiden
Bindungsstellen fiir TIMP-Molekiile, die natiirlichen Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen
(Gomez et al., 1997). Auch bei Gelatinase A scheint die Zelloberflichenbindung und Aktivierung
durch deren Hamopexin-dhnliche Doméne vermittelt zu werden (Murphy et al., 1992b; Ward et al.,
1994). Ob diese Bindung direkt tiber Interaktion mit Zelloberflichenmolekiilen wie Integrin otV[33,
oder indirekt iiber Linkermolekiile wie TIMP-2 stattfindet, ist noch nicht vollig geklart (Strongin et
al., 1995; Emmert-Buck ef al., 1995; Brooks et al., 1996; Kniduper und Murphy, 1998).
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Abbildung 19 MMP-19 Zelloberflichenassoziation: Funktion der Hamopexin-ahnlichen und der

Katalytischen Domane

Um die Funktion der C-terminalen Hamopexin-ahnlichen und der Katalytischen Domane von MMP-19 bezlglich
der Zelloberflachenverankerung zu untersuchen wurden Deletionsmutanten hergestellt, in denen entweder die
Hamopexin-ahnliche oder die Katalytische Doméane deletiert wurden (links schematisch dargestellt). Diese
Konstrukte wurden stabil (Gesamtlange und minus Hamop.), bzw. transient (minus Katalyt.) unter der Kontrolle
des CMV-Promotors in THP-1 Zellen Uberexprimiert. Die Zelloberflichenassoziation der jeweils exprimierten
Proteine wurde im FACScan untersucht, indem ein anti-HA-Antikdrper eingesetzt wurde. Mock Transfektanten

enthielten nur Vektor ohne Uberexprimiertes Protein.
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Um eine mogliche Funktion dieser etwa 200 Aminosduren umfassenden Domine bei der Zell-
oberflichenassoziation von MMP-19 zu analysieren, wurden rekombinante Deletionsmutanten von
MMP-19 konstruiert. Die genauen Sequenzen dieser Mutanten lassen sich aus den in Material und
Methoden aufgefiihrten Angaben ableiten. Abbildung 19 zeigt eine schematische Darstellung der
klonierten Fragmente. Alle Konstrukte wurden mit einem Héadmagglutinin-Proteintag (HA-tag)
versehen, der die Detektion iiber einen spezifischen anti-HA-Antikorper ermdglichte. Die
rekombinanten Proteine wurden in THP-1 Zellen entweder stabil oder transient unter der Kontrolle des
CMYV Promotors iiberexprimiert. Der HA-tag wurde jeweils in die Hingeregion eingefiigt, da es sich
bei der Herstellung der monoklonalen Antikorper gezeigt hat, dass dieser Sequenzabschnitt bei MMP-
19 stark immunogen ist, also hdchstwahrscheinlich der Umgebung exponiert dargestellt wird
(unverdffentlichte Daten). Des weiteren ist aus der Strukturanalyse anderer Matrixmetalloproteinasen
bekannt, dass die Hingeregion in allen untersuchten Fillen nach auBlen gerichtet ist (Grams et al.,
1995; Pieper et al., 1997; Moy et al., 1998; Fernandez-Catalan et al., 1998), also relativ einfach fiir
Antikorper zuginglich sein sollte. Die Expression der rekombinanten Proteine in den THP-1
Monozyten wurde in allen Experimenten iiber RT-PCR bestétigt (Daten nicht gezeigt).

In FACS Analysen wurde untersucht, inwieweit die Deletion der Himopexin-dhnlichen, bzw. der
Katalytischen Doméne einen Einfluss auf die MMP-19 Oberfldchenassoziation in THP-1 Monozyten
hat. Wie in Abbildung 19 gezeigt, ist rekombinantes MMP-19 auf der Oberfliche stabil transfizierter
THP-1 Monozyten nachweisbar. Deletiert man die Hémopexin-dhnliche Doméne, so lésst sich das
Protein nicht mehr auf der Zelloberfliche nachweisen. Demgegeniiber scheint eine Deletion der
Katalytischen Domine die Zelloberfldchenassoziation nicht zu beeinflussen: MMP-19 ohne
Katalytische Doméne ist in transient transfizierten THP-1 Monozyten immer noch oberflichen-
gebunden.

Die vermutete Funktion der Hdmopexin-édhnlichen Doméne fiir die Zelloberflichenassoziation von

MMP-19 scheint sich also zu bestétigen.
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3.4 Das Yeast Two-Hybrid System zur Suche nach MMP-19

Interaktionspartnern

3.4.1 Prinzip des Yeast Two-Hybrid Systems

Ein von Koimmunprézipitationen oder verwandten Methoden vollig unabhingiger Ansatz zur
Isolierung unbekannter Interaktionspartner von Proteinen stellt das Yeast Two-Hybrid System dar,
welches auf der Rekonstitution modularer Transkriptionsfaktoren basiert (Ubersicht in Mendelsohn
und Brent, 1994 und Golemis et al., 1996). Eine schematische Darstellung des Ffunktionsprinzips des
Yeast Two-Hybrid Systems findet sich in Abbildung 20.

Abbildung 20 Rekonstitution modularer Trans-
kriptionsfaktoren als Basis des Yeast Two-Hybrid
A
Systems.

A: Im Hefezellkern wird ein Hybridprotein exprimiert, dass
Uber eine DNA-bindende Doméane (BD) an spezifische, einem
B Reportergen vorgeschaltete, Promotorelemente (Operator-
sequenz OS) bindet. Des weiteren besteht das Hybridprotein
aus dem zu analysierenden Koderprotein K. Da das
Transkrition Hybridprotein selbst keine transaktivierende Doméane besitzt,

c kann es das Reportergen nicht aktivieren.

B: Ein zweites Hybridprotein, bestehend aus einer trans-
kriptionsaktivierenden Doméane (AD) und einem potentiellen Interaktionspartner von K wird ebenfalls im Zellkern
der Hefe exprimiert. Dieses Hybridprotein kann ein spezifisches, bezlglich des Kéderproteins zu analysierendes
Protein oder ein zufélliges, cDNA-Bank kodiertes Protein X sein. Da das zweite Hybridprotein keine DNA-
Bindesequenz besitzt, kommt es nicht in die zur Genaktivierung notwendige raumliche Nahe zum Reportergen
und kann dieses alleine also nicht aktivieren.

C: Interagieren das Koderprotein K und das (cDNA-Bank kodierte) Protein X, so entsteht ein vollstandiger
Transkriptionsfaktor. Die transaktivierende Domane AD kommt vermittelt durch die DNA-bindende Doméne BD in

die raumliche Nahe des Reportergens, welches dadurch aktiviert wird. (Adaptiert nach Fields et al., 1994).

Unabhéngig davon, ob sie aus einem einzelnen Molekiil oder aus einem Komplex vieler Molekiile
bestehen, setzen sich Transkriptionsfaktoren aus zwei Hauptmodulen zusammen. Sie besitzen eine
DNA-bindende und eine transaktivierende Domidne. Die DNA-bindende Doméne vermittelt die
Spezifitit der Genaktivierung, indem sie definierte DNA-Sequenzabschnitte, meist im
Promotorbereich des jeweiligen Gens, erkennt. Die transaktivierende Doméine ermoglicht iiber
Wechselwirkung mit dem Transkriptionsapparat, also der mRNA-Polymerase und den zugehdrigen
Hilfsproteinen, die Transkription des nachgeschalteten Gens. Diese beiden Module miissen nicht

kovalent miteinander verbunden sein. Es reicht aus, dass sie durch nicht-kovalente Wechselwirkungen
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in rdumliche Ndhe zueinander gebracht werden (Ma er al., 1988). Auf der Grundlage dieser
Beobachtung entwickelten Fields et al. (1989) ein System zur Detektion von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in der Hefe, dessen Prinzip in Abbildung 20 schematisch dargestellt ist.

Basierend auf diesem Prinzip wurden verschiedene Yeast Two-Hybrid Systeme entwickelt, die sich in
den verwendeten DNA-bindenden und transaktivierenden, Doménen sowie in den Reportergenen,
Hefestammen und Kerntranslokationssignalen unterscheiden. (Chien ef al., 1991; Durfee et al., 1993,
Gyuris et al., 1993, Voijtek et al., 1993).

Das in dieser Arbeit verwendete System nach Gyuris et al. (1993) basiert auf der DNA-bindenden
Domiéne des Trankriptionsfaktors LexA aus E.coli, dem SV40-Kerntranslokationssignal und der
sauren Transaktivatordomédne B42. Als Reportergene kamen sowohl Leu2, dessen Genprodukt das
Wachstum auf Leucin defizientem Ndhrboden erlaubt, als auch das fir B-Galactosidase kodierende
Gen lacZ zum Einsatz. Die Transkription des zweiten Reportergens wurde iiber eine Farbereaktion

nachgewiesen.

3.4.2 Suche von MMP-19-Interaktionspartner mit dem Yeast Two-Hybrid
System

Das Yeast Two-Hybrid System wurde urspriinglich fiir die Detektion intrazelluldrer Protein-Protein-
Wechselwirkungen benutzt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch extrazelluldre Protein-
Proteinwechselwirkungen im Yeast Two-Hybrid System analysiert werden konnen (Ozenberger und
Young, 1995).

Bezogen auf MMP-19 wurde das Durchmustern einer Yeast Two-Hybrid Bank zur potentiellen
Aufklarung mehrerer Fragestellungen eingesetzt: Zum einen sollte es hilfreich auf der Suche nach
extrazelluldren Wechselwirkungspartner von MMP-19 sein. Darunter fallen sowohl potentielle
Oberflachenrezeptoren als auch Substrate fir MMP-19. Des weiteren sollte es damit auch mdglich
sein, intrazellulire Wechselwirkungspartner von MMP-19 zu analysieren. Wie weiter oben erwihnt,
wurde fiir mehrere Mitglieder der Matrixmetalloproteinasenfamilie gezeigt, dass der Export in den
Extrazellularraum nicht in jedem Falle direkt, sondern auch {iber granuldre Vesikel stattfinden kann.
Es wird angenommen, dass diese intrazelluldr zwischengespeicherten Proteinasen eine Bindung zu
Vesikel-assoziierten Proteinen eingehen und deswegen nicht den direkten Transportweg iiber die
Zellmembran wéhlen.

Die nach Wechselwirkungpartnern fiir MMP-19 durchsuchte cDNA Bank reprasentierte den mRNA
Pool der T-Zell-Lymphomalinie Jurkat. Diese cDNA Bank wurde zu Beginn des Projektes ausgewéhlt,
da vorangegangene Arbeiten (Sedlacek, Doktorarbeit 1996) gezeigt hatten, dass Jurkatzellen MMP-19
exprimieren. Dieses Ergebnis wurde zwar, wie in Abschnitt 3.2 gezeigt, im Laufe dieser Arbeit
relativiert, jedoch konnte auch gezeigt werden, dass mit Phorbolesteren aktivierte Jurkatzellen MMP-
19 mRNA aufweisen. Mogliche Interaktionspartner von MMP-19 konnten also in Jurkatzellen

auffindbar sein.
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3.4.2.1 Durchmustern einer Jurkat cDNA Bank nach Interaktionspartnern von MMP-19

Die durchgefiihrten Schritte zur Durchmusterung der Jurkat cDNA Bank nach Interaktionspartnern
von MMP-19 sind in Abbildung 21 schematisch dargestellt und werden im folgenden Text erldutert.

LexA ATG nuk Lok.

LexA op (2)9¢ i LacZ  GALT, GAL1, - Jurkat cDNA

MMP-19

pJG4-5
PJK103 PSM-LexA-R Jurkat cDNA M tag
URA3 HIS3 TRP1

sukzessive Transformation von EGY48 mit
dem LacZ-Reporterplasmid,
dem LexA-MMP-19-Hybridproteinplasmid

und der Jurkat-cDNA-Bank
Hefestamm EGY48 mit genomischen
Leu2-Reportergen unter der Kontrolle

von acht LexA Operatoren
Ausplattierung der Transfektanten auf
glucosehaltigem Medium ohne Histidin,
Uracil und Tryptophan

Ausplattierung der Transfektanten auf
galactosehaltigem Medium ohne Histidin,
Uracil, Tryptophan und Leucin
>Selektion auf Leu2 Reportergen

Ausplattierung der Transfektanten auf
galactosehaltigemMedium mit Xgal,
ohne Histidin, Uracil, Tryptophan und Leucin

ositive Jurkatproteine:
P P >zusatzliche Selektion auf LacZ Reportergen

MMP-19
Jurkat
Protein
Transakt. L
Doméne Transkription

leu2 und lacZ-Reportergene

Analyse der positiven Klone durch PCR,
Restriktionsverdau der PCR Produkte mit Alul und Haelll,
Sequenzierung

Abbildung 21 Flussdiagramm zur Darstellung des durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid Screens
nach Interaktionspartnern von MMP-19

Erlauterungen siehe Text.

Fiir die Suche nach Proteinen, die mit MMP-19 interagieren, wurde der Hefestamm EGY48, welcher
das leu2 Reportergen genomisch unter der Kontrolle von acht LexA Operatoren integriert hat,
sukzessive mit folgenden Konstrukten transformiert: (1) Das Plasmid pJK103 brachte das lacZ
Reportergen in die Hefe ein. (2) Der durch Galaktose induzierbare Vektor pSM-LexA-R kodierte fiir
ein LexA-MMP-19 Fusionsprotein, welches als "Koderprotein" diente. Die korrekte Expression des

Fusionsproteins wurde im Immunoblot kontrolliert (Daten nicht gezeigt). Des weiteren wurden die
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unter Material und Methoden geschilderten Aktivierungs- und Repressionskontrollen durchgefiihrt,
um zu zeigen, dass das LexA-MMP-19 Fusionsprotein zwar an die LexA-Operatorsequenzen bindet,
allein jedoch keine Aktivierung der beiden Reportergene bewirkt (Daten nicht gezeigt).

Im letzten Transformationsschritt (3) wurde die in pJG4-5 eingefiigte Jurkat Expressionbank in die
Hefen eingefiihrt. Dies resultierte unter Bedingungen, die fiir die Anwesenheit aller drei Plasmide,
aber nicht fiir die Aktivitdt der Reportergene selektierten, dass heilt ausplattiert auf Medium ohne
Histidin, Uracil und Tryptophan, mit Glukose als Kohlenstoffquelle, in 1,3x10” Kolonien. Damit war
die gesamte cDNA Bank, die einen priméren Titer von 2x10° unabhéngigen cDNAs aufwies, mehr als
fiinf mal abgedeckt. Diese Transformanten wurden bis zur Selektion, das heiit dem eigentlichen
Durchmustern der Bank in Aliquoten bei -80°C aufbewabhrt.

Das lacZ Reportergen steht in pJK103 unter der Kontrolle zweier LexA Operatoren, ist also sehr viel
weniger sensitiv als der genomische leu2 Reporter mit acht LexA Operatorsequenzen. Damit war es
moglich, eine zweistufige Selektion durchzufiihren. Im ersten Schritt wurden 52 Yeast Two-Hybrid-
Kolonien isoliert, die nach Expressionsinduktion der cDNA-Bank-Proteine und des Koderproteins
LexA-MMP-19 in der Lage waren, das sehr empfindliche leu2 Reportergen zu aktivieren. Das heifit,
sie zeigten Wachstum auf Leucin negativem N&dhrboden. Diese Klone wurden auf X-Gal-haltige
Wachstumsplatten iiberfiihrt und damit auf die galaktoseinduzierte Expression des sehr viel
insensitiveren lacZ Reportergens getestet. Von den verbliebenen 29 Klonen wurden die cDNA-Bank-
Plasmide isoliert und die cDNA Einschiibe mittels PCR und anschlieBendem Restriktionsverdau der
PCR-Produkte mit den Restriktionsendonukleasen Alul und Haelll charakterisiert. cDNA Klone,
deren Einschiibe dieselbe Grofle und zusitzlich dasselbe Restriktionsmuster aufwiesen, wurden als
identisch gewertet und in Restriktionsklassen eingeteilt. Nur Klone, die mehr als einmal unabhéngig
voneinander isoliert wurden und deren Reportergeninduktion sich in den unten beschriebenen

Spezifititsanalysen als hochspezifisch erwies, wurden weiter analysiert.

Spezifitit der Wechselwirkung

Um die Spezifitit der Wechselwirkung der isolierten Jurkatproteine mit MMP-19 zu kontrollieren,
wurden die im Yeast Two-Hybrid Screen positiven cDNAs zusammen mit dem LacZ-Reporterplasmid
pJK103 in naive EGY48-Hefen transformiert. In die erhaltenen Transformanten wurden in getrennten
Ansiétzen jeweils auf dem Expressionsvektor pEG202 basierende Kontrollplasmide, bzw. der fiir
LexA-MMP-19 kodierende Expressionsvektor pSM-LexA-R eingebracht. Die Kontrollplasmide
kodierten fiir Fusionsproteine bestehend jeweils aus der DNA-bindenden Doméne von LexA und
entweder dem ribosomalen Protein L7, der Homeodomine des Drosophila Proteins Bicoid oder der
Helix-Loop-Helix Doméne des humanen Transkriptionsfaktors c-Myc.

cDNA-Klone, die in Kombination mit dem Koderprotein LexA-MMP-19 eine spezifische, durch

Galaktose induzierbare Aktivierung des LacZ-Reporters zeigten, jedoch nicht in der Lage waren, mit
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einem der irrelevanten Koderproteine zu interagieren, wurden als im Yeast Two-Hybrid Screen

positive Klone betrachtet und weiter bearbeitet.

3.4.2.2 Analyse der fir MMP-19-Interaktionspartner kodierenden cDNAs

Alle Proteine, die einerseits mehrmals unabhingig beim Durchmustern der Yeast Two-Hybrid-Bank
isoliert wurden und andererseits spezifisch mit MMP-19, jedoch nicht mit einem der Kontrollkéder-
proteine interagierten, wurden ausgehend von den 5'- und 3'-flankierenden Primern BCO1 und BCO2
ansequenziert. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht iiber die erhaltenen cDNA Fragmente.

Zwei der erhaltenen Klone gehdren den sogenannten Hitzeschockproteinen (HSP) an. Die
physiologische Funktion der HSPs als Chaperone, das heifit, bei der Faltung neu synthetisierter
Proteine, lésst sie zu den am haufigsten isolierten Proteinen bei der Durchmusterung von Yeast Two-
Hybrid Banken werden. Da Chaperone mit einer Vielzahl von Proteinen interagieren kdnnen und dies
auch in ihrem biologischen Kontext tun, sind sie nicht unbedingt als falsch-positiv zu bezeichnen. Sie
sind jedoch nicht besonders interessant als neue Wechselwirkungspartnern von MMP-19.

Der Klon Rapa-14 (RASI-Partner Nummer 14) zeigte keinerlei Homologie zu Hitzeschockproteinen,
noch zu anderen bekannten Sequenzen. Dieser Klon wurde als interessanter, potentieller Kandidat fiir

einen neuen, bisher unbekannten Interaktionspartner von MMP-19 weiter analysiert.

Ahnlichkeiten / Identititen (BLAST-Vergleich mit GenBank)
Klon Lénge Anzahl 5'-Sequenz 3'-Sequenz
Rapa-14 |ca. 1,6 kB |3 Keine Homologie keine Homologie
Rapa-24 |ca.2,2kB |2 Hitzeschockprotein dhnlich Hitzeschockprotein dhnlich
Rapa-25 |ca.2,1kB |2 Hsc70 Hsc70

Tabelle 3 Ubersicht iiber alle mehrfach isolierten und in Hefen spezifisch mit MMP-19

interagierenden Proteine

Die Nummerierung entspricht der Reihenfolge der Isolierung im Yeast Two-Hybrid Screen. Rapa steht fiir RASI-
Partner. Die Lange der Klone wurde mithilfe einer PCR-Reaktion abgeschatzt. Die Anzahl gibt die der unabhéangig
isolierten Klone wieder. Die Identitdten, bzw. Ahnlichkeiten zu bekannten cDNA Sequenzen wurde mit einem
BLAST 2 Alignment bestimmt. Die Vergleiche wurden sowohl mit der "non redundant" GenBank+EMBL
Datenbank, als auch mit der dbEST-Datenbank ("expressed sequence tags"), beide am "National Center for

Biological Information" (Washington, U.S.A.) durchgefiihrt.
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3.5 Rapa-14 interagiert mit MMP-19

Der dreimal unabhéngig im Yeast Two-Hybrid Screen isolierte Klon Rapa-14 interagiert im Hefezell-
kern spezifisch mit MMP-19. Um diese Wechselwirkung in einem unabhéngigem Experiment zu
untersuchen, wurde das offene Leseraster von Rapa-14 in einer PCR-Reaktion mit einer
eukaryontischen Translationsstartsequenz versehen (Kozak, 1986), in einen pCR-Script Vektor
subkloniert, in vitro transkribiert und in der Gegenwart von *°S-Methionin in vitro translatiert. Das
radioaktiv markierte Polypeptid wurde gemeinsam mit entsprechend hergestelltem MMP-19 inkubiert.
Eine eventuelle Bindung des in vitro translatierten Rapa-14s an MMP-19 wurde analysiert, indem
dieses mit den schon in Kapitel 3.3 beschriebenen monoklonalen anti-MMP-19 Antikérpern
immunprézipitiert wurde. Wie aus Abbildung 22 zu entnehmen ist, wird Rapa-14 gemeinsam mit
MMP-19 immunprézipitiert. Die verwendeten Antikorper erkennen jedoch nicht Rapa-14 alleine. Des
weiteren wird das ebenso in vitro translatierte Kontrollprotein L7 unter denselben Bedingungen nicht
mit MMP-19 immunprézipitiert.

Die in der Hefe aufgezeigte Bindung von Rapa-14 an MMP-19 scheint also geniigend stark und
spezifisch zu sein, um auch unter in vitro Bedingungen zu eindeutigen Ergebnissen zu fiihren. Uber
die wirkliche Bindungsstérke, das heif3t iiber Bindungskonstanten, 14sst sich in dieser Art der Analyse
allerdings keine Aussage machen, da weder die Konzentration der beteiligten Proteine bekannt ist,

noch eine Titration der Bindungspartner durchgefiihrt wurde.

in vitro 8/4 Immun- | Abbildung 22 Koimmunprazipitation von Rapa-14 mit
translation vgrézigitation MMP-19
= ©
§ ? ? Die offenen Leseraster von Rapa-14, MMP-19 und L7 wurden in
2 8% T 2 23 pCR-Script Vektoren subkloniert und in vitro transkribiert und
94 kDa_ s E § S = § translatiert. Die entstandenen *°S markierten Proteine wurden
67 kDa_ entsprechend der Abbildungsbeschriftung gemeinsam inkubiert
o= - - und mit MMP-19-spezifischen Antikérpern immunprazipitiert. Die
43 kDa_ — Detektion der Proteine erfolgte nach Auftrennung im SDS-PAGE
Uber Auflegen eines Rontgenfilms.
30 kDa_ -

3.6 Ist die Bindung von Rapa-14 an MMP-19 biologisch relevant?

In den vorangegangenen Kapiteln wurde aufgezeigt, dass das unbekannte Protein Rapa-14 im Yeast
Two-Hybrid System und in vitro sehr spezifisch an die Matrixmetalloproteinase MMP-19 bindet. Wie
ist jedoch die in vivo Relevanz dieser Beobachtung zu bewerten?

Um diese Frage zu beantworten, wurde Rapa-14 vollstindig sequenziert und die DNA, bzw. die

abgeleitete Aminosduresequenz beziiglich folgender Fragen analysiert: Gibt es Ahnlichkeiten von

69



Ergebnisse

Rapa-14 zu bekannten Proteinen oder enthdlt Rapa-14 bekannte Sequenzmotive? Lassen eventuell
vorhandene Homologien Schlussfolgerungen auf die biologische Rolle von Rapa-14 zu und kann aus
diesen Daten eine Beurteilung der Relevanz der Interaktion mit MMP-19 abgeleitet werden?

BLAST- und fasta3-Vergleiche von Rapa-14 mit allen in der GenBank und der EMBL-Datenbank
verzeichneten Sequenzen erbrachten keine signifikanten Ahnlichkeiten zu den dort verzeichneten
cDNAs und Proteinen. Als auftillige Motive wurde zum einen ein sehr saures Aminosaure-Cluster
zwischen den Aminoséurepositionen 180-210 gefunden, zum anderen ein Zinkfingermotiv des C,H,-
Typs zwischen den Positionen 240-270. Diese beiden Sequenzabschnitte sind in der schematischen
Darstellung der Abbildung 23 hervorgehoben. Eine genaue Darstellung der Sequenz findet sich im
Anhang.

ESEEEEELEEEEEEDPEEDRKSTKEEESEVPKSPE

| | ] 428 AS

FPCKECGKVFFKIKSRNAHMKTHR

Abbildung 23 schematische Darstellung von Rapa-14

Der im Yeast Two-Hybrid Screen isolierte MMP-19-Wechselwirkungspartner Rapa-14 ist hier schematisch
dargestellt. Das offene Leseraster umfalt 1284 Nukleotide und kodiert damit fiir 428 Aminosauren. Die
abgeleitete molekulare Masse des Rapa-14-Polypeptids betragt 47,4 kDa. Die beiden hervorgehobenen

Sequenzabschnitte werden im Text erlautert.

Zinkfinger des C,H,-Typs finden sich in vielen Proteinen. Sie dienen entweder der Bindung an andere
Proteine oder vermitteln die Wechselwirkung mit Nukleinsduremolekiilen (Miller et al., 1985;
Ubersichten in Klug und Rhodes, 1987 und in Mackay und Crossley, 1998). Eine DNA-Bindung wird
erreicht, indem der Finger sich in die groBe Rinne der DNA-Doppelhelix legt. Fiir eine solche
Bindung sind allerdings mindestens zwei benachbarte und meist sogar noch mehr Zinkfingerstrukturen
notwendig (Mackay und Crossley, 1998). Ein einzelner Zinkfinger wie er in Rapa-14 vorkommt sollte
demnach eine Protein-DNA-Interaktion nicht ohne weiteres vermitteln konnen. Es ist mdglich, dass
dieser Finger nicht eine DNA Bindung, sondern eine Interaktion mit Proteinen vermittelt.

Die 19 Glutamate beinhaltende und damit sehr saure Aminosdureabfolge um Position 200 ist das
zweite auffillige Motiv innerhalb der Rapa-14-Sequenz (ESEEEEELEEEEEEDPEEDRKSTKEEESE-
VPKSPE). Sie wird weiter unten im Rahmen der Darstellungen der vollstindigen Rapa-14 cDNA

noch einmal ausfiihrlich diskutiert.
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3.7 Isolierung der volistindigen cDNA fiir Rapa-14

Betrachtet man das offene Leseraster des cDNA-Klons Rapa-14, so fallt auf, dass dieses am 5'-Ende
ab der ersten Base offen ist. Das erste Startkodon ATG tritt in diesem Leseraster jedoch erst an
Position 262 auf und ist des weiteren in eine Umgebung eingegliedert, die keinen optimalen
Translationsstart am eukaryontischen Ribosom erwarten ldsst: Die Basenabfolge GTG ATG G
entspricht nicht der optimalen eukaryontischen Translationsstartsequenz, die nach Kozak (1986) als
ACC ATG G bestimmt wurde (Kozak-Box).

Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass das ATGyg, nicht den korrekten Translationsstart darstellt, das
heifit, die vorliegende Rapa-14 Sequenz zumindest am 5'-Ende nicht vollstandig ist. Dies war zu
erwarten, da die verwendete Jurkat Expressions-cDNA-Bank nicht auf Vollstdndigkeit, sondern auf
Translatierbarkeit der Klone hin optimiert wurde.

In mehreren Ansdtzen wurde versucht, vollstindige Klone von Rapa-14 zu isolieren. Im ersten
Versuch wurde die 5'-RACE-Technik (rapid amplification of cDNA ends) angewandt (Frohman et al.,
1988; Belyavsky et al., 1988). Die hierbei isolierten 5'-Enden umfaflten jedoch kaum neue Sequenzen
und schienen ebenfalls nicht das vollstdndige offene Leseraster zu tragen.

Aus diesem Grund wurde der Weg gewihlt, die vollstdndige cDNA fiir Rapa-14 iiber Kolonie Hybrid-
isierung (Benton und Davis, 1977) aus einer cDNA-Bank zu isolieren. Da die urspriinglichen Klone
aus einer Jurkat-cDNA-Bank isoliert wurden, lag es nahe, wiederum eine Jurkat-Bank zu durchsuchen.
Die verwendete Bank reprasentierte die mRNA PMA -stimulierter Jurkat Zellen und lag subkloniert in
den ZAP Express™ Vektor vor. Der Titer der Bank wurde mit 2,5x10° pfu/pl (plaque forming units)
neu bestimmt. Die Bank wurde mit einer Digoxigenin-markierten cDNA-Sonde durchsucht, die den
ersten 900 Nukleotiden der urspriinglichen Rapa-14 Sequenz entsprach. Es wurden etwa 0,9x10°
cDNA enthaltende Lambda Plaques ausplattiert und nach Rapa-14 enthaltenden Sequenzen
durchsucht. In der ersten Runde wurden 69 fiir Rapa-14 positive Plaques isoliert. Von diesen wurden
17 in zwei weiteren Runden als positiv bestétigt und vereinzelt. Aus den positiven, vereinzelten
Lambdaphagen wurde durch eine Helferphagen Infektion das cDNA enthaltende Plasmid pBK-CMV
ausgeschnitten und in E.coli XL2-blue tiberfiihrt.

Die préparierte Plasmid-DNA wurde mehreren PCR- und Restriktionsanalysen unterworfen, um die
Identitdt zu Rapa-14 genau zu untersuchen und um eine eventuell vorhandene Identitdt verschiedener
Klone untereinander festzustellen. Abbildung 24 zeigt eine schematische Darstellung aller isolierten
und eindeutig Rapa-14 beinhaltender Klone.

Die isolierten Klone weisen eine sehr starke Heterogenitit beziiglich der Lénge ihrer 5'- und 3'-Enden
auf. Bei einer Lange von bis zu 4500 Basenpaaren ist dies einfach erkldrbar: cDNA Synthesen in
diesem Léngenbereich sind oftmals unvollstdndig. Die starke 3'-Heterogenitét riihrt sicherlich auch
daher, dass die cDNA Bank nicht nur mit oligo(dT)-Primern, also ausgehend vom polyA-Schwanz der

mRNAs, sondern auch mit zufdlligen Hexanukleotidprimern erstellt wurde.
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rapat4‘alt I 1.6 kB
e ———— — 4248
rapa14-60 . 4.5kB
rapal4-32 s B 4.2 kB
rapal4-2 e, 40 kB
rapa14-6 I 0,7 kB
rapa14-69 | 1,4 kB
rapa14-35 I 0,8 kB

Abbildung 24 schematische Darstellung aller isolierten Rapa-14 Klone

Dargestellt sind alle isolierten Rapa-14 cDNA Klone. Die Unternummerierung entspricht der Reihenfolge der
Isolierung. Identische Bereiche (soweit untersucht) liegen untereinander. Rapa-14 "alt" entspricht der bei der
Durchmusterung der Yeast Two-Hybrid Bank erhaltenen Sequenz. Der dunkelgrau hervorgehobene Bereich in

Klon Rapa-14-33 zeigt die Position des offenen Leserasters. Die Lange der Klone ist jeweils rechts angegeben.

Welcher der isolierten cDNA Klone ist fiir weitere Arbeiten relevant?

Um die Relevanz der isolierten Rapa-14 ¢cDNA Klone beziiglich einer Wechselwirkung mit MMP-19
abzuschitzen, ist in erster Linie das offene Leseraster, bzw. die daraus abgeleitete Aminosduresequenz
wichtig. Es erschien nicht sinnvoll, alle Rapa Klone vollstindig zu sequenzieren, da dieses den
zeitlichen Rahmen des Projektes iiberstiegen hitte. Aus diesem Grunde wurde in einer gekoppelten in
vitro Transkription/Translation iiberpriift, welcher der Klone ein vollstindiges offenes Leseraster
aufwies. Von den in Abbildung 24 dargestellten Klonen lies sicher der Klon Rapa-14-33 effizient in
vitro transkribieren und translatieren. Das resultierende Protein wies ein apparentes Molekulargewicht
von etwa 110 kDa auf (Daten nicht gezeigt). Die in vitro Transkription/Translation aller anderen
Klone resultierte nicht in detektierbaren Proteinbanden. Aus diesem Grunde wurde der Klon Rapa-14-
33 fiir weitere Analysen ausgewdéhlt und vollstindig sequenziert. Die Gesamtsequenz von 4164
Basenpaaren findet sich im Anhang dieser Arbeit. Sie beinhaltet, wie in Abbildung 24 schematisch
dargestellt, ein offenes Leseraster von 2904 Basenpaaren und kodiert damit fiir ein Protein von 968
Aminosduren. Die Eigenschaften dieses Proteins werden in Kapitel 3.8 ausfiihrlich erlautert. Alle
anderen Klone tragen nicht das erste ATG dieses Klones: sie sind jeweils am 5'-Ende stark verkiirzt.
Die zum Teil ldngeren 3'-Enden dieser Klone haben hdchstwahrscheinlich keinen Einfluss auf die
Lénge der jeweiligen offenen Leseraster: Alle Klone sind im Sequenzabschnitt, in welchem der Klon
Rapa-14-33 das Stopkodon aufweist, identisch. Es kann also davon ausgegangen werden kann, dass

der Klon Rapa-14-33 das vollstdndige offene Leseraster beinhaltet.
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3.8 Rapa-14-33

3.8.1 cDNA Sequenz

Wie im vorangegangen Kapitel dargestellt, beinhaltet der 4164 Basenpaar lange cDNA Klon Rapa-14-
33 ein offenes Leseraster von 2904 Basenpaaren. Dieses beginnt mit dem Adenin an Position 837
innerhalb einer nahezu optimalen Translationsstartsequenz nach Kozak (1986): AATATGG. 5'-wirts
dieser Startsequenz finden sich in allen Leserastern mehrere Stopkodons, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass dies dem wirklichen Translationsstart entspricht.

Auch die nach Gribskov ef al. (1984) bestimmte Kodierungswahrscheinlichkeit, die eine statistische
Wahrscheinlichkeit fiir proteinkodierende Regionen innerhalb einer Sequenz angibt, ist innerhalb des
gefundenen offenen Leserasters signifikant erhdht (Daten nicht gezeigt).

BLAST- und fasta3-Vergleiche der Rapa-14-33-cDNA Sequenz mit den in den Datenbanken
GenBank und EMBL verzeichneten Sequenzen ergaben keine signifikanten Ahnlichkeiten zu
bekannten Sequenzen. Die groBte Ahnlichkeit auf DNA Ebene erstreckte sich auf etwa 50 Nukleotide
auBerhalb des offenen Leserasters mit einer nicht ndher charakterisierten, nichtkodierenden Sequenz.
Der Vergleich mit den "expressed sequence tag (dbEST)" Datenbanken des National Centers for
Biological Information ergab insgesamt nur 10 Treffer. Dies ist beziiglich der GroBe, die diese
Datenbank mittlerweile hat, sehr wenig. Die jeweiligen EST-Fragmente wurden viermal aus Gehirn,

dreimal aus B-Zellen, zweimal aus Dickdarm und einmal aus Eierstocken gewonnen.

3.8.2 Das Protein Rapa-14-33

Die aus der cDNA Sequenz abgeleitete Proteinsequenz von Rapa-14-33 findet sich im Anhang dieser
Arbeit. Abbildung 25 zeigt schematisch den Aufbau dieses Polypeptids. Das aus den 968
Aminosauren abgeleitete Molekulargewicht betrdagt 107,7 kDa, der errechnete isoelektische Punkt liegt
bei 6,84.

Die Suche nach auffilligen Sequenzabschnitten, bzw. Proteindoméinen und Motiven wurde zum einen
nach statistischen Gesichtspunkten mithilfe einer sogenannten SAPS Analyse (Statistical Analysis of
Protein Sequences) (Brendel ef al., 1992) und zum anderen iiber den Vergleich mit bekannten und in
den Datenbanken PROSITE (Bairoch et al., 1997), ProDom (Sonnhammer und Kahn, 1994; Corpet et
al., 1998) und Pfam (Sonnhammer et al., 1997 und 1998) verzeichneten Sequenzen durchgefiihrt. Des
weiteren wurden "Gapped-BLAST" (BLASTP 2.0.8), PSI-BLAST (Position Specific Iterated BLAST)
(Altschul et al., 1990 und 1997), PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST) (Zhang et al., 1998) und
fasta3 (Perason und Lipman, 1988) Suchanalysen durchgefiihrt, um eventuelle Ahnlichkeiten mit

bekannten Proteinen aufzuzeigen.
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Zn"-Finger 1 Zn"-Finger 2
CsICLKEFKNLPALNGHMRSH CxeCokvrrKIKSRNAHMKTH
ungeladenes, Glutamin-reiches Segment EnDDcvrsEEEEELEEEEEEDrEEDrkSTKEEESE

saures Cluster
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0 100 200 500 1000 AS

Abbildung 25 schematische Darstellung des vollstandigen Proteins Rapa-14-33

Gezeigt ist ein Schema der aus dem offenen Leseraster des cDNA Klons Rapa-14-33 abgeleiteten vollstandigen
Rapa-14-33 Proteinsequenz. Die ausfuhrliche Sequenz findet sich im Anhang. Die hervorgehobenen Elemente

werden im Text erlautert.

Strukturelle Motive in Rapa-14

Vergleicht man Rapa-14 mit den in der GenBank verzeichneten Sequenzen, so findet sich kein
einziges Protein, das iiber die volle Lénge signifikante Ahnlichkeit zur dieser neuen Sequenz hat. Die
Ahnlichkeiten liegen fast in jedem Fall unter 30% und beziehen sich nur auf kurze Sequenzabschnitte.
Auffillig sind die mit 11,1% und 11,9% sehr hohen Anteile an Prolin und Glutamin, die iiber dem
95%, bzw. sogar iiber dem 99% Quantil der Normalverteilung liegen. Die Proline sind iiber die
gesamte Sequenz nahezu gleichméBig verteilt, eine leichte Haufung findet sich im vorderen Drittel,
wo der Prolinanteil iiber 16% liegt. Die Glutamine hingegen finden sich zum gréfiten Teil innerhalb
der ersten 256 der insgesamt 968 Aminosduren. Der Glutaminanteil liegt hier bei 29,3%. Schrinkt
man den Bereich auf die Positionen 40 bis 240 ein, so erhoht sich dieser Wert auf 34%. Zusammen mit
dem Prolinanteil von 14, 5% in diesem Abschnitt und dem sehr niedrigen Anteil der geladenen
Aminosduren Arginin, Lysin, Glutamat und Aspartat von insgesamt nur 5,5% kann dieser Abschnitt
als signifikant ungeladenes Segment bezeichnet werden. Verschiedene Proteine beinhalten dhnliche
Doménen, wie weiter unten gezeigt wird.

Der Gehalt an geladenen Aminoséduren liegt mit insgesamt 19% bezogen auf die Gesamtsequenz im
normalen Bereich, wobei sich die Ladungen nahezu ausgleichen, das heift weder negativ noch positiv
geladene Reste tiberwiegen. Auffallig ist hier jedoch wiederum eine Ungleichverteilung dieser Amino-
sduren. Sowohl positive als auch negativ geladene Aminosduren finden sich iiberwiegend in den
hinteren zwei Dritteln des Proteins. Vor allem die negativ geladenen Reste und hier vor allem
Glutamat befinden sich gehduft zwischen den Positionen 703 und 728. Dieser sehr auffillige, stark
negativ geladene Sequenzabschnitt (EIIDDCVTSEEEEELEEEEEEDPEEDRK STKEEESE)
besteht zu 50% aus Glutamat und weiterhin zu 11,1% aus Aspartat. Ahnliche Anhdufungen saurer
Aminoséduren kommen auch in verschiedenen anderen Proteinen vor (siche unten).

Zusitzlich zu dem schon im unvollstindigen Rapa-14 Fragment enthaltenen ersten Zinkfinger
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(entspricht Zinkfinger 2 in Abbildung 25), weist die vollstindige Sequenz eine weitere Doméne dieses
Typs auf (Positionen 353 bis 373, bzw. 856 bis 876). Beide Zinkfinger gehoren dem C,H,-Typ an, wie
sie in einer Vielzahl nukledrer, aber auch zytoplasmatischer Proteine vorkommen und sowohl der
Bindung von Nukleinséuren, als auch der Wechselwirkung mit anderen Proteinen dienen (Mackay und
Crossley, 1998). Der Abstand zwischen beiden Fingern ist mit 487 Aminoséuren sehr grof3, so dass
eine gemeinsame Funktion beider Finger relativ unwahrscheinlich erscheint. Welche Funktion diese

Zinkfinger in Rapa-14-33 erfiillen kdnnen, wird in Kapitel 4 (Diskussion) néher erlautert.

Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen

Wie bereits erwihnt, sind keine Proteine bekannt, die {iber die gesamte Lange Homologie zu Rapa-14-
33 aufweisen. Jedoch finden sich zu den erwédhnten Motiven innerhalb Rapa-14-33 andere Proteine,
die dhnliche Strukturmerkmale aufweisen.

Der Prolin und Glutamin-reiche N-Terminus zeigt Ahnlichkeit zu einer Vielzahl von Proteinen. Am
auffilligsten ist die Ahnlichkeit dieses Abschnittes von knapp 30% zu Involucrinen. Diese sind in
Keratinozyten exprimierte, zytosolische Proteine, die durch Transglutaminasen an Membranproteine
gekoppelt werden und somit eine unter der Plasmamembran liegende Hiille bilden (Yaffe et al., 1992).
Man nimmt an, dass die Glutamine hier wihrend der Transglutaminasereaktion die Wechselwirkung
mit Lysinen anderer Paramembranproteine vermitteln. Auch Synapsine, also periphere
Membranproteine der synaptischen Vesikel, die diese an das Actin Zytoskelett koppeln (Sudhof,
1990), beinhalten Zhnliche Strukturen. Weitere Ahnlichkeiten von jeweils knapp iiber 30% Identitit,
die sich auf die ersten 300 Aminosduren beschrinken, bestechen zu vesikuldren
Getreidestrukturproteinen wie Hordein, Secalin und Gliadin und dem Nematodenhiillprotein
"microfilarial sheath protein". Ein kurzer Abschnitt (Positionen 10 bis 90) zeigt eine Homologie zu
Kollagentypen verschiedener Organismen , wie z.B. dem humanen Kollagen alpha 1(XV). Jedoch
liegt die Identitdt hier unter 25%.

Eine relativ hohe Identitét von 45% (50% Ahnlichkeit) zum Drosophila Protein Sevenless zeigt der
Bereich zwischen Lysinygs und Aspartatsy;, das heilit, der Bereich zwischen dem ungeladenen Segment
und Zinkfinger 1. Jedoch ist der entsprechende Abschnitt dieses 2554 Aminosduren groflen Mitglieds
der Tyrosin-Protein Kinasen Insulinrezeptorfamilie keiner speziellen Funktion zugeordnet. Im selben
Bereich findet sich auch eine knapp 30% Identitit zum zytoplasmatischen Teil der Interleukin-4
Rezeptor alpha Kette.

Die beiden C,H,-Zinkfinger zeigen erwartungsgemill Homologie zu einer Vielzahl von Zinkfinger-
proteinen der "Kriippel-dhnlichen" Klasse, wie z.B. FOG (Friend of GATA) oder Sryd. Dabei
entsprechen diese Sequenzabschnitte zu 100% der aus einer Vielzahl von Zinkfingern abgeleiteten
Konsensussequenz (Mackay und Crossley, 1998). Jedoch bezieht sich die Ahnlichkeit ausschlieBlich

auf die reine Zinkfingersequenz und nicht auf deren Umgebung.
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Der als "saures Cluster" bezeichnete Bereich zwischen den Positionen 703 und 728 zeigt ebenfalls
Ahnlichkeit zu einer Vielzahl von Proteinen. Die Liste von Proteinen, die Polyglutamatabschnitte
dhnlicher Linge und Umgebung enthalten, beinhaltet unter anderem Calnexin und verwandte Proteine
wie Calmegin und Calreticulin. Diese sind alle drei im endoplasmatischen Reticulum (ER) lokalisiert
und besitzen eine Vielzahl von Kalziumbindestellen. Calreticulin liegt 16slich im ER vor; Calnexin
und Calmegin hingegen sind Transmembranproteine. Der zur Rapa-14-33 korrespondierende saure
Abschnitt in diesen Proteinen liegt jeweils auf der zytoplasmatischen Seite im direkten Anschluss an
die Transmembransequenz. Die biologische Funktion des Calnexinmolekiils wird in der Kontrolle des
Exports von Glykoproteinenen gesehen (Bergeron et al., 1994; Williams, 1995).

Weiterhin besteht eine 50%ige Identitdt des sauren Abschnitts in Rapa-14-33 zur 50 Aminoséduren
groflen Troponin T Untereinheit des Troponin Komplexes. Dieser reguliert kalziumabhéngig die
Interaktion zwischen Myosin und Actin bei der Muskelkontraktion (Fahrah und Reinach, 1995).

Auch die Ran GTPase, die in Transportvorgingen zwischen Zytoplasma und Nukleus involviert ist,
besitzt dhnliche "saure Cluster" (Melchior und Gerace, 1998). Die saure Doméne scheint hier die
Wechselwirkung mit einem weiteren Protein, RanBP1, zu vermitteln (Ren ef al., 1995).

Weitere Proteine die solche Polyglutamatabschnitte aufweisen sind das mit Nervenwachstum
assoziierte und Ca’"-bindende, an der Innenseite von Zellmembranen lokalisierte Protein
Neuromodulin des Goldfisches (GAP-43), ein noch nicht weiter analysiertes Ionenaustauschprotein
des Bisons und Chromogranin im Menschen. Die Funktion der sauren Abschnitte bei GAP-43, die hier
eine gewisse Ahnlichkeit mit Neurofilamenten aufweisen, werden in der Wechselwirkung mit dem
Zytoskelett vermutet (LaBate und Skene, 1989). Chromogranin ist ein saures, 16sliches und kalzium-
bindendes Protein, das in sekretorischen Vesikeln des neuroendokrinen Systems gefunden wird, und
zusammen mit Hormonen und Neurotransmittern freigesetzt wird (Hendy ef al., 1995).

Eine letzte interessante Homologie findet sich im Sequenzabschnitt vor dem "sauren Cluster". Die
Aminoséduren zwischen den Positionen 537 und 700 zeigen eine 27%ige Identitit zum "Metastasis-
associated protein" MTAI1 der Ratte. Die Identitdt zum menschlichen MTA1 Protein betrigt 36%,
umfaflt aber einen weitaus kiirzeren Bereich (644-703). Die biologische Rolle von MTA1 ist noch
nicht geklart. Man nimmt an, dass dieses Protein in Signaltransduktionsprozesse involviert ist, die

Zellwachstum und Motilitét steuern (Toh et al., 1997; Nicolson, 1998).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befafit sich mit der phylogenetischen und funktionellen Einordnung der
Matrixmetalloproteinase MMP-19 in die Familie der Matrixine (Matrixmetalloproteinasen).

Im ersten Teil wurde eine phylogenetische Zuordnung basierend auf Sequenzanalysen vorgenommen.
Hierbei wurde der Verwandtschaftsgrad von MMP-19 zu anderen Matrixmetalloproteinasen unter-
sucht. Aufgrund der gefundenen Ahnlichkeiten und Unterschiede wurden erste Hypothesen beziiglich
der biologischen Funktion von MMP-19 generiert, bzw. aufgezeigt, welche der bekannten Aufgaben-
bereiche der Matrixmetalloproteinasen fiir MMP-19 ausgeschlossen werden kdnnen. Dies wird in
Kapitel 4.1 diskutiert.

Weiterhin wurde analysiert, welche Zelltypen MMP-19 exprimieren und wie diese Expression
reguliert wird, um dadurch wiederum Hinweise auf die biologischen Funktionen von MMP-19 zu
erhalten. Zusétzlich sollten diese Untersuchungen aber auch dazu dienen, ein zelluldres Modellsystem
flir weiterer Experimente zu etablieren. Die Diskussion dieser Daten findet sich in Kapitel 4.2.

Im letzten Teil der Arbeit wurde dargestellt, wie die anhand solcher zelluliren Modelle aufgezeigte
Oberfldchenassoziation von MMP-19 untersucht wurde. Des weiteren wurde die Isolierung und
Analyse neuer Interaktionspartner von MMP-19 beschrieben. Diese Ergebnisse werden in den

Kapiteln 4.3 und 4.4 bewertet und diskutiert.

4.1 Einordnung von MMP-19 in die Matrixinfamilie

MMP-19 weist wie alle anderen Mitglieder dieser zinkabhéngigen Metalloproteinasefamilie eine klar
definierte Doménenstruktur auf. Die Einteilung in Signalpeptid, Propeptid, Katalytische Doméne,
Hingeregion und Hémopexin-dhnliche Doméne kann eindeutig auch fiir MMP-19 vorgenommen
werden und entspricht der der anderen Matrixmetalloproteinasen.

Auffillig ist allerdings die nur relativ geringe Ahnlichkeit zu den anderen Matrixmetalloproteinasen
des Menschen. Bezogen auf das Gesamtenzym betrégt sie nach der verwendeten PAM-Matrix nur um
die 40%. Auch die Identitit ist mit etwa 27% ungewdhnlich gering. Ublicherweise weist die
Ahnlichkeit innerhalb der Matrixinfamilie Werte zwischen 50 bis 90% auf. Die Identititswerte liegen
iiblicherweise zwischen 35 bis 80%. Stromelysin-1 ist der Kollagenase-1 zum Beispiel zu 70% &dhnlich
und zu 52% identisch. Vergleicht man in Struktur und Funktion nah verwandte Matrixmetallo-
proteinasen einer gemeinsamen Untergruppe, wie zum Beispiel Stromelysin-1 mit Stromelysin-2, so
erhdhen sich diese Werte sogar auf 88% fiir die Ahnlichkeit und 78% fiir die Identitit.

MMP-19 zeigt also wie die Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen und Stromelysin-3 eine
geringe Ubereinstimmung mit anderen Matrixinen. Jedoch ist die Ahnlichkeit zu diesen Enzymen
ebenso gering und liegt jeweils um die 40% (ca. 30% Identitét).

Aufgrund der gezeigten Stellung innerhalb des Matrixinstammbaums, kénnte man MMP-19, wie auch
Stromelysin-3, als Randgruppenmitglieder dieser Proteinasefamilie bezeichnen.
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Vergleiche einzelner Domiinen

Die Substratspezifitit der einzelnen Matrixmetalloproteinasen wird in erster Linie durch die
Katalytische und die Hamopexin-dhnliche Doméne bestimmt (Murphy und Knéuper, 1997).
Abbildung 26 zeigt schematisch die aus Rontgen- und anderen Strukturanalysen abgeleitete Doménen-
topologie der Matrixmetalloproteinasen. Die Katalytische Doméne ist bei allen Matrixmetalloprotein-
asen hochkonserviert: Das zinkbindende aktive Zentrum ist nahezu invariant. Die Ahnlichkeit der

gesamten Katalytischen Domédne von MMP-19 zu der der

Katalytische  aktives . L . .
Doméne  Zentrum  Hamopexin- anderen humanen Familienmitglieder liegt zwischen 47

ahnl. Dom.

und 60%, was wiederum ein vergleichsweise geringer

D Wert ist. Zwischen anderen Matrixmetalloproteinasen
findet man hier Werte um die 70%.

D Die groBte Ahnlichkeit von ca. 60% innerhalb des aktiven

Zentrums zeigt MMP-19 zu den beiden Stromelysinen, die

C-terminale

Transmemb.-/ sich durch eine, zumindest in vitro, sehr breite Substrat-
RASI-Doméane

spezifitdit aufweisen. Allerdings ist auch dieser
Abbildung 26 die Struktur der

. . Ahnlichkeitswert nicht signifikant hoher als zu anderen
Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen. So ist sogar die Katalytische
Schema adaptiert nach Murphy und

. Domine des phylogenetisch weit entfernten "hatching
Knauper (1997)

enzyms" des Seesterns schon zu 58% dhnlich zu MMP-19.
Die geringste Ahnlichkeit besteht mit 47% zu MT1-MMP. Dies IdBt sich mit der funktionellen
Sonderrolle der MT1-MMP erkldren: Sie erkennt und aktiviert die Gelatinase A (Sato et al., 1994;
Knduper und Murphy, 1998).
Zusammengefasst heillt das, dass sich die fiir die Substratspezifitdt wichtige Katalytische Doméne von
MMP-19 sehr stark von allen anderen Matrixinen unterscheidet. Die Ahnlichkeit, bzw. Identitit
beschrénkt sich vor allem auf hochkonservierte und fiir den katalytischen Grundmechanismus
essentielle Aminosduren. Die umliegenden, Substratspezifitdt-definierenden Aminosduren unter-
scheiden sich bei MMP-19 sehr stark von denen der anderen Matrixine und lassen sich auch keiner
bestimmten Untergruppe zuordnen.
Entsprechendes gilt fiir die Himopexin-dhnliche Doméne: Sie spielt neben der Katalytischen Doméne
zumindest fiir einen Teil der Matrixine eine wichtige Rolle in der Definition der Substratspezifitét.
Dies wurde vor allem fiir die Kollagenasen-1, -2, -3 und fiir Stromelysin-1 gezeigt, deren Himopexin-
dhnlichen Doménen die Bindung zu nativem Kollagen vermitteln (Allan et al., 1991; Murphy et al.,
1992c; Knéuper et al., 1993 und 1997). Entfernt man den C-Terminus dieser Enzyme und damit die
Héamopexin-dhnliche Doméne, so verlieren alle drei Kollagenasen die Fahigkeit, natives tripelhelikales
Kollagen zu spalten (Clark und Cawston, 1989; Murphy et al., 1992c; ; Knduper et al., 1993 und
1997). Dasselbe gilt auch, wenn man die Himopexin-dhnliche Doméne der Kollagenase-1 durch die

von Stromelysin-1 oder -2 ersetzt (und umgekehrt): Die fiir die Spaltung des nativen Kollagens
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notwendige "triple"-Helikase Aktivitit verschwindet (Murphy et al., 1992; Sanchez-Lopez et al.,
1993).

Neben dem Einflufl auf die Substratspezifitit hat die Himopexin-dhnliche Doméne andere wichtige
Funktionen inne: Bei fast allen Matrixmetalloproteinasen vermittelt diese Doméne die Bindung der
spezifischen TIMP-Inhibitoren ("tissue inhibitors of metalloproteinases"). Die Hemmung der
proteolytische Aktivitdt resultiert zwar aus einer direkten Bindung der TIMPs im katalytischen
Zentrum, die inititale Bindung an die Hé@mopexin-dhnliche Doméne beschleunigt diesen Vorgang
jedoch erheblich und erniedrigt die Dissoziationskonstante um den Faktor 10 (Howard und Banda,
1991; Fridman et al,1992; Kleine et al, 1993; Willenbrock et al., 1993; Nguyen et al, 1994,
O'Connell et al., 1994; Taylor et al., 1996).

Des weiteren scheint die Himopexin-dhnliche Doméne fiir die Zelloberflachenassoziation sowohl der
Gelatinase A, als auch der Prokollagenase-3 notwendig zu sein. Die Funktion hier liegt sehr
wahrscheinlich in der Wechselwirkung mit anderen Oberfldchenproteinen (Ward et al., 1994; Strongin
et al., 1994; Knauper et al., 1996).

Interessanterweise zeigt die Hamopexin-dhnliche Domédne von MMP-19 mit 52% die grofite
Ahnlichkeit zu der von MT1-MMP (31% Identitit) und damit zu dem Enzym, das, bezogen auf die
Katalytische Doméne, die meisten Unterschiede zu MMP-19 aufweist. Die beiden Sequenzabschnitte
scheinen also einem unterschiedlichen Selektionsdruck ausgesetzt zu sein. Dies spiegelt wieder, dass
zwar beide Doménen fiir die biologischen Funktionen absolut notwendig sind, die jeweils vermittelten
Aufgaben sich aber unterscheiden.

Die Funktion der C-terminalen Himopexin-dhnlichen Doméne bei MT1-MMP unterscheidet sich von
den der oben genannten: Im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Matrixmetalloproteinasen ist sie
weder in der Festlegung der Substratspezifitit, noch in die Bindung von TIMPs involviert (Will et al.,
1996; Butler et al., 1998; Zucker et al., 1998; Murphy und Knéuper, 1997). Eine Aussage beziiglich
der Funktion dieser Doméne bei MMP-19, wie zum Beispiel der Vorhersage der priferenziellen
Bindung eines bestimmten TIMPs, ist aus dieser Ahnlichkeit also nicht ableitbar.

Mit 40% ist die Ahnlichkeit der Himopexin-ihnliche Domine von MMP-19 zu der der beiden
Stromelysine am geringsten (23 bzw. 26% Identitdt). Damit kann eine diesen Enzymen &hnliche
Substratspezifitit von MMP-19 sehr wahrscheinlich ausgeschlossen werden. Auch die Kollagenasen
unterscheiden sich beziiglich dieser Doméne stark von MMP-19 (ca. 42% dhnlich).

MMP-19 kann also aufgrund bloBer Sequenzvergleiche keiner der bekannten Matrixmetallo-
proteinasenuntergruppen zugeordnet werden. Die beobachten Ahnlichkeiten sind hierzu zu gering.
Hinzu kommt, dass die Sequenzverwandtschaften der beiden die biologische Funktion einer
Matrixmetalloproteinase bestimmenden Doménen in vollig unterschiedliche Richtungen deuten.
Zusammen genommen spricht dies fiir eine gegeniiber den anderen Matrixinen anders geartete

Funktion.
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Betrachtet man die phylogenetische Einordnung in die Matrixinfamilie (Kapitel 3.1, Abbildung 5), so
bestitigt sich diese Sonderrolle: MMP-19 hat sich schon sehr friih in der Entwicklung von den anderen
Familienmitgliedern abgekoppelt. Innerhalb des Stammbaums der betrachteten humanen Matrix-
metalloproteinasen stellt dies die erste Verzweigung dar. Dies zeigt sich auch in der chromosomalen
Lokalisierung des MMP-19 Gens. Es befindet sich nicht, wie die meisten anderen Matrixmetallo-
proteinasegene auf Chromosom 11, sondern auf Chromsom 12 (Pendas et al., 1997).

Bei den bisher analysierten Matrixinen zeigt sich, dass jede nach phylogenetischen Kriterien definierte
Unterfamilie dieser Enzymfamilie in vitro auch verwandte Substrate erkennt (Murphy et al., 1991).
Als Beispiel konnen hier sowohl die Kollagenasen, die Gelatinasen, die Stromelysine-1 und -2, als
auch die Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen aufgefiihrt werden. Anders herum formuliert
bedeutet dies, dass die phylogenetische Sonderstellung von MMP-19 wiederum fiir einen relativ
groflen Unterschied beziiglich der erkannten Substrate spricht.

Stromelysin-3 hat sich wahrend der Matrixinentwicklung gemeinsam mit MMP-19 von den restlichen
Matrixmetalloproteinasen abgespalten. Es kann also als das nichstverwandte Enzym bezeichnet
werden. Auch die chromosomale Lokalisierung des Stromelysin-3-Gens auf Chromosom 22 ist
ebenfalls innerhalb der Matrixinfamilie einmalig. Um an diesem Punkt Verwirrung zu vermeiden, sei
noch ein mal darauf hingewiesen, dass Stromelysin-3, weder phylogenetisch noch nach anderen
Kriterien der Unterfamilie der Stromelysine zuzuordnen ist. Die falsche Namensgebung beruhte auf
einem Missverstidndnis der Erstbeschreiber von Stromelysin-3, welches sich in der Nomenklatur
gehalten hat (Basset ef al, 1990; Paul Basset, personliche Mitteilung). Leider sind weder die
Substratspezifitit, noch die Funktion von Stromelysin-3 bis heute hinreichend geklirt. Stromelysin-3
erkennt unter in vitro Bedingungen, bei denen andere Matrixmetalloproteinasen Aktivitit zeigen,
keines der klassischen Substrate der extrazelluldren Matrix (Parks und Mecham, 1998). Es wurde in
einer Vielzahl von Publikationen gezeigt, dass die Expression von Stromelysin-3 mit Tumor-
progression und Wundheilung korreliert (Basset et al., 1993; Noel et al., 1996; Okada et al., 1997).
Das heif3t, Stromelysin-3 stellt ein Enzym dar, dass eine wichtige Rolle in pathologischen Prozessen
zu spielen scheint, aber wahrscheinlich ein fiir Matrixmetalloproteinasen untypisches Substrat erkennt.
Die gemeinsame Abspaltung von Stromelysin-3 und MMP-19 von der Entwicklung der anderen
Matrixmetalloproteinasen kann hier als Hinweis gewertet werden, dass auch MMP-19 unter
Umstinden kein klassisches Matrixmetalloproteinasensubstrat erkennt.

Die phylogenetische Verwandtschaft zwischen MMP-19 und Stromelysin-3 kann jedoch nicht als
Argument fiir die gemeinsame Klassifizierung dieser beiden Enzyme in eine Matrixmetalloproteinasen
Untergruppe herangezogen werden: MMP-19 zeigt keine der typischen Charakteristika der
Stromelysin-3 Sequenz und umgekehrt: Stromelysin-3 besitzt eine Aktivierungssequenz, die von
Golgi-lokalisierten Serinproteinasen des Furintyps erkannt wird (Pei und Weiss, 1995). Dieses RXXR
Motiv, welches auch bei den Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen (MT-MMPs) zu finden ist,

bewirkt eine Aktivierung des Matrixmetalloproteinasen-Proenzyms schon wihrend des Exports in den
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Extrazellularraum. MMP-19 wiederum besitzt einen sehr auffdlligen sauren Abschnitt in der
Hingeregion und eine zusétzliche hydrophobe C-terminale Doméne. Beide scheinen charakteristisch
fiir MMP-19 zu sein, da sie auch im murinen MMP-19 zu finden sind (Justine Kusch und Markus
Miiller, personliche Mitteilung).

Zusitzlich zu den erwédhnten Unterschieden zwischen MMP-19 und Stromelysin-3 spricht auch der
sehr groBe phylogenetische Abstand zwischen diesen beiden Matrixmetalloproteinasen fiir eine
Einordnung in getrennte Untergruppen. Die nach der Verzweigung getrennte Entwicklung von MMP-
19 und Stromelysin-3 ist lénger, als bei allen anderen Familienmitgliedern.

Das heif3t, dass sich damit wahrscheinlich auch die biologischen Rollen dieser beiden Enzyme weit
voneinander entfernt haben.

Die hydrophobe C-terminale (RASI-)Doméidne von MMP-19, die in dieser Art bei keiner der anderen
Matrixine zu finden ist, verbindet MMP-19 mit den Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen: Die
Transmembranregionen dieser oberflichengebundenen Enzyme sind ebenso als zusitzliche C-
terminale Doméne ausgeprégt (siche Abbildung 26). Diesem Sequenzabschnitt ist bei MMP-19 und
bei den Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen ein Schwefelbriicken-vermittelndes Cystein
vorgestellt, welches auch eine Entsprechung bei allen anderen Familienmitgliedern findet. Hier
markiert dieses hochkonservierte Cystein jedoch das C-terminale Ende der Gesamtsequenz.

Ein gemeinsamer entwicklungsgeschichtlicher Ursprung der beiden C-terminalen Anhénge ist jedoch
unwahrscheinlich: Die Transmembrandoméne der Membranstédndigen Matrixmetalloproteinase MT1-
MMP wird in einem eigenen, zehnten Exon kodiert, und ist damit als unabhingiger Zusatz zur Matrix-
metalloproteinasen Grundstruktur anzusehen (Apte et al., 1997). Die C-terminale Domédne von MMP-
19 wird hingegen gemeinsam mit dem hinteren Teil der Hdmopexin-dhnlichen Doméne durch das
neunte Exon kodiert (Markus Miiller, personliche Mitteilung). Das heif3t, hier scheinte es sich eher um
eine mutationsbedingte Verschiebung des Translationsstops zu handeln.

Betrachtet man alle gezeigten und diskutierten Ergebnisse zusammenfassend, so kann davon
ausgegangen werden, dass MMP-19 das erste Mitglied einer neuen Unterfamile der Matrixmetallo-
proteinasen darstellt. Dies ist einerseits ein sehr spannendes Ergebnis, da somit mit MMP-19 eine
Matrixmetalloproteinase gefunden wurde, die eine neue, bisher nicht der Familie der Matrixmetallo-
proteinasen zugeordnete Substratspezifitit abdecken konnte. Beziiglich der schnellen Aufklédrung der
biologischen Funktion von MMP-19 mittels Zuordnung zu einer der bekannten Matrixmetallo-
proteinasenuntergruppen, konnen diese Ergebnisse allerdings nur sehr wenig beitragen. Sie zeigen
klar, dass MMP-19 weder eine Gelatinase, noch eine Kollagenase ist und auch den Stromelysinen oder
anderen Matrixmetalloproteinasen nicht zugeordnet werden kann. Die Betrachtung der Proteinase
MMP-19 muss also zumindest partiell losgelost von den Funktionen der anderen Matrixmetallo-

proteinasen vorgenommen werden.
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4.2 RNA Expression

Verschiedene Zelllinien wurden beziiglich der Expression der MMP-19 mRNA untersucht. Dabei
konnten verschiedene Fibroblastenlinien und myeloide Zellen als MMP-19 mRNA Produzenten

identifiziert werden.

Synoviale und Lungenfibroblasten

Eine der untersuchten Fibroblastenlinien wurde aus der Synovialmembran einer gesunden Person
isoliert (Kontrolllinie). Zwei weitere stammten aus den Synovien von an Rheumatoider Arthritis
erkrankten Personen (RA-Linien). Die beiden RA-Linien wiesen jeweils eine erhohte Expression an
MMP-19 mRNA gegeniiber der Kontrolllinie auf. Dies konnte einen, auch in Kultur erhaltenen,
krankheitsbedingten iiberaktivierten Status der beiden Zelllinien widerspiegeln. In einer Vielzahl von
in vivo Untersuchungen wurden solche durch RA ausgeloste Zellaktivierungen mit einhergehenden
Verdanderungen der Genregulation gezeigt (Cunnane et al, 1998). Diese Modulationen der
Genexpression wurden auch fiir verschiedene Matrixmetalloproteinasen, wie Stromelysin-1,
Kollagenase-1 oder die beiden Gelatinasen gezeigt (Ishiguro et al, 1996; Keyszer et al., 1998). Es
wird angenommen, dass diese Proteinasen wichtige Mediatoren der progressiven arthritischen Gelenk-
zerstorung darstellen, indem sie die Extrazellularmatrix der Gelenke umsetzen (Cunnane et al., 1998).
Hemmung der Metalloproteinaseaktivitit fithrt dementsprechend zu einer signifikanten Reduktion
dieses krankhaften Knorpel- und Knochenabbaus (Conway et al., 1995).

Da MMP-19 als RA-assoziiertes Autoantigen isoliert wurde (siche Kapitel 1.4.1), ist eine potentielle
positive Korrelation der MMP-19-mRNA Expression mit einer RA-Erkrankung von besonderem
Interesse: Eine Theorie der Entstehung von Autoimmunerkrankungen geht davon aus, dass eine
erhohte Expression kdrpereigener Proteine zur Zunahme der MHC-vermittelten Prisentation dieser
Proteine fiihrt. Dies kann eine Uberschreitung der Ignoranzschwelle des Immunsystems gegen
sogenannte kryptische Determinaten dieses Proteins zur Folge haben. Als Resultat ist eine
Autoimmunantwort gegen diese vormals immunprivilegierten kryptischen Epitope. Der nachfolgende
Prozess des "epitope spreading" fithrt zu einer Ausweitung dieser Autoimmunantwort auf weitere
Determinanten dieser Molekiile - eine Autoimmunerkrankung ist entstanden (Gammon et al., 1991;
Cibotti et al., 1992; Mamula, 1993; Lehmann et al., 1992, 1993 und 1998; Moudgil und Sercarz, 1993
und 1994, Neu et al., 1997).

Ob ein solcher Zusammenhang auch fir MMP-19 gilt, kann beim jetzigen Wissensstand noch nicht
beantwortet werden. Gegen eine einfache Korrelation einer erhhten MMP-19 Expression mit einer
anti-MMP-19 Autoimmunantwort spricht, dass Gewebeschnitte von Gelenken RA-erkrankter
Patienten keine erhohte MMP-19 Proteinexpression in synovialen Fibroblasten zeigen (Kolb ef al.,
1997). Ob die in diesen Untersuchungen beobachtete erhohte MMP-19 Expression in den Blutgefia3en

der entziindeten Synovien als Ausloser fiir eine Autoimmunantwort ausreicht ist unklar: Die Analyse
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der anti-MMP-19 Immunreaktion ist in unserer Arbeitsgruppe noch nicht weit genug fortgeschritten,
um eine abschlieBende Beurteilung dieser Frage zu erlauben.

Die in vivo Relevanz der gezeigten MMP-19 Expression in der Lungenfibroblastenlinie SV80 kann
ebenso nicht endgiiltig beantwortet werden, da bisher keine Lungengewebeschnitte durchgefiihrt
wurden (Dr. Cornelia Kolb, personliche Mitteilung). Sie korreliert allerdings mit der beobachteten
Expression der MMP-19 mRNA in der menschlichen Lunge (Cossins et al., 1996; Pendas et al.,
1997).

T-Lymphozyten

Die vor Beginn dieser Arbeit gezeigte MMP-19 Expression in Jurkat T-Lymphoblasten und in
primédren T-Lymphozyten konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Jurkat, CEM und Molt4 T-
Zelllinien wurden also ebenso negativ fiir MMP-19 mRNA befunden wie primére T-Zellen. Auch eine
Oberfldchenexpression des MMP-19-Proteins konnte fiir diese Zellen in mehrfach wiederholten
Analysen nicht nachvollzogen werden. Ein Grund fiir diese Unstimmigkeiten konnten die in den
frilheren Analysen verwendeten Antikorper darstellen. Neuere Untersuchungen haben mittlerweile
gezeigt, dass diese fritheren Antikorper eine im Vergleich weitaus schlechtere Spezifitit aufweisen,
wie die in dieser Arbeit verwendeten.

Der frithere Nachweis von MMP-19 mRNA in ruhenden T-Zellen muss also aus heutiger Sicht als
experimenteller Artefakt betrachtet werden.

Trotz der geschilderten Einschrankung beziiglich der fritheren Ergebnisse muss erwéhnt werden, dass
Jurkat, nicht aber Molt4 T-Zellen nach einer Stimulation mit Phorbolester MMP-19 mRNA aufweisen.
Die Expression ist hier zwar um ein Vielfaches geringer als z.B. in aktivierten THP-1 Monozyten, aber
dennoch klar nachweisbar. Es ist also nicht unwahrscheinlich, dass auch fiir T-Zellen spezifische
Stimuli existieren, die eine MMP-19 Expression induzieren konnen. Eine Zelloberfldchenassoziation
des MMP-19 Proteins konnte jedoch auch auf aktivierten Jurkat Zellen nicht gezeigt werden: vielleicht

fehlt auf Jurkat Zellen der dafiir notwendige Zelloberflachen-Assoziationspartner.

Monozyten/Makrophagen

Sehr interessant in ihrer MMP-19 mRNA-Expression haben sich myeloide Zellen erwiesen. Einerseits
scheint hier die Expression an Differenzierungsvorginge gekoppelt, andererseits aber auch
adhésionsabhingig zu sein.

Die Makrophagendifferenzierung verlduft in mehreren Stufen: Sie geht von pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks aus und setzt sich iiber sogenannte myeloide Stammzellen, und
weiter iiber Granulozyten-Monozyten Vorlauferzellen, bis zu Monozyten und zuletzt zu Makrophagen
fort (Dougherty und William, 1989). Die aus dem Blut eines an akuter myeloider Leukdmie erkrankten
Patienten isolierten HL-60-Zellen werden als Promyelozyten, also als Granulozyten-Monozyten

Vorléufer, eingestuft (Collins et al., 1977; Lyons und Ashman, 1989). Damit besitzen sie sowohl die
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Moglichkeit zu Neutrophilen Granulozyten, als auch zu Monozyten und dann weiter zu Makrophagen
zu differenzieren. Die Differenzierung von myeloiden Vorlduferzellen zu Makrophagen geht, wie in
dieser Arbeit gezeigt, einher mit der Hochregulierung der Expression der MMP-19 mRNA: Ruhende
HL-60-Zellen exprimieren nur sehr wenig MMP-19 mRNA; die Differenzierung zu Makrophagen
bewirkt jedoch eine stabile Erhohung des Gehalts an mRNA fiir diese Matrixmetalloproteinase.
Entsprechendes gilt fir THP-1 Monozyten. Auch diese, einer akuten monozytischen Leukdmie
entstammenden, Zellen (Tsuchiya et al, 1980; Lyons und Ashman, 1989) zeigen im Verlauf der
Differenzierung zu Makrophagen eine deutliche Hochregulierung der MMP-19 mRNA.

Hierbei gibt es Parallelen zu anderen Matrixmetalloproteinasen: Die Makrophagenelastase (MMP-12)
wird ihrem Namen entsprechend nahezu ausschlieBlich in differenzierten Makrophagen exprimiert
(Shapiro und Senior, 1998). Ihre physiologische Aufgabe scheint geméfl den bisherigen Erkenntnissen
im Abbau der Elastinfasern der Extrazellularmatrix sowie verschiedener Komponenten der Basal-
membran zu liegen (Shapiro et al.,, 1992 und 1993; Gronski et al., 1997; Shapiro und Senior, 1998).
Eine mogliche, direkte Korrelation zwischen der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
wurde flir dieses Enzym noch nicht untersucht. Es wurde aber gezeigt, dass dieser Differenzierungs-
schritt einen generellen Wechsel des Repertoires an matrixdegradierenden Proteinasen mit sich bringt:
Monozyten exprimieren verstirkt intrazelluldre Serinproteinasen, wie die Leukozytenelastase und
Cathepsin G, die Matrixmetalloproteinasenexpression ist demgegeniiber sehr gering. Die Zellreifung
zu Makrophagen bewirkt jedoch in vitro und in vivo eine mit dem Verlust an Serinproteinasen einher
gehende Induktion von Matrixmetalloproteinasen. (Welgus et al., 1990 und 1992; Campbell et al.,
1991; Shapiro et al, 1991 und 1991a; Saren et al, 1996). Dieser Wechsel reflektiert sehr
wahrscheinlich die Verédnderung der physiologischen Funktion dieser Zellen. Sie entwickeln sich von
im Blut zirkulierenden Phagozyten und Transportzellen zu sehr spezialisierten Zellen, die innerhalb
der biologischen Gewebe residieren. Dabei miissen sie im Verlaufe von Extravasations- und
Migrationsprozessen, wihrend des Gewebeumbaus bei Entziindungen und Wundheilung permanent
Komponenten der Extrazellularmatrix umsetzen (Zembala und Asherson, 1989).

Zu den in Makrophagen exprimierten Matrixmetalloproteinasen gehdren neben der Metalloelastase die
interstitielle Kollagenase (MMP-1), die beiden Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), Stromelysin-1
(MMP-3) und Stromelysin-2 (MMP-10) (Mauviel, 1993 und darin aufgefiihrte Referenzen). Diese
Liste kann nun um MMP-19 erweitert werden. In diesem Zusammenhang wird es sehr spannend sein,
iiber antisense Techniken oder geeignete Antikorper die Expression, bzw. die Aktivitit von MMP-19
spezifisch zu hemmen. In solchen Modellen konnte eine moglicherweise eingeschrinkte Fahigkeit der
Makrophagen zur Gewebewanderung beobachtet werden. Auch die derzeit entstehende MMP-19
"knockout" Maus sollte auf einen entsprechenden Phanotypen hin untersucht werden.

Der Gehalt am MMP-19-mRNA wird also im Verlaufe der PMA-induzierten HL-60 und THP-1
Differenzierung erhoht. Dieser Effekt konnte etwa sechs Stunden nach PMA-Gabe erstmals

beobachtet werden. Eine solche Zeitverzogerung spricht gegen einen direkten, einfachen
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"downstream"-Mechanismus dieses Phorbolesters iiber die Proteinkinase C (PkC) auf die MMP-19
Expression. Sehr viel wahrscheinlicher ist eine Aktivierung der MMP-19 Expression iiber sekundére
zelluldre Ereignisse. Als moglicher Mechanismus hierfiir erscheint eine durch Adhésionsmolekiile
vermittelte Induktion der MMP-19 Expression. Dies wird im folgenden Abschnitt erléutert.

Ein wichtiges Kennzeichen der Makrophagendifferenzierung ist die Zunahme der zelluldren Adhésion
und dadurch die Ausbreitung auf der Unterlage (Collins ef al., 1987; Dougherty und McBride 1989).
Diesen Anheftungsprozessen geht eine Erhohung des zelluldren Gehalts verschiedener Adhésions-
molekiile voraus. Hierzu gehoren verschiedene auf Makrophagen exprimierte Mitglieder der Integrin-
familie, wie zum Beispiel der Fibronektinrezeptor osp; (CD49¢/CD29; VLA-5; FNR) und der
Fibrinogenrezeptor CD11b/CDI18 (ou,,; Mac-1) (Welgus et al, 1985; Hynes, 1992; Imhof und
Dunon, 1995).

Es wurde gezeigt, dass Hemmung der Interaktion von osB; mit Fibronektin die Induktion der
Gelatinase B (MMP-9) Expression im Verlauf der PMA-induzierten Differenzierung von HL-60-
Zellen zu Makrophagen hemmt (Xie et al, 1998). Andersherum erhoht die ligationsvermittelte
Aktivierung des Fibrinogenrezeptors Mac-1 die Produktion dieser Matrixmetalloproteinase (Wize et
al., 1998).

Auch die in dieser Arbeit gezeigte Zunahme der MMP-19 Expression im Verlaufe der myeloiden
Differenzierung scheint abhédngig von zelluliren Adhédsionsprozessen zu sein. Sie kann durch
mechanische Verhinderung der Anheftung der PMA-stimulierten HL-60 Zellen nahezu vollstindig
unterdriickt werden. Welche Adhésionsmolekiile diese Effekte vermitteln ist noch unklar, wird aber in
weiteren Analysen mit spezifischen aktivierenden oder hemmenden Antikérpern untersucht werden.
Alternativ zu einer direkten Aktivierung der MMP-19 Genexpression durch Adhisionsmolekiile, bzw.
der nachgeschalteten Signaltransduktionswege, ist auch ein Zytoskelett abhidngiger Mechanismus
denkbar. Eine Zunahme der Adhésion fiihrt zu einer Ausbreitung der Zellen auf der Unterlage und
damit zu einer Umorganisation des zelluldren Gerlistes. Auch hierfiir wurde fiir verschiedene andere
Matrixmetalloproteinasen eine Beeinflussung der Genexpression gezeigt (Werb et al., 1986; Allenberg
et al., 1994; Tomasek et al., 1997; Chintala et al., 1998). Sollte die Induktion der MMP-19 Expression
einem solchen zytoskelettabhingigen Mechanismus folgen, so sollte diese durch den Einsatz von
Cytochalasin D gehemmt werden kénnen. Auch dies werden nachfolgende Analysen aufkldren. Sehr
wahrscheinlich erscheint ein Mechanismus, in dem sowohl die Expression von Adhésionsmolekiilen,
als auch die Umorganisation von Zytoskelettbestandteilen eine Rolle spielen, da beide Prozesse sehr
eng miteinander verkniipft sind.

Diese Effekte sind nicht nur in HL-60 und THP-1 Zellen, sondern auch in untransformierten, primiren
humanen Monozyten und Makrophagen zu beobachten: Die Kultivierung von mononukleédren
Blutzellen mit autologem Serum fiihrt ohne weitere Stimulation zu einer Induktion der MMP-19
Expression. In Sortierungsexperimenten konnte eindeutig gezeigt werden, dass es sich bei den hierfiir

verantwortlichen Zellen um die CD-14 positive Monozyten/Makrophagen Fraktion des Blutes handelt.
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Des weiteren wurde sowohl eine durch Lymphozyten, als auch eine durch Serumverunreinigungen
vermittelte Induktion ausgeschlossen. Die durchgefiihrten Experimente sprechen hier eindeutig fiir
eine Serum und adhdsionsabhéngige MMP-19-Induktion.

Da Monozyten in Kultur spontan zu Makrophagen differenzieren und sich damit auf der Unterlage
ausbreiten ist hier im Gegensatz zu den in den Zelllinien gezeigten Effekten keine zusétzliche
Stimulation durch Phorbolester notwendig. Die Anwesenheit von Serum ist hingegen zwingend. Dafiir
gibt es zwei mogliche Erkldarungen: Zum einen sind Serumbestandteile, wie Wachstumsfaktoren,
notwendig fiir die zugrunde liegenden Differenzierungsprozesse, zum anderen ist aber auch die
zelluldre Adhision direkt von Serumbestandteilen abhéingig (Dougherty und McBride, 1989). Sehr
wahrscheinlich haben beide Faktoren Einfluf3 auf die serumabhéngige MMP-19 Induktion.

Diese Induktion der MMP-19 Expression in kultivierten Monozyten/Makrophagen ist zwar nicht
abhingig von der Gabe von Phorbolestern, kann durch diese aber deutlich verstirkt werden.

Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente

Serum PMA sprechen dafiir, dass der Mechanismus der dieser

Verstarkung in primdren Monozyten/Makrophagen

Rezeptor fur

Wachsturms, oe zugrunde liegt, wiederum kein direkter Effekt auf
die MMP-19 Expression ist. Denn auch hier fiihrt
die mechanische Verringerung der Adhédsion zu

Kulturschale einer fast vollstdndigen Unterdriickung der MMP-

19 Induktion. Als zentraler Induktor fiir die
Hochregulation der MMP-19 mRNA tritt wieder
die Anheftung, bzw. die Ausbreitung der Zellen
auf der Unterlage auf. Abbildung 27 fasst das

Gesagte noch einmal schematisch zusammen.

Induktion von
Adhdsions-
molekilel

Wie ldsst sich in dieses Schema die Wirkung von

o a-Tocopherol, also von Vitamin E einfligen? o-

Tocopherol unterdriickt sowohl die PMA-, als auch
die serumabhéngige Induktion von MMP-19 in
HL-60 wund in primdren Blutzellen. Ein
Mechanismus der auf die antioxidativen Eigen-

schaften dieser Substanz beruht, konnte durch den

AN S ) S A direkten Vergleich mit dem beziiglich MMP-19

Induktion der MMP-19 Expression durch Adhdsionsmolekule

unwirksamen B-Tocopherol ausgeschlossen
Abbildung 27 schematische Darstellung

der MMP-19 mRNA Induktion in Blut-

zellen

werden. Dieses unterscheidet sich in seinen
antioxidativen Eigenschaften nicht von «-
Tocopherol und sollte auch in gleicher Weise fiir

die Zellen biologisch verfiigbar sein.
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Es ist bekannt, dass o-Tocopherol und auch einige nah verwandte Derivate dieser Substanz die
zelluldre Adhésion bestimmter Zelltypen hemmen. Diese Adhédsionshemmung konnte sowohl fiir
Monozyten, als auch fiir glatte Muskelzellen nachgewiesen werden (Angelo Azzi, Universitit Bern,
personliche Mitteilung; Erl et al, 1997). Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht
vollstdndig aufgekldrt. Fiir glatte Muskelzellen konnte aber gezeigt werden, dass a-Tocopherol ein
negativer Regulator der Proteinkinase C darstellt, wodurch die Aktivierung derselben verhindert wird
(Tasinato et al., 1995). Vermittelt wird dieser Effekt sehr wahrscheinlich durch ein bisher unbekanntes
a-Tocopherol-Bindeprotein (Angelo Azzi, personliche Mitteilung). Ein solcher Mechanismus konnte
sehr einfach erkldren, wieso a-Tocopherol die PMA-induzierte MMP-19 Expression hemmt: Es
blockiert die an der MMP-19 Induktion beteiligten Vorginge schon auf der obersten Stufe.

Wieso wird aber auch die PMA-unabhéngige seruminduzierte MMP-19 Expression in Blutmonozyten/
Makrophagen durch o-Tocopherol gehemmt? Um dies zu erkldren muss das dargestellte Modell
erweitert werden. Einerseits ist denkbar, dass neben der Proteinkinase C weitere zelluldre Ziel-
molekiile fiir o-Tocopherol existieren, deren Inhibition sich analog einer Proteinkinase C Hemmung
auswirkt. Hierfiir gibt es jedoch bisher keine Hinweise. Wahrscheinlicher erscheint, dass auch die
nachfolgenden PMA-unabhingigen Prozesse zumindest zum Teil von der Aktivitdt der Proteinkinase
C abhéngig sind. Dafiir spricht, dass auch andere Hemmstoffe fiir diese Kinase die zelluldre Adhdsion
in verschiedenen Zelltypen unterdriicken (Devaraj et al.,, 1996). Der zugrunde liegende Mechanismus
ist bislang nicht bis ins Detail entschliisselt. Es konnte jedoch klar gezeigt werden, dass die Expression
von Adhidsionsmolekiilen kein einstufiger linearer Prozess ist, sondern dass hier eine komplexe
Riickkopplung und eine Integration vieler Signale existiert. Das heifit, dass zu Beginn der zelluldren
Anheftung erst einige wenige initiale Adhésionsmolekiile exprimiert werden, welche nach
Ligandenkontakt Signale zum Zellkern senden, was die Expression weiterer Adhésionsmolekiile zur
Folge hat (Magee, 1995; Heino, 1996). Zu den hier beteiligten Signalmolekiilen gehoren unter anderen
wiederum die verschiedenen Proteinkinase C Subtypen. Hemmung der Proteinkinase C ist in diesem
Zusammenhang also gleich zu setzen mit Hemmung der Signalaktivitit von Adhésionsmolekiilen.
Fasst man die hier diskutierten Daten beziiglich der MMP-19 Expression in mononukleidren Blutzellen
zusammen, so kann folgendes festgehalten werden: Im Blut zirkulierende Monozyten, T- und B-
Lymphozyten sind negativ fiir MMP-19 mRNA. Eine Induktion der MMP-19 Genexpression findet im
Verlauf der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen statt. Jedoch scheint nicht die
Differenzierung selbst der Hauptausloser fiir die MMP-19 Expression zu sein, sondern vielmehr die
mit der zelluldren Differenzierung einher gehende Zunahme der Adhésion.

Der Sinn dieser Induktion der MMP-19 Genexpression durch Adhésion liegt wahrscheinlich nicht in
einer Notwendigkeit des MMP-19 Enzyms fiir die Durchwanderung der die Blutgefd3e umgebenden
Basalmembran. Die etwa sechsstiindige Verzogerung nach dem ersten Kontakt der Zelle zur Unterlage
bis zum Auftreten der MMP-19 mRNA ist dafiir zu lange: Zellen die aus dem Blutgefdll extravasieren
nehmen in einem "rolling" genannten Prozess Kontakt mit der BlutgefaBwand auf (Imhof und Dunon,
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1995). Dabei kommt es zu einer Abfolge verschiedener Interaktionstufen: "rolling", "triggering",
"strong adhesion" und "migration". In jeder dieser Stufen sind andere Oberflaichenmolekiile beteiligt,
deren Aktivitdt zum Teil durch die vorhergehende Stufe bestimmt wird. Diese Prozess laufen relativ
schnell ab. Sie sind abgeschlossen, bevor neu exprimiertes MMP-19 aktiv vorliegen konnte. Es ist also
viel wahrscheinlicher, dass die MMP-19 Expressionsinduktion bei der nachfolgende Migration durch
die Extrazellularmatrix wichtig ist. Welche Funktion MMP-19 dabei einnimmt, also welches Substrat

von MMP-19 umgesetzt wird, ist jedoch, wie mehrfach erwéhnt, noch ungeklart.

Endothelzellen / glatte Muskelzellen

Die MMP-19 Expression in Zellen der BlutgefiBwand wurde erstmals beobachtet, als synoviale
Gewebeschnitte von Rheumatoide Arthritis Patienten mit dem Anti-MMP-19-Antikorper 511 unter-
sucht wurden (Kolb et al., 1997). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Tunica Media von Blut-
gefdllen in entziindeten Synovien eine starke MMP-19 Expression aufweisen. Endothelzellen wurden
als MMP-19 negativ detektiert. Spatere Untersuchungen haben dieses Bild inzwischen verfeinert und
erweitert (Kolb et al, 1999): Als Hauptproduzenten fiir MMP-19 in der Tunica Media wurden wie
urspriinglich vermutet die glatten Muskelzellen identifiziert. Des weiteren wurde die Abwesenheit von
MMP-19 in den meisten makrovaskuldren Endothelzellen bestdtigt. Neu hinzu kam jedoch die
Beobachtung, dass MMP-19 in den mikrovaskuldren Endothelzellen kleiner, wachsender Blutgefifle
exprimiert wird. Diese Beobachtungen in Gewebeschnitten wurden durch die in dieser Arbeit
gezeigten Zellkulturanalysen gestiitzt und erweitert: Die humane, makrovaskuldre vendse Endothel-
zelllinie ECV304 ist selbst nach Stimulation mit Phorbolestern, EGF und bFGF negativ fiir MMP-19.
Dasselbe gilt fiir primdre HUVEC-Zellen (humane vaskuldre Endothelzellen). Humane arterielle
Endothelzellen (HUAEC) zeigen sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene eine geringfiigige
MMP-19 Expression. Im starken Kontrast dazu stehen die untersuchten mikrovaskuldren Endothel-
zellen aus Haut und Fettgewebe. Diese Zellen, die kleinen und damit potentiell wachsenden Blut-
gefdBen entstammen, zeigen ein klares MMP-19 Signal. Welche Rolle MMP-19 in diesen Zellen
spielen konnte, wird im folgenden geschildert.

Neovaskularisierung und Angiogenese, also die Neubildung und das Wachstum von Blutgefdflen sind
komplexe vielstufige Prozesse. Sie spielen naturgemidl ein sehr wichtige Rolle bei allen
Entwicklungs- und Wachstumsprozessen, da alle tierischen Gewebe von der Versorgung mit
Sauerstoff und auch Néhrstoffen abhidngig sind. Selbst pathologische Gewebe wie Tumore sind von
der Versorgung mit Blutgefdaflen absolut abhéngig: Ein Tumor, der kein BlutgefdBBsystem ausbilden
kann, bleibt auf eine diffusionslimitierte GroBe von 0,4 mm beschrinkt (Hanahan und Folkman,
1996). Beide Prozesse, also sowohl die Neubildung, als auch das Auswachsen von Blutgefifien,
bendtigen proteolytische Aktivitdt: Beim ersten, auch Vaskulogenese genannten Prozess migrieren
Vorlduferzellen zum Ort der GefiaBbildung, wo sie zu Blutgefil bildenden Endothelzellen

differenzieren (Cockerill et al., 1995). Ein Umbau der Extrazellularmatrix ist hier sowohl fiir die
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Migration, als auch fiir die Zusammenlagerung der einzelnen Endothelzellen notwendig (Risau und
Flamme, 1995). Im adulten Organismus werden neue BlutgefdBe ausschlieBlich durch den zweiten,
Angiogenese genannten Prozess gebildet: Hier findet ausschlieBlich ein Aussprossen neuer Kapillaren
von existierenden BlutgefdBen statt. Dieser Prozess ist abgesehen von pathologischen Situationen wie
Wundheilung und Tumorwachstum und von Vorgéngen, die mit dem weiblichen Reproduktionszyklus
zusammenhéngen extrem selten: Im normalen adulten Blutgefdl befindet sich zu einer gegebenen Zeit
nur eine von 10 000 Endothelzellen im Zellzyklus (Hobson und Denekamp, 1984). Findet er aber statt,
so kommt es immer zu einer definierten Abfolge einzelner Schritte: Die Basalmembran, die die Gefal3
bildende Endothelzellrdhre umgibt, wird lokal abgebaut, die ehemals ruhenden Endothelzellen
verdndern ihr Aussehen und wandern in die umliegende Matrix aus, wo sie ein neues Gefdl3 ausbilden.
An der Spitze dieses Gefilles befinden sich mikrovaskuldre Endothelzellen, die durch andauernde
Proliferation die Verldngerung der Gefallrohre vorantreiben, bis sie wiederum auf ein anderes
Blutgefall stoffen mit dem sie verschmelzen (Cockerill et al., 1995). Ein fiir eine erfolgreiche
Angiogenese zentraler Prozess ist die extrazelluldre Proteolyse, deren Geschwindigkeit in erster Linie
von der Aktivitit der Matrixmetalloproteinasen bestimmt wird (Moses, 1997). Die differenticlle
Expression von MMP-19 spricht in diesem Zusammenhang dafiir, dass diese Matrixmetalloproteinase
beim angiogenetischen Matrixumbau eine wichtige Rolle spielt. Dies ist umso mehr bedeutsam, da
weder MMP-1, MMP-2, noch MMP-9 in den MMP-19 exprimierenden mikrovaskuldren Endothel-
zellen detektiert werden konnten (Kolb et al, 1999) und spricht damit fiir eine sehr spezielle
Regulation und Funktion von MMP-19. Damit stellt diese Proteinase ein potentiell interessantes Ziel
fiir eine pharmakologische Unterdriickung der Angiogenese dar, was wie in Kapitel 1 dargestellt zu
den wichtigsten neuen Ansétzen in der Tumortherapie zéhlt.

Neben mikrovaskuldren Endothelzellen findet sich MMP-19 auch in den die Gefiale umgebenden
glatten Muskelzellen. Diese Zellen finden sich sowohl zirkuldr um das Geféll angeordnet in der Tunica
media der Arterien, als auch in der diinnen Tunica media und der kréftigeren Tunica externa der
Venen, wo sie langs ausgerichtet sind (Leonhardt, 1990). Die Aufgaben dieser Zellen sind vielfaltig:
Eine der Hauptaufgaben besteht in der Aufrechterhaltung der Struktur der Blutgefifle. Einerseits
geschieht dies durch die direkte kontraktile Aktivitit der glatten Muskelzellen, zum zweiten durch die
andauernde Synthese und den Umbau des die Gefifle umgebenden Bindegewebes (Schwartz et al.,
1995). Im gesunden Blutgefdl3 herrscht eine Balance zwischen diesen aufbauenden und den entgegen
gerichteten proteolytischen Prozessen. Da MMP-19 in den glatten Muskelzellen andauernd vorhanden
ist, liegt es nahe anzunehmen, dass diese Matrixmetalloproteinase eine Funktion in der Aufrecht-
erhaltung dieser Homdostase besitzt: MMP-19 als potentiell Matrix-degradierendes Enzym konnte
nach Aktivierung sehr schnell iiberschiissige Matrixstrukturen abbauen.

Befinden sich die glatten Muskelzellen in der Replikation oder werden sie durch PMA oder bFGF zur
Proliferation angeregt, so erhoht sich der Gehalt an MMP-19 weiter. Dies korreliert mit der

Beobachtung, dass Zellteilung bei glatten Muskelzellen in vivo mit der Migration durch die
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GefaBmatrix einher geht (Schwartz et al., 1995). Diese Wanderungsprozesse wiederum sind abhéngig
vom Vermogen, die umgebende Matrixschicht zu degradieren (Kenagy et al., 1996). Aus diesem
Grunde findet man Proliferation bei glatten Muskelzellen in vivo immer gekoppelt an die Expression
von Proteinasen. Zum Teil scheint die Expression verschiedener Proteinasen, wie die der Gelatinasen
sogar eine Voraussetzung fiir die Teilung der glatten Muskelzellen zu sein (Newby et al., 1994). Die
mechanistische Erklarung hierfiir steht noch aus, es erscheint jedoch nicht unwahrscheinlich, dass die
Proteolyse der umgebenden Matrix inhibierende Matrixmolekiile entfernt oder dass in die Matrix
eingelagerte Wachstumsfaktoren durch den Abbau freigesetzt werden.

Interessanterweise ist der MMP-19-Inhibitor a-Tocopherol und wiederum nicht B-Tocopherol, auch
ein wirksamer Inhibitor der glatten Muskelzellproliferation (Azzi et al., 1997). Auch hier scheint der
Mechanismus Proteinkinase C vermittelt zu sein und geht einher mit einer Inhibition der Adhésion. Es
wird aufschlufireich sein, zu untersuchen, ob o-Tocopherol auch eine Wirkung auf die MMP-19
Expression in glatten Muskelzellen zeigt. Dies erscheint sehr wahrscheinlich und hétte wichtige
Implikationen, wie im folgenden Abschnitt erldutert wird.

Die héufigste Todesursache in zivilisierten Léndern stellt die Arteriosklerose, bzw. ihre Folgen
Herzinfarkt, Schlaganfall und Unterversorgung der Extremitéten, dar (Ye et al, 1998). Die Arterio-
sklerose beginnt mit einer Hyperproliferation der glatten Muskelzellschicht der Arterien. Gleichzeitig
findet eine Einwanderung und Proliferation von Monozyten und Makrophagen statt, die zu
sogenannten Schaumzellen differenzieren (Ross, 1993). Diese Hyperproliferation kann zwei
Konsequenzen haben: Im ersten Fall kommt es zu einer Wucherung des vaskuldren Bindegewebes und
einer daraus resultierenden, lokalen Gefédverengung. Im zweiten Fall geht diese Zellproliferation mit
einer unkontrollierten Proteinaseexpression einher. Dies fiithrt zu instabilen fibrotischen Plaques, die
bei Belastung abreilen und mit dem Blutstrom weiter wandern, bis sie auf kleinere Gefal3e stof3en, die
sie dann verstopfen. Vitamin E- also o-Tocopherol-reiche Didt zeigt eine klare positive Wirkung
beziiglich der Verhinderung von Arteriosklerose (Hoffman und Garewal, 1995). Dies wird zum einen
der antioxidativen Wirkung dieser Substanz zugeschrieben (Olsson und Yuan, 1996). In vielen Fillen
kann dies aber die beobachteten Effekte nicht ausreichend erkldren (Traber und Packer, 1995; Azzi et
al., 1997). Ein moglicher, beziiglich der Arteriosklerose positiver Zusatzeffekt des Vitamin E (o-
Tocopherol) konnte die Inhibition der glatten Muskelzellproliferation darstellen. Diese ist wiederum,
wie oben erwihnt, direkt mit der proteolytischen Kapazitit dieser Zellen verbunden und stellt damit
einen der zur Pathogenese fithrenden Vorgénge bei der Arteriosklerose dar. MMP-19 koénnte in diesem
Vorgang ein wichtiger Mediator sein, dessen Expression, bzw. Hemmung einen direkten Einfluss auf
die patholgogischen Vorgidnge der Arteriosklerose hat. In weiteren Untersuchungen sollte also das
Augenmerk auf die MMP-19 Expression in arteriosklerotischen Plaques gelegt werden. Des weiteren
ist die Wirkung des Vitamin E auf die MMP-19 Expression in glatten Muskelzellen in diesem
Zusammenhang sehr interessant. Es stellt sich die Frage, ob diese Substanz, die ja die MMP-19

Induktion in Monozyten und Makrophagen hemmen kann, auch die sehr starke Expression in glatten
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Muskelzellen inhibiert. Dies erscheint aufgrund der &hnlichen Wirkung von Vitamin E auf
Makrophagen und glatte Muskelzellen (Traber und Packer, 1995) und dem gemeinsamen Einfluf3
beider Zelltypen auf die Pathogenese der Arteriosklerose sehr wahrscheinlich. Hierbei konnte sich

MMP-19 wiederum als interessantes pharmakologisches Ziel herausstellen.

4.3 Zelloberflachenverankerung von MMP-19

Erste Hinweise, dass MMP-19 auf der Oberfliche von menschlichen Blutzellen lokalisiert ist, wurden
durch Dr. Radislav Sedlacek in FACScan Analysen aufgezeigt (Sedlacek et al., 1998). In diesen
frithen Arbeiten wurde jedoch weder der Typ der MMP-19 tragenden Blutzellen bestimmt, noch
wurde der Mechanismus der Oberflichenassoziation analysiert. Diese Fragestellungen wurden in der
hier vorliegenden Arbeit aufgegriffen. Dabei stellte sich entsprechend des auf mRNA-Ebene
aufgezeigten Expressionsmusters heraus, dass Makrophagen und Monozyten die MMP-19 tragenden
Blutzellen darstellen; Lymphozyten sind MMP-19 negativ. Die myeloiden Zelllinien HL-60 und THP-
1 zeigen im FACScan und in Immunprézipitationsanalysen nach Oberfldchenfiarbung entsprechende
Signale, Molt-4 und Jurkat T-Lymphozyten zeigen dies hingegen nicht. Im Blut finden sich direkt
nach der Isolierung keine MMP-19 tragenden Zellen. Nach Kultivierung kommt es in den CD14
positiven Blutzellen zur Induktion der MMP-19 Oberfldchenexpression. Entsprechend tragen auch
humane Peritonealmakrophagen MMP-19 auf ihrer Oberflache.

Die Oberflachenbindung von MMP-19 basiert auf einer nicht kovalenten Wechselwirkung, da MMP-
19 sowohl durch Saurebehandlung direkt von den Zellen eluierbar ist, als auch durch alkalische
Hochsalzextraktion gereinigter Membranfraktionen. Hiermit und durch die gezeigten Experimente mit
Phosphatidylinosit-Phospholipase C kann auch eine potentielle Verankerung iiber Glycosyl-
phophatidylinositol ausgeschlossen werden. MMP-19 stellt also weder ein echtes Transmembran-
protein des Typs I oder II dar, noch ist es liber eine kovalente Bindung an andere Membranproteine
oder Fettsaurereste fest in der Membran verankert. Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei dieser
Oberflachenverankerung um eine in der Natur sehr hdufig vorkommende Art der Interaktion, ndmlich
dem Zusammenspiel verschiedener nicht kovalenter Krifte zwischen Proteinen bestehend aus
ionischen und dipolaren Wechselwirkungen, Wasserstoff-Briickenbindungen und hydrophoben
Kriften.

Welches sind die Makromolekiile, die derartig mit MMP-19 interagieren? Oder anders gesagt: An
welche Oberflaichenmolekiile bindet MMP-19?

In den durchgefiihrten Immunprézipitationsstudien wurden mindestens zwei Proteine isoliert, die
spezifisch mit MMP-19 wechselwirken und die beide auf der Oberfliche der untersuchten THP-1
Monozyten lokalisiert sind. Beide Proteine besitzen ein im Vergleich zu MMP-19 hoheres apparentes
Molekulargewicht zwischen 66 und 80 kDa. Eine direkte Identifikation dieser Proteine iiber /n-Gel-
Verdau und anschlieender massenspektrometrischer Analyse der resultierenden Peptidfragmente

ergab keine eindeutige Aussage. Dafiir gibt es mehrere Erklarungen: Es kann sein, dass die mit MMP-
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19 koprézipitierenden Proteine nicht in den durchsuchten Peptidmassen-Datenbanken verzeichnet
sind, da diese im Augenblick erst aufgebaut werden. Eine zweite, nicht unwahrscheinlichere
Moglichkeit ist, dass die durch die apparative Ausstattung limitierte MeBgenauigkeit nicht fiir eine
Zuordnung ausreichte. Hierfiir spricht, dass selbst die MMP-19 Bande nach dem tryptischen Verdau
zwar den erwarteten Peptidmassen zugeordnet werden konnte, die Streuung und Unsicherheit der
zugrunde liegenden Messwerte aber auch hier sehr grofl war. Das heift, dass auch bei der MMP-19
Bande eine eindeutige Identifizierung iiber bloBen Datenbankvergleich unsicher gewesen wire.
Verstérkt wurde die apparative Limitierung durch das weitere Problem der Analyse von Proteasen im
tryptischen Verdau. Es ist zu erwarten, dass Proteasen wie MMP-19 im Zuge des tryptischen Verdaus
selbst eine, wenn auch nur schwache, proteolytische Aktivitit zeigen und in Folge dessen weitere
Proteinfragmente entstehen, deren Peptidmassen sich von denen eines reinen tryptischen Verdaus
unterscheiden. Dies erschwert die Identifizierung der Proteine sehr stark.

Die Identifizierung der mit MMP-19 kopréazipitierenden Proteine wird in unserer Arbeitsgruppe weiter
verfolgt werden. Dabei sind drei Moglichkeiten vorhanden. Zum einen kénnten die bereits hier durch-
gefiihrten Analysen zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt werden, wenn eine verbesserte apparative
Ausstattung zur Verfiigung steht und die zugrunde liegende experimentelle Technik weiter gereift ist.
Des weiteren sollte eine Kooperation mit Arbeitsgruppen angestrebt werden, die Edman-
Mikrosequenzierung durchfithren und damit in der Lage sind, kleine Proteinmengen zu untersuchen.
Als weitere, aber durchaus nicht am wenigsten erfolgversprechende Methode, kdnnte "Wissen-
basiertes Raten" helfen, die Koprézipitationsbanden bekannten Proteinen zuzuordnen. Das heif3t, dass
es moglich sein konnte, mit Antikdrpern gegen mutmaBliche MMP-19-Interaktionspartner diese
Banden direkt den entsprechenden Proteinen zuzuordnen.

Welche Proteine wéren hier denkbar? Eine Klasse von naheliegenden Kandidaten stellen Mitglieder
der Integrinfamilie dar. Wie in der Einleitung erwéahnt, wurde fiir Gelatinase A (MMP-2) gezeigt, dass
sie iiber das Integrin avPB3 auf der Oberfliche von invasiven Zellen verankert vorliegt (Brooks ef al.,
1996). Das apparente Molekulargewicht aller bekannten Integrinmolekiile liegt jedoch zwischen 90
und 120 kDa (Imhof und Dunon, 1995), das heif3t, das diese Molekiile eigentlich zu grof sind, um den
beobachteten Koprézipitationspartnern zu entsprechen.

Da die Induktion der MMP-19 mRNA in Monozyten an die zelluldre Adhédsion gekoppelt ist, das heift
parallel zur Expressionsinduktion von Oberflichenmolekiilen verlauft, ist es denkbar, dass andere,
nicht der Integrinfamilie zugehorige Oberflichenmolekiile die MMP-19 Bindung vermitteln.
Allerdings liegt das Molekulargewicht auch bei einem Grofiteil dieser Molekiile {iber dem in den
Koprézipitationsstudien detektierten.

Sehr interessante und aufgrund ihres Molekulargewichts auch mogliche potentielle Interaktionspartner
von MMP-19 stellen die Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen dar. Diese Transmembran-
molekiile spielen, wie im ersten Kapitel (Einleitung) dargestellt, eine wichtige Rolle in der

Aktivierung anderer Mitglieder der Matrixmetalloproteinasefamilie. Dies wurde im besonderen fiir die
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Zelloberflachen abhingige Aktivierung von MMP-2 durch MT1-MMP gezeigt (Sato ef al., 1994). Die
detaillierte Untersuchung des hier zugrunde liegenden Mechanismus ist noch im Gange. Es hat sich
aber im Laufe dieser Analysen gezeigt, dass MT1-MMP nicht nur der Aktivator von MMP-2 ist,
sondern auch direkt die Zelloberflichenbindung dieser Gelatinase vermitteln kann (Knduper und
Murphy, 1998). Diese Ergebnisse konkurrieren im Augenblick mit dem oben geschilderten Modell der
Integrin vermittelten Oberflachenbindung von MMP-2. Da es fiir beide Modelle eine Vielzahl guter
experimenteller Belege gibt, wird versucht diese zu vereinigen. Hierfiir gibt es allerdings noch keine
abschlieenden experimentellen Befunde. Betrachtet man die bisherigen Ergebnisse beziiglich der
MTI1-MMP vermittelten Oberflichenbindung der Gelatinase A (MMP-2), so ergibt sich das in
Abbildung 28 dargestellte Bild: MT1-MMP bindet iiber die Hidmopexin-dhnliche Doméne den

Inhibitor TIMP-2 und wird dadurch

Pro leichzeitig inaktiviert. MMP-2 bindet
MMP-2 mmp-2 | & g

T'/MP'Z o o r vermittelt durch die Hémopexin-dhnliche
. znl s |r\z E |f\" Domine an dasselbe TIMP-2-Molekiil und

> > > ist somit Zelloberflichen-assoziiert. Die
Aktivierung der MMP-2 wird durch ein

MT1-MMP . .
zweites, "freies" MTI1-MMP Molekiil vor-

Abbildung 28 MT-1-MMP vermittelte Zellober- ~genommen.  Anschlieiend  kann  die
flichenbindung und Aktivierung der MMP-2 aktivierte MMP-2 freigesetzt werden und
Nach Werb (1997). Erlauterung siehe Text, mdglicherweise an andere Molekiile wie das
Integrin av3 binden.

Ob ein dhnlicher Mechanismus auch fiir MMP-19 bedeutsam ist, ist noch unklar. Es konnte aber
gezeigt werden, dass MMP-19 TIMP-2 binden kann (Pendas et al., 1997). Prinzipiell wire ein solcher
Mechanismus also mdglich. Die in diesem Modell geforderte Beteiligung der Himopexin-dhnlichen
Domiéne fiir die Oberflachenbindung steht ebenso im Einklang mit den experimentellen Befunden: Die
durchgefiihrten Experimente mit rekombinant exprimierten MMP-19 Mutanten ergaben klar die
absolute Notwendigkeit der Haimopexin-dhnlichen Doméne fiir die MMP-19 Zelloberflachenbindung.
Hinzu kommt, dass die bereits diskutierten massenspektrometrischen Analysen eine Zuordnung der
etwa 68 kDa-Bande zu MT1-MMP entsprechenden Peptidfragmenten zumindest nicht ausschlielen.
Die Hypothese einer Beteiligung der Membranstindigen Matrixmetalloproteinasen an der MMP-19-
Oberfldchenverankerung (und Aktivierung) scheint also sinnvoll zu sein und sollte getestet werden,
sobald Antikorper gegen die Mitglieder der Unterfamilie der Membranstdndigen Matrixmetallo-
proteinasen zur Verfiigung stehen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass MMP-19 nach adhésionsabhéingiger Aktivierung
der Genexpression auf der Oberfliche von Monozyten exprimiert wird. Diese Oberflédchenassoziation
wird vermittelt durch nicht kovalente Bindung an andere Zelloberflichenmolekiile, wobei die

Héamopexin-dhnliche Domine absolut notwendig fiir diese Bindung ist, so dass davon ausgegangen
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werden kann, dass die Wechselwirkungen mit den anderen Oberflaichenmolekiilen iiber diese Doméne
stattfinden.

Der biologische Sinn einer solchen Oberflichenassoziation liegt nahe: Im Falle eines MMP-2
dhnlichen Mechanismus wére eine gut kontrollierbare, lokale Aktivierung von MMP-19 méglich. Die
eindeutige Lokalisierung der proteolytischen Aktivitit dieser Enzyme ist sehr wichtig, da sie eine sehr
grofle destruktive Kapazitit besitzen, die nur gezielt an dafiir vorgesehenen Orten eingesetzt werden
sollte. Da MMP-19 adhésionsabhidngig induziert wird, liegt es nahe anzunehmen, dass eine der
Aufgaben dieser Matrixmetalloproteinase in proteolytischen Prozessen wéhrend der zelluldren
Migration zu finden ist. Das bedeutet, dass die enzymatische Aktivitdt auch nur in der direkten
Umgebung der MMP-19-exprimierenden Zelle entfaltet werden sollte. In diesem Zusammenhang ist
auch nochmals die oben geschilderte Hypothese der MMP-19 Oberflichenbindung durch Adhésions-
molekiile von Interesse. Eine solche Wechselwirkung wiirde dazu fiihren, dass sich die proteolytische
Aktivitdt von MMP-19 direkt an der Kontaktstelle der Zellen zur Extrazellularmatrix entfalten wiirde.
Das heiit an den Stellen, an denen fiir eine Durchwanderung auch ein Abbau von Matrixstrukturen
notwendig 1ist. Ein spannendes Experiment hierzu wire die Kompetition der MMP-19
Oberfldchenbindung durch rekombinant exprimierte und aufgereinigte MMP-19 Fragmente, die der
Hémopexin-dhnlichen Doméne entsprechen. Dies konnte aufgrund des Verlusts der vektoriellen
Proteolyse zur Inhibition oder zumindest zur Verzégerung der gerichteten Migration von Monozyten
und Makrophagen durch das Gewebe fithren. Analog dazu konnten bei solchen Versuchen natiirlich
auch in angiogenetischen Modellen interessante Effekte auftreten. Die subzelluldre Lokalisierung von
MMP-19 in Endothel- und glatten Muskelzellen ist allerdings noch nicht endgiiltig geklart, dass heif3t,
es ist nicht klar, ob MMP-19 auch auf der Oberfliache dieser Zellen zu finden ist.

Die hier gezeigte Charakterisierung der MMP-19 Expression und Oberflichenbindung bietet die Basis
fiir weiterfilhrende mechanistische Untersuchungen in geeigneten Modellsystemen. Hierbei bietet sich
im besonderen die Studie der Monozyten und Makrophagen Migration durch kiinstliche und natiirliche
Matrixsubstanzen an. Des weiteren konnte die Rolle von MMP-19 in angiogenetischen Prozessen in
Chorioallantois Modellen untersucht werden. Mit Hilfe dieser Analysen sollte es moglich sein
zumindest einen Teil der biologischen Funktionen von MMP-19 zu bestimmen. Ein pathologischer
Prozess, in dem MMP-19 eine wichtige Rolle spielen konnte und der in den im Augenblick in Arbeit

befindlichen Mausmodellen untersucht werden sollte, ist die Arteriosklerose.
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4.4 Die Wechselwirkung von MMP-19 mit Rapa-14

Wechselwirkungspartner von MMP-19 mit dem "Yeast Two-Hybrid" System zu isolieren, stellt einen
von den bisher diskutierten Untersuchungen vollkommen getrennten genetischen Ansatz dar. Hier
wurden cDNA Bank kodierte Proteine mit MMP-19 in Hefen koexprimiert und ihre Interaktion mit
MMP-19 in der Hefe iiber die Aktivierung vorn Reportergenen bestimmt. (siche Kapitel 3.4.1). Unter
den 1,3x10” untersuchten Hefeklonen fanden sich sieben, die innerhalb des Hefesystems spezifisch mit
MMP-19 interagierten. Vier dieser Klone stellten sich als Hitzeschockproteine heraus. Wie bereits im
Ergebnisteil erwéhnt, gehort diese Molekiilklasse aufgrund ihrer Aufgabe als Chaperonine, das heif3t
als grundsitzlich proteinbindende Proteine, zu den hiufigsten falsch-positiv isolierten Klonen in
diesem System (Golemis et al., 1993). Aus diesem Grunde wurden sie nicht weiter analysiert.

Die verbliebenen drei isolierten cDNA Klone kodierten alle fiir dasselbe Protein, welches aufgrund der
Nummerierung wahrend des Durchmusterns der Hefebank mit Rapa-14 bezeichnet wurde (RasiPartner
Nr. 14). Rapa-14 bindet nicht nur im Hefesystem an MMP-19, sondern koprézipitiert auch in vitro
spezifisch mit dieser Matrixmetalloproteinase. Aus diesem Grunde wurde Rapa-14 weiter untersucht,
indem die vollstindige cDNA isoliert, sequenziert und mit bekannten Proteinstrukturen verglichen
wurde. Dabei stellte sich Rapa-14, bzw. der als vollstindiger Klon ausgewéhlte Vertreter Rapa-14(33),
als bisher unbekanntes Protein dar, welches nur minimale Ahnlichkeiten mit bekannten Polypeptiden
aufweist. Die zugrunde liegende cDNA zeigt keinerlei relevante Ahnlichkeiten mit in den in GenBank
und der EMBL-Datenbank niedergelegten DNA-Sequenzen. Der Vergleich mit der EST-Datenbank
des "National Centers for Biological Information", in der der transkribierte Teil des Genoms, dass
heilt cDNA-Sequenzfragmente verzeichnet sind, ergab nur zehn Treffer. Dies ist sehr wenig, da die
Datenbank mittlerweile den GroBteil des exprimierten Genoms abdeckt (Patterson und Handel, 1998).
Hoher exprimierte und damit hdufiger isolierte cDNA Sequenzen finden sich zwischen 100 und 1000
Mal in dieser Datenbank. Die Rapa-14-EST-Fragmente wurden viermal aus Gehirn, dreimal aus B-
Zellen, zweimal aus Dickdarm, und einmal aus Eierstocken gewonnen. Aus dieser geringen Anzahl
1Bt sich sicherlich kein Expressionsmuster von Rapa-14 ableiten, es spricht jedoch fiir eine
grundsitzlich relativ niedrige, bzw. auf wenige Gewebetypen beschriankte Expression von Rapa-14.
Das 968 Aminosduren umfassende, aus der cDNA Sequenz abgeleitete Protein Rapa-14 besitzt ein
errechnetes Molekulargewicht von 107,7 kDa. Wie ausfiihrlich in Kapitel 3.8 dargestellt, sind alle zu
bekannten Proteinen #dhnliche Bereiche auf kurze Sequenzabschnitte beschrinkt. Und auch diese
Ahnlichkeiten sind nur sehr gering. Es ist also schwierig, daraus Vorhersagen iiber die biologische
Funktion von Rapa-14 abzuleiten. Entsprechend ist es auch nahezu unmdglich, abschlieBend die
biologische Relevanz der Wechselwirkung von Rapa-14 mit MMP-19 abschlieBend zu beurteilen.
Trotz dieser Einschrinkung soll hier versucht werden, alle Hinweise auf die potentielle biologische

Rolle von Rapa-14 zu diskutieren.
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Rapa-14 besitzt mehrere sehr auffillige Sequenzabschnitte: Zum einen sind das die beiden Zinkfinger
des C,H,-Typs an den Aminosdurepositionen um 360, bzw. um 860. Dieses Strukturmotiv wurde
erstmals in Transkriptionsfaktoren verschiedener Spezies gefunden. Ein gutes Beispiel hierfiir ist das
Protein Ikaros, welches eine zentrale Rolle in der Lymphozytenentwicklung inne hat (Georgopoulos ef
al., 1997). Es besitzt je nach Spleissvariante bis zu sechs Zinkfinger dieses Typs. Vier davon binden
DNA, indem sich die alpha Helices der Finger in die grofle Rinne der DNA-Doppelhelix einlagern.
Die beiden C-terminalen Finger, die in jeder Spleilvariante konserviert sind, dienen der Protein-
Protein-Interaktion. Dabei vermitteln sie zum einen Ikaros Homodimerisierung, als auch
Wechselwirkung mit dem Protein Aiolos (Sun ef al., 1996; Morgan et al., 1997). Dieses Beispiel zeigt
die beiden bekannten Funktionen von Zinkfingern des C,H,-Typs auf: Sie vermitteln DNA-Bindung
und Protein-Protein-Interaktionen. Die Protein-Protein-Interaktionen beziehen sich meist auf eine
Wechselwirkung zwischen Zinkfingern, wobei hier auch die Wechselwirkung mit Zinkfingern anderer
Klassen wie z.B. des C,C,-Typs moglich ist (Klug und Rhodes, 1987).

Es ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich auszusagen, welche Funktion die beiden Finger in Rapa-
14 vermitteln. Es fallt jedoch auf, dass der Abstand von etwa 500 Aminosduren zwischen den beiden
Fingern in keinem der bisher untersuchten DNA-bindenden Protein gefunden wurde. Dazu muf}
erwahnt werden, dass die DNA- und auch RNA-Bindung durch Zinkfinger immer mehrere
benachbarte Finger umfaf3t. Protein-Protein-Wechselwirkung kann hingegen auch durch einzelne
Zinkfinger vermittelt werden (Mackay und Crossley, 1998). Der groBe Abstand zwischen den beiden
Fingerstrukturen macht eine gemeinsame Bindung von DNA eher unwahrscheinlich, was als Hinweis
auf eine Funktion der Finger bei Protein-Protein-Interaktionen gewertet werden kann. Hinzu kommt,
dass nahezu alle nukleédren, der DNA-Bindung dienenden Zinkfingerproteine eine groe Anzahl an
Fingern besitzen, cytoplasmatische und extrazelluldre Proteine jedoch meist nur einen oder zwei.
Derartige Zinkfinger dienen meist der Bindung anderer Proteine (Mackay und Crossley, 1998).

Ein weiteres auffilliges und Rapa-14 auszeichnendes Sequenzmotiv ist der saure Abschnitt im C-
terminalen Teil des Proteins. Ahnliche Abschnitte werden, wie in Kapitel 3.8.2 dargestellt,
hauptséchlich in kalziumbindenen Proteinen gefunden. Sie dienen hier der niedrigaffinen Kalzium-
bindung oder wiederum der oftmals Kalzium-vermittelten Wechselwirkung mit anderen Proteinen,
wie zum Beispiel mit Komponenten des Zytoskeletts (siche Zitate in Kapitel 3.8.2).

Der letzte Sequenzabschnitt der beziiglich einer Funktionszuweisung zum jetzigen Zeitpunkt
interessant erscheint und hier diskutiert wird, ist der Prolin- und Glutamin-reiche ungeladene N-
Terminus. Die aufgefundene Ahnlichkeit dieses Abschnitts zu Sequenzbereichen von Proteinen wie
zum Beispiel Involucin oder Hordein bringen Rapa-14 in Verbindung mit Struktur- und Hiillproteinen.
Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass Rapa-14 Motive besitzt, die eine Funktion als
Strukturprotein nahelegen: So gibt es Sequenzen, die der direkten und auch der Kalzium-vermittelten
Protein-Protein-Interaktion dienen kdnnten und Sequenzen, die selbst sehr hiufig in Struktur-

bildenden Proteinen vorkommen.
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Die Rapa-14-Bindung an MMP-19 kann iiber die gefundenen Ahnlichkeiten nicht bewertet werden
und alle Aussagen hierzu, wie zum Beispiel {iber eine Zink- oder Kalzium-vermittelte Protein-Protein-
Interaktion sind zum jetzigen Zeitpunkt vollig spekulativ, so dass eine Beurteilung dieser Wechsel-
wirkung hier nicht vorgenommen wird. Im Augenblick werden Antikorper gegen Rapa-14 erstellt, die
weitere Experimente erlauben. Die dann moglichen Analysen sollten in relativ kurzer Zeit die
Beurteilung der Relevanz der MMP-19-Rapa-14 Interaktion zulassen. Sie werden in jedem Fall erste
Ergebnisse liefern, wie das aufgrund der ungewdhnlichen Sequenz interessante Protein Rapa-14 in das

zelluldre Geschehen einzuordnen ist.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegende Arbeit wurden Analysen zur biologischen Funktion der humanen Matrixmetallo-
proteinase MMP-19 beschrieben. Diese Proteinase wurde im Vorfeld als das mit Rheumatoider
Arthritis assoziierte Autoantigen RASI-1 aus der Synovialmembran einer RA-Patientin isoliert.

Das Ziel dieser Arbeit war es, MMP-19 in die Proteinfamilie der Matrixine (= Matrixmetallo-
proteinasen) einzuordnen. Hieraus sollte abgeleitet werden, in welchem Kontext MMP-19 Aktivitdt
zeigt und welchen Platz dieses Enzym im komplexen Wechselspiel der extrazellulédren Proteinasen
einnimmt. Des weiteren sollten MMP-19 tragende Zellen identifiziert werden um mechanistische
Studien mit diesen Zellen als Modellsysteme durchzufiihren und um Ideen iiber den Wirkungsort von

MMP-19 zu erhalten.

Im Einzelnen wurden dabei folgende Ergebnisse erzielt:

Trotz der geringen Ahnlichkeit zu anderen Familienmitgliedern kann MMP-19 eindeutig der Matrixin-
familie zugeordnet werden: die fiir diese Proteinfamilie charakteristische Doménenstruktur ist bei
MMP-19 eindeutig erkennbar. Alle grundlegenden die Familie definierenden Motive wie z.B. das
aktive Zentrum sind vorhanden. MMP-19 ist phylogenetisch als "Frithform" der Matrixmetallo-
proteinasen zu betrachten. Sie hat sich als erstes Familienmitglied von der Entwicklung der anderen
bekannten Matrixmetalloproteinasen abgespalten. Sie kann keiner der bisher bekannten Unterfamilien,
wie den Gelatinasen, Stromelysinen, Kollagenasen oder den Membranstindigen Matrixmetallo-
proteinasen, zugeordnet werden und muss somit als erster Vertreter einer neuen Unterfamilie
betrachtet werden. Die Differenz zu den anderen Matrixmetalloproteinasen ist beziiglich der
Dominen, die als determinierend filir Substrataffinitdt und Protein-Protein-Wechselwirkung betrachtet
werden, so groB, dass die von MMP-19 erkannten Substrate sich sehr wahrscheinlich von denen der
anderen Matrixmetalloproteinasen unterscheiden. Innerhalb der Familie der Matrixmetalloproteinasen
nimmt MMP-19 damit eine Sonderrolle ein.

Bei der Analyse der MMP-19 exprimierenden Zelltypen haben sich zum einen myeloide Zellen, zum
anderen Blutgeféfzellen als interessant erwiesen:

MMP-19 wird im Verlauf der myeloiden Differenzierung vom Promyelocyten zum Makrophagen
hochreguliert. Induziert wird dieses durch die mit der Differenzierung einhergehende Zunahme der
zelluldren Adhésion. Dieser Induktionsmechanismus hat wichtige Implikationen fiir die mogliche
Rolle von MMP-19 bei der Migration von Makrophagen durch das Gewebe und bei arterio-
sklerotischen GefaBverdnderungen. In diesem Zusammenhang fallt auch die in dieser Arbeit gezeigte
sehr starke Expression von MMP-19 in Zellen der glatten GefaBmuskulatur auf. Grundsétzlich ist eine
verdnderte zellulire Adhdsion mit einhergehender Verdnderung der Genexpression als wichtiger

pathologischer Faktor bei der Arteriosklerose zu betrachten.
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Sehr interessant stellt sich die regulierte Expression von MMP-19 in mikrovaskuldren Endothelzellen
dar. Im Gegensatz zu den makrovaskuldren Endothelzellen adulter Gefdfle, die negativ fiir MMP-19
sind, zeigen diese Zellen der neu entstehenden GefdBle eine klare und durch proangiogenetische
Stimuli sogar nochmals erhohte MMP-19 Expression. Dies spricht fiir einen wichtige Rolle von MMP-

19 in frithen angiogenetischen Prozessen.

Es wurde weiterhin gezeigt, dass das Protein MMP-19 nicht kovalent auf der Oberfliche von
myeloiden Zellen verankert vorliegt. Es interagiert hier mit mindestens zwei weiteren
Oberflachenproteinen, die mit MMP-19 koprézipitieren. Diese Bindung, die durch Hochsalz gelost
werden kann, wird durch die C-terminale Himopexin-dhnliche Doméne vermittelt: Deletion dieser
Doméne bei MMP-19 fiihrt zu einem Verlust der Oberfldchenbindung.

Parallel zu den erwihnten Koprézipitationsexperimenten wurde die Wechselwirkung von MMP-19 mit
anderen Proteinen im Yeast Two-Hybrid System analysiert. Hier wurde eine Interaktion von MMP-19
mit dem bislang unbekannten Protein Rapa-14 gezeigt. Dieses Protein mit dem abgeleiteten
Molekulargewicht von ca. 110 kDa zeigt keine signifikante Ahnlichkeit zu bisher identifizierten
Proteinen. Es besitzt Abwandlungen mehrerer bekannter Motive und Doménen, die es als mdgliches
Strukturprotein erscheinen lassen. Die Bindung von Rapa-14 an MMP-19 konnte durch
Immunprézipitationen in vitro auch ausserhalb des Yeast Two-Hybrid Systems gezeigt werden. Damit

wurden die Grundlagen fiir die Analyse der in vivo Relevanz dieser Wechselwirkung gelegt.
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7 Anhang

7.1 Die volistindige Rapa-14-33 Sequenz

Im folgenen dargestellt ist die cDNA Sequenz des Klones Rapa-14-33. Weiterhin die Ubersetzung des
offenen Leserasters in die entsprechende Aminosduresequenz. In Kapitel 3.8.2 diskutierte und in der

schematischen Abbildung 25 (Seite 74) hervorgehobe Strukturmotive, sind hier ebenfalls markiert.

GG CAC GAG GGG ACT CTG CTC GCC CCC CAT CTC ACC CCC CAA GCG GAT ACT GGT CTT CTC 59

éTC GGA TTG CéC ATG CAC TTé TTG CAG AAA éAG CCA AGG CéC TGG CTG TGé AGA ATG CTG 119
AAG GAA GAA GAC GCA GAA GCA GGA CGA CcCC fGA AAG ATT CAG CCT CTT CA& CCT CAA ACA 179
éGT CGC TTC TéG GGA GTT CT% GGT GTT GGA ATA TTT TAC AéC AAA GCA GTé GAC CAG GCC 239
fCC TCT TCC CAC CTG TCC AGé AGC ATG AAA éCA GCA TGA TfG GCC GAC CGé AGG AGA AGC 299
éCC CAG AAC CAG GCC ccc AAé TCA GCC ATC fGC GGA GGT CAA GGT GTG AGé GAC GTC TCC 359
fCA CCA CAG TéC TGT GTG GTé TAT ACC TCA éCC AGG GAG AéG ATG TGA AAé CCC CCG ccc 419
fGC ACA TGA GfG GTA CAG GCé AAC AGG AAC ACC TGG CTC CAG CCA CGT TCA CAG ACA TGT 479
éAG CCG TGG AéT AGT GCT GAé ACT TTT CTC fCA GCT TCT CAG GGT TTC AG& CCT TTT GGG 539
fTT GGT TTA TfT ACC TTT TT% ATG GTT TTG fGG CTG GAC GfT CAC AAC CAA GGC AGA CAG 599
éAT GGG TGA CéA GCA ACT GTA CAA GAC CAA éCA TGT GGC CéA TGG TAG TGA GAA CCT TTT 659
éTA CCA ACA GéC ACC ACT TGG.CGT CCA CAG éGG GCT GAG CéC ACT GAT GGC TAC CAA TAC 719
ACC TAC TCC CAG GCC AGC GAG.ATC CGG ACC éAG AAG CTT AéC AGC GGT GTC TTA CAC AAG 779
éTG GAC TCT ch ACC CAG GTG.TTT GCC AAC éAA AAC CTG CéA ATT CAG GTC AAC AAT ATG 839

M 1
éCC CAG GTG CfG CAC ACT CAé TCA GCA GTG ATG GAT GGA GéC CCT GAC AG% GCT CTC CGC 899
A Q \Y% L H T Q S A \Y% M D G A P D S A L R 21
éAG CTG CTG TéT CAG AAG CCé ATG GAG CcCC éCA GCA CCG GéT ATC CCT TCé CGC TAC CAG 959
Q L L S Q K P M E P P A P A I P S R Y Q 41

CAG GTG CCC CAG CAG CCT CAC CCT GGT TTC ACT GGT GGG CTG TCC AAA CCA GCT CTT CAG 1019
GTC GGG CAG CAC CCT ACC CAA GGG CAC CTG TAT TAT GAC TAC CAG CAG CCT CTG GCT CAG 1079
GTG CCA GTG CAG GGA GGA CAG CCA CTG CAG GCC CCA CAG ATG CTG TCA CAG CAC ATG CAA 1139

v P v Q G G Q P L Q A P Q M L S Q H M Q 101

CAG ATG CAG CAG CAC CAG TAT TAC CCA CCG CAG CAA CAG CAG CAA GCC GGG CAA CAG CGT 1199
Q M Q Q H Q Y Y P P Q Q Q Q Q A G Q Q R 121

ATC TCC ATG CAA GAA ATA CAG ACG CAG CCG CAA CAA ATT CGC CCA TCA CAG CCA CAG cCcCG 1259
I S M Q E I Q T Q P Q Q I R P S Q P Q P 141

CCG CCA CAG CAG CAG CAG CCG CAG CAG CTA CAG CTG CAG CAG CGG CAG GGT TCA ATG CAG 1319
p P 0Q ©Q 0 © P 9 o L ©© L © O R QO G S M Q 161

ATA CCT CAG TAT TAT CAG CCC CAA CCC ATG ATG CAG CAC TTG CAA GAG CAG CAG CAG CAA 1379
I P Q Y Y Q P Q P M M Q H L Q E Q Q Q Q 181

CAG ATG CAC CTG CAG CCT CCT TCT TAT CAC AGG GAC CCT CAC CAG TAT ACC CCA GAG CAG 1439
Q M H L Q P P S Y H R D P H Q Y T P E Q 201
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