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1. Einleitung
1.1. Leberzirrhose und -fibrose

Die Leberzirrhose ist der Endzustand verschiedener Lebererkrankungen, bei denen die
kontinuierliche Leberzellschadigung Uber viele Jahre einen knotigen Umbau des
gesamten  Leberparenchyms mit  Ausbildung von  Regeneratknoten und
Bindegewebssepten sowie  Entwicklung von GefaBverbindungen im  Sinne
intrahepatischer und extrahepatischer portokavaler Shunts bewirkt, durch den die
normale Architektur und Zirkulation der Leberldppchen zerstért wird. Dies fihrt zum
Ausfall der normalen Synthese-, Exkretions-, Biotransformationsfunktion der Leber. In
Europa und USA sind 40-60% der Leberzirrhosen auf Alkoholabusus und ca. 30% auf
chronische Virushepatitiden zurlckzufihren, seltenere Ursachen stellen Erkrankungen
wie Autoimmunhepatitiden, die primér biliare Zirrhose oder primér sklerosierende
Cholangitis und metabolisch-heriditdre Erkrankungen wie die Hamochromatose dar (1).

Der geschatzte volkswirtschaftliche Schaden, vor allem durch Arbeitsunfahigkeit,
Arbeitsausfall, vorgezogene Berentung und hohe stationare Kosten im Endstadium der
Erkrankung, beléuft sich auf rund 4 Milliarden Euro pro Jahr. Dem volkswirtschaftlichen
Schaden steht ein relativ geringer Aufwand fir Medikamente gegentber. Mit 0,2% des
Medikamenten-Budgets sind die chronischen Lebererkrankungen, z.B. verglichen mit
den Herz-Kreislauf-Erkrankungen, deutlich unterreprasentiert. Ein entscheidender
Grund dafur ist, dass bislang keine effektive antifibrotische Therapie vorhanden ist (2).
Eine Ursache fir die geringe Effektivitat der bisherigen Therapie ist vor allem die bis vor
kurzem unzureichende Kenntnis Uber die molekularen Mechanismen der

Organfibrosierung.

Der Leberzirrhose geht die Leberfibrose, per definitionem eine quantitative Vermehrung
der extrazellularen Matrix (EZM) ohne endgiiltige Zerstérung der Leberarchitektur,
voraus. Bei der Fibrosierung der Leber spielen die vermehrte Synthese und Ablagerung
von Bindegewebe kombiniert mit einem verminderten Abbau die entscheidende Rolle
(3, 4).



Abbildung 1: Entwicklung der Leberfibrose. (A) Normale sinusoidale Architektur mit
einer hepatischen Sternzelle HSZ (blau) mit perinukledren Vitamin-A-Tropfen. Die EZM
ist nur niedrig dicht und daher nicht hervorgehoben. (B) Bei einer Leberschadigung
kommt es zur Vermehrung der HSZ, einer Akkumulation von dichter EZM (gelb), einem
Verlust von Mikrovilli der Hepatozyten (weiB) und einem Verschluss der endothelialen
Fenestrae. Aus (5).

Aktivierte hepatische Stammzellen (HSZ), die sich im Disse’schen Raum der Leber
befinden, sind neben portalen Myofibroblasten, die wegen ihrer Ahnlichkeit zu den HSZ
im Folgenden unter diesen subsumiert werden sollen, die wesentliche Quelle der
fibrotischen EZM (6). Nach akutem oder chronischem Leberschaden durchlaufen die
HSZ einen Aktivierungsprozess hin zu einem Phanotyp, der durch eine gesteigerte
Proliferation, Beweglichkeit, Kontraktilitdt und Synthese von Bestandteilen der EZM
gekennzeichnet ist. Dieser Aktivierungsprozess wird durch eine Vielzahl
proinflammatorischer, proliferationsférdender und fibrogener Zytokine initilert und
aufrechterhalten (7). Durch die netzartige Anhaufung von Proteinen der EZM, vor allem
von Kollagen Typ | (KI) und Kollagen Typ Ill im Leberparenchym wird die normale
Architektur zerstért. Als Konsequenz kommt es zur verringerten hepatozellularen
Funktion und zu erhéhtem intrahepatischen Blutflusswiderstand, welche zur
hepatischen Insuffizienz und portalen Hypertension fihren kann (4).

1.2.  Extrazellulare Matrix (EZM)

Unter der EZM versteht man vereinfacht alle Strukturen, die den Raum zwischen den
Zellen der verschiedenen Gewebe ausflillen. Da tierische Zellen keine Zellwand

besitzen, bilden sie, um den Zusammenhalt der Zellen im Gewebe zu verstarken, um



die Zellen herum ein komplexes Netzwerk aus Proteinen und Kohlehydraten, die EZM.
Das geht weit Uber mechanische Funktionen, wie den Schutz und Einbettung der
Organe, Bildung eines Gerists fir Adhasion und Migration oder Ausbildung von
Gleitlagern in den Gelenken, hinaus. Die EZM nimmt einen groBen Einfluss auf die
Modulation der umgebenden Organe, deren Homd&ostase und Ubernimmt regulative
Aufgaben bei der Embryogenese, der Zellproliferation, -migration und -differenzierung,

bei der fibrogenen Aktivierung und Deaktivierung und innerhalb des Immunsystems (8).

Die EZM zeigt eine typische Zusammensetzung in erster Linie aus Kollagenen,
nichtkollagenen Glykoproteinen und Proteoglykanen. Die in der Leber vorkommenden
EZM-Molekile sind in Abbildung 2 zusammengefasst.
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Abbildung 2: Komponenten der EZM der Leber und ihre Gruppenzuordnung. BM -
Basalmembran, CTGF - Bindegebswachstumsfaktor, FGF - Fibroblasten-
Wachstumsfaktor, GAGs - Glukosaminoglykane, GM-CSF - Granulozyten-
Makrophagen-Wachstumsfaktor, HGF - menschlicher Wachstumsfaktor, IFN -
Interferon, IL - Interleukin, KGF - Keratinozyten-Wachstumsfaktor, OSM - Oncostatin M,
PAlI - Plasminogenaktivator-Inhibitor, PDGF - aus Thrombozyten stammender
Wachstumsfaktor, S - Sulfat, SPARC - sezerniertes, Cystein-reiches saures Protein,
TGF - transformierender Wachstumsfaktor, TIMP - gewebespezifischer Inhibitor von
Metalloproteinasen, TSP - Thrombospondin, Upa - Plasminogenaktivator vom
Urokinasetyp, VEGF - Wachstumsfaktor fir vaskulare Endothelien. Modifiziert nach (8).
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Quantitativ machen Kollagene den gréBten Anteil der EZM-Molekile aus und sind auch
die am haufigsten vorkommenden Proteine bei Saugetieren, wo sie etwa ein Viertel des
Gesamtproteinhaushalts darstellen (9). Die 20 bisher bekannten Kollagene, von denen
10 in der Leber vorkommen, kdénnen zwei Hauptklassen zugeordnet werden: den
fibrillenbildenden Kollagenen mit der "klassischen" so genannten Kollagenstruktur einer
durchgehenden Tripelhelix oder den sehr heterogenen, nichtfibrillaren Kollagenen mit
verschiedenen nichtkollagenen Domanen, die die Tripelhelixstruktur nur in bestimmten
Molekilanteilen aufweisen (8-10). Entscheidend fur die tripelhelikale Struktur ist dabei
die kollagene Sequenz Glycin-X-Y, wobei letztere beide Aminosauren haufig durch
Prolin und Hydroxyprolin besetzt werden. Es ist Ublich, diese Sequenzen im
Einbuchstabencode fir die Aminosaurereste darzustellen. Bei ,n’ Wiederholungen der
0.9. Sequenzen waren diese z.B. als (GPO), oder (GPP), bezeichnet. Die groBen
Pyrrolidinringe der Prolin- und Hydroxyprolinreste behindern sich sterisch gegenseitig.
So gestatten sie den Peptidketten eine nur geringe Drehung in sich und stabilisieren
dadurch die aus drei Ketten entstehende Tripelhelix. Pradestinierend fur die Entstehung
der Tripelhelix ist Glycin, das an Stelle einer raumgreifenden Seitenkette nur einen
einzelnen Wasserstoffrest enthalt und so optimal in das enge Innere einer Tripelhelix
passt. Der elektronegative Sauerstoff der Prolinreste sowie die Hydroxylgruppe der
Hydroxyprolinreste beglnstigen die Ausbildung intramolekularer Wasserstoff-
Bruckenbindungen, welche die drei Polypetidketten miteinander verknlUpfen. Lysin- und
Hydroxylysinreste tragen zur Bildung kovalenter Bindungen innerhalb und zwischen den
Tropokollagen-Molekilen bei und sind damit fir die Zugfestigkeit des Kollagens
entscheidend (11)

Neben den Kollagenen enthélt die EZM auch Proteoglykane, bestehend aus einem
Glykoprotein, dem so genannten Core Protein, mit Glykosaminoglykanseitenketten
sowie Glykoproteine, EiweiBe, die einen Kohlenhydratanteil von mehr als 5% kovalent
gebunden halten. Vertreter dieser Gruppe sind z.B. Vitronektin, Tenaszin, Fibronektin
und Laminin. In einer erweiterten Definition der EZM, die den vielfaltigen Funktion der
EZM verstarkt Rechnung tragt, werden auch matrixassoziierte Molekile erfasst: Sie
bildet einen Speicher flr Molekiile, die spezifisch von der EZM gebunden werden, wie
bestimmte Zytokine wie z.B. Oncostatin M (12). Dieses wird auch als Crinopexy
bezeichnet (13).
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Die EZM unterliegt einem sténdigen, kontrollierten Abbau, Umbau und Aufbau. Man
spricht hier geradezu von einem Tissue Remodelling. Der Abbau von Komponenten der
EZM ist fUr biologische Prozesse, wie die des Wachstums, der Embryogenese oder der
Wundheilung notwendig. Unter physiologischen Bedingungen ist der Abbau der EZM
zeitlich und raumlich begrenzt und wird von endogenen Inhibitoren kontrolliert. In vielen
pathologischen Situationen bedingt massiver EZM-Abbau durch Proteinasen
Gewebszerstérung. So ist z.B. die Gelenkzerstérung in rheumatoider Arthritis vor allem
durch die erhdhte Proteinaseaktivitat bedingt, welche nicht durch endogene Inhibitoren
in Schach gehalten wird (14).

Proteolytische Enzyme sind entweder Exopeptidasen, die eine oder mehrere
Aminosauren vom Amino- oder Carboxyterminus des Proteins abspalten oder
Endoproteinasen, die innerhalb der Peptidkette angreifen (15). Bisher gibt es wenig
Hinweise fir eine Rolle der Exopeptidasen in der EZM-Degradation (14). Die
Endoproteinasen werden nach ihrem Kkatalytischen Mechanismus in vier Klassen
eingeteilt, in die Aspartat-, Cystein-, Serin- und Metalloproteinasen; die weitere
Einteilung erfolgt nach charakteristischen Aminosaurensequenzen oder auch Motiven,
welche im katalytischen Zentrum integriert sind. Vertreter aus jeder dieser vier Gruppen
sind bekannt dafir, EZM-Makromolekile abzubauen, wobei jedoch die
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) die wichtigsten Prozesse vermitteln, die zum Abbau
und Umbau der EZM fihren (8, 16).

1.3. Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
1.3.1. Nomenklatur

Die MMPs bilden eine Familie von bisher mindestens 25 bekannten Proteasen.
Urspriinglich wurden die einzelnen Mitglieder nach dem Hauptsubstrat benannt und in
verschiedene Gruppen unterteilt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Gruppenzuordnung und Substratspezifitit von MMPs. Agg - Aggrecan;
Ela - Elastin; Gel - Gelatine; Fib - Fbrin; Fn - Fibronektin; Koll - Kollagen, Typ; Lam -
Laminin, PG - Proteoglykane; Ame - Amelogenin; *Substrate nicht beschrieben. (nach

(17,18)

Gruppe

Bezeichnung

Agg

Ela

Gel

Koll

Lam

MMP

And.

Kollagenasen

MMP-1
Kollagenase 1

-1, VI,
VI, X

2,9

MMP-8
Kollagenase 2

-1, vV, VI,
VI, X

MMP-13
Kollagenase 3

-1V

Gelatinasen

MMP-2
Gelatinase A

-V, VII, X,
Xl

9,13

MMP-9
Gelatinase B

IV, V, VII, X,
X1V

Stromelysine

MMP-3
Stromelysin 1

[, NI, 1V, IX-
Xl

7,8,13

PG

MMP-10
Stromelysin 2

n-v

1,8

MMP-11
Stromelysin 3

MMP-12
Elastase

Membrane-type
(MT)-MMPs

MMP-14
MT1-MMP

MMP-15
MT2-MMP

MMP-16
MT3-MMP

MMP-17
MT4-MMP

Fib

MMP-24*
MT5-MMP

MMP-25*
MT6-MMP

Matrilysine

MMP-7
Matrilysin

2,9

MMP-26
Matrilysin
Endometase

Ungruppiert

MMP-19
RASI-1

MMP-20
Enamelysin

Ame

MMP-23*
CA-MMP

MMP-28*
Epilysin
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Im Unterschied zur Gruppe der ,echten” Kollagenasen, die natives Kollagen spalten,
degradieren die Gelatinasen denaturiertes Kollagen, die Gelatine. Zu den Substraten
der Stromelysine gehdéren nicht-kollagene Matrixproteine und Proteoglykane. Bei einer
vierten Gruppe der MT-MMPs sind nicht bevorzugte Substrate, sondern ihre
Membranbindung entscheidend fir die Zuordnung. Inzwischen ist bekannt, dass die
meisten der Enzyme an verschiedenste Substrate binden, inklusive an die inaktiven
Proformen anderer Mitglieder der Familie und dass die Substratspezifitidten tberlappen
kénnen. In der neueren Nomenklatur wurde daher versucht, mit der Verbindung
zwischen Name und Funktion zu brechen, indem allen MMPs fortlaufende Nummern
gegeben wurden, so z.B. MMP-2 fir Gelatinase A. Es gibt jedoch Licken und
Uberschneidungen, z.B. sind MMP-4 und -6 noch nicht beschrieben und MMP-5 ist
identisch mit MMP-2 (19).

1.3.2. Domanenstruktur und -funktion

Komplexe Moleklile wie MMPs werden in Untereinheiten gegliedert. Unter einer
Domane versteht man dann eine funktionell und strukturell autonome Region innerhalb
eines Proteinmolekils, die wiederum aus Modulen zusammengesetzt sein kénnen (20,
21). Module sind kleiner als Domé&nen, bestehen meist aus 40-100 Aminosaureresten
und werden durch eine oder mehrere Disulfidbricken stabilisiert. Die Abbildung 3

illustriert die Doméanenstruktur von Kollagenasen, Gelatinasen und MT-MMPs.
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Abbildung 3: Domanenstruktur verschiedener MMPs. (A) Strukturell gemeinsam sind
den Kollagenasen, Gelatinasen und MT-MMPs das Propeptid (gelb) mit seinem
charakteristischen Cystein-Motiv (schwarze Linien), die katalytische Domé&ne mit dem
katalytischen Zinkion (Zn) und die Hamopexindomane (griine Propellerfligel), welche
mit der katalytischen Domane Uber die Briickenregion (schwarz) verbunden ist. Die
Gelatinasen haben auBerdem noch zusatzlich eine Fibronektindomane (hellblau),
welche in der katalytischen Domane inseriert ist. Kollagenasen und Gelatinasen sind
sezernierte MMPs im Gegensatz zu den membranstandigen MT-MMPs, welche Uber
ein transmembrandres Segment (dunkelblau) in der Zellmembran verankert sind. Nach
(17, 18, 22-24). (B) Schleifen stellen helikale Strukturen und gerade Abschnitte
Faltblattstrukturen dar. Eine Seitenkette der Prodomane inseriert in eine Tasche des
dritten Fibronektin-Moduls COL-3. Nach (25).

Das aminoterminale Propeptid erhalt die Enzymlatenz aufrecht und wird zur Aktivierung
des Enzyms in der Regel abgespalten (26). Die katalytische Doméane enthalt das aktive
Zentrum, welche das Substrat spaltet. Eine charakteristische Aminosauresequenz
bindet Uber die darin liegenden Histidinreste das katalytische Zinkion, stellt also ein
Zinkbindungsmotiv dar. Die Substratbindungsstelle der katalytischen Doméane der
Gelatinasen ist mit ca. 5 A zu eng fur ein tripelhelikales Kollagenmolekll mit einem
ungefédhren Durchmesser von 15 A. AuBerhalb des katalytischen Zentrums gibt es
weitere kollagenbindende Doméanen, die Hadmopexin- und Fibronektindoméane, die man
dann als Exosites bezeichnet. Sie modulieren und erweitern das substratspezifische

Profil der MMPs, indem sie zusatzliche Kontaktstellen bilden (27).
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Die carboxyterminale Hadmopexindoméane der Kollagenasen ist verantwortlich fir die
Bindung von Kollagen und der gewebespezifischen Inhibitoren der MMPs (TIMPs;
Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinase). Bei den Gelatinasen hingegen ist die
Hamopexindomane nicht flr die Kollagenbindung verantwortlich, sie bindet die TIMPs,
Heparin und Fibronektin (28). Sie ist mit der katalytischen Domaéane (ber eine
Brickensequenz oder Hinge Region verbunden, die wichtig ist im Zusammenspiel mit
der Hamopexindomane (26, 29). Die Hinge-Doméane nimmt eine tripelhelikale Struktur
an und bildet den so genannten Prolin-Zipper, welcher mit der Kollagen-Tripelhelix
interagiert und diese so weit aufweicht, dass sie flir die katalytische Doméane zugéanglich
wird (30-32).

Die Gelatinasen haben in der katalytischen Doméane eine Fibronektindoméane, die aus
den drei Cystein-reichen, sich wiederholenden Modulen COL-1, COL-2 und COL-3
besteht. Diese Strukturen &hneln den kollagenbindenden Typ [I-Wiederholungen von
Fibronektin und kénnen gleichzeitig mehrere Kollagenmolekile bzw. Abschnitte eines
Molekils binden. Auch die isolierte Prodoméne bindet an COL-3, hat aber eine
geringere Bindungsaffinitadt wie wenn im vollstandigen Molekll vorliegend. Das ist ein
wichtiger Hinweis darauf, dass die Tertiarstruktur eine wesentliche Rolle fir das
Bindungsverhalten spielt (31-33).

1.3.3. Regulation der Expression

Die Regulation der MMP-Aktivitat wird streng kontrolliert. Es sind vier Ebenen bekannt
(18). Die erste Kontrollebene ist die Transkription, die unter dem Einfluss bestimmter
Zytokine steht (26). Die meisten MMPs werden in normalen adulten Geweben nur
gering exprimiert, aber z.B. wahrend der Embryogenese oder bei Umbauvorgangen im
Rahmen von Entzindung, Wundheilung, Fibrogenese, Tumorinvasion oder
Metastasierung hochreguliert (18, 26, 34). Speziell in hepatischen Sternzellen (HSZ)
reguliert z.B. der profibrogene transformierende Wachstumsfaktor-p (TGF-B) die
Basalmembran-abbauende Gelatinase MMP-2 hoch, wirkt jedoch inhibitorisch auf die
Kollagenasen MMP-1, MMP-3 und die Gelatinase MMP-9. Uber die zweite Ebene, die
der Translation zu den proMMPs ist bisher wenig bekannt (34). Die dritte Ebene, die
posttranslationale Prozessierung der proMMPs zu den biologisch aktiven MMPs, ist

hingegen gut untersucht. Hierbei spielt sowohl die Kontrolle der MMP-Sekretion, als
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auch die Aktivierung von den latenten MMPs eine Rolle. So wird MMP-9 in tertiaren
Granula von zirkulierenden Neutrophilen gespeichert und nach Aktivierung der
Neutrophilen durch inflammatorische Mediatoren freigegeben (35). Die vierte Ebene der
Regulation wird durch die aus zwei Doméanen bestehenden physiologischen Inhibitoren
der MMPs, die TIMPs, bestimmt. Die aminoterminale Doméane der TIMPs inhibiert durch
die Interaktion mit der katalytischen Doméne der MMPs diese sehr effizient (26). Die
carboxyterminale Doméne bindet die latenten Formen der Gelatinasen A und B. Bislang
konnten 4 dieser Inhibitoren identifiziert werden, wobei TIMP-2 bevorzugt an proMMP-2
bindet und TIMP-1 an proMMP-9.

1.3.4. Regulation der Aktivitat und Aktivierung

Wie andere proteolytische Enzyme auch, werden die MMPs als inaktive Proenzyme
oder Zymogene synthetisiert. Mit Ausnahme der MT-MMP's, die intrazellular durch Furin
im trans-Golgi-Netzwerk aktiviert werden und bereits aktiviert sezerniert werden, erfolgt
bei allen anderen MMPs die Abspaltung des Propeptids zur Aktivierung des Enzyms in
mehreren Schritten auBerhalb der Zelle (Abbildung 4).

H
qH
Zn—His
|
His

Abbildung 4: Aktivierung latenter MMP durch Abspaltung des Propeptids. NH; -
Aminoteminus, COOH - Caboxyterminus, Zn - Zinkion, His - Histidin, Cys - Cystein.
Nach (36).

Die Prodoméane enthalt als charakteristisches Motiv die so genannte Cysteine Switch
Sequence mit der Aminosaurefolge RRCG(N/V)D. Die Thiolgruppe des Cysteinrestes
bindet koordiniert an das Zink-lon der katalytischen Doméne. Eine Unterbrechung
dieser Bindung durch den ersten Schritt, eine Spaltung in der Mitte des Propeptids,
leitet die Aktivierung ein. Die Interaktion der Zink-lons in der katalytischen Doméane mit
dem Cysteinrest ist also entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Latenz von MMPs.
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(29, 36). Die Dissoziation des Propeptids wird sowohl autokatalytisch durch bereits
aktivierte MMPs als auch durch andere Proteinasen, wie Plasmin, Furin oder Urokinase
moduliert (19). Durch andere MMPs wird dann das Propeptid vollstdndig abgespalten
und das katalytische Zentrum ganz freigelegt.

Unter physiologischen Bedingungen kann proMMP-2 durch einen einzigartigen
perizellularen Mechanismus aktiviert werden, der in der Abbildung 5 schematisch

gezeigt ist.

MT-MMP-1

- )
(%) ,C‘ o TIMP-2
a 0.
A B

Abbildung 5: Aktivierung von MMP-2. (A und B) Membranstandiges MT-MMP-1 bildet
mit TIMP-2 und einem proMMP-2 einen Komplex und inhibiert so seine Aktivitat. (C)
Uber seinen Carboxyterminus bindet es gleichzeitig an die Hamopexindoméne eines
freien bzw. Matrix-assoziiert vorliegenden proMMP-2. Ein benachbartes freies, nicht
inhibiertes MT-MMP-1 aktiviert das proMMP-2 teilweise durch fast vollstandiges
Entfernen des Propeptids. (D) Der verbleibende Anteil des Propetids wird durch ein
anderes, bereits aktiviertes MMP-2 Molekdl, was entweder frei oder benachbart an die
Zelloberflache gebunden vorliegt, entfernt. SchlieBlich entsteht ein vollstdndig
aktiviertes MMP-2. Nach (37, 38).

(Pro)MMP-2

D

In Abhangigkeit vom lokalen molaren Verhéltnis zwischen MMP-2 und TIMP-2 wird
aktiviertes MMP-2 entweder von der Zelloberflache abgegeben, bleibt an der
Zelloberflache gebunden oder wird durch ein anderes TIMP-Molekiil inhibiert (37, 38).

Voll aktivierte MMPs sind in Abwesenheit eines Substrats oder eines TIMP instabil und
zerfallen im Verlauf autolytisch in Fragmente (36). So bildet sich bei der Aktivierung von
MMP-9 durch MMP-3 in Anwesenheit von TIMP zunachst eine stabile Intermediarform
mit einer GréBe von 82 kDa. Bei TIMP-freiem Enzym kommt es nach 24 h zur Autolyse
und durch den Verlust der katalytischen Doméane entsteht ein inaktives 50-kDa-
Fragment (39). Auch aktiviertes MMP-2 ist in Abwesenheit eines Substrates instabil und

wird autolytisch in mehrere inaktive Fragmente gespalten (40). Diese autolytische
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Inaktivierung kénnte ein alternativer Mechanismus fir die posttranslationale Kontrolle
der MMP-2-Aktivitat sein (41).

Das unterstreicht die besondere Bedeutung der in dieser Arbeit zu untersuchenden
Speicherung von MMPs in der EZM, da hier die MMPs einerseits bei intakter EZM vor
Autodegradation geschitzt waren und andererseits bei Matrixdegradation vermehrt zur
Verfigung stinden.

Offen ist, ob flr die Aktivierung der MMPs das Propeptid vollstandig abgespalten
werden muss. Aus Geweben kann proteolytisch aktives MMP-9 extrahiert werden,
welches sich in einer Zymographie nach der elektrophoretischen Auftrennung vom
Molekulargewicht her als Proform darstellt, die ca. 10 kDa gréBer ist als das MMP-9
ohne sein Propeptid. Von proMMP-9 wird angenommen, dass eine Bindung an
Kollagen Typ IV bzw. Gelatine zu einer Konformationséanderung fiihren kann, die das
katalytische Zentrum teilweise freilegen und so einen katalytische Aktivitat des Enzyms
trotz nicht abgespaltenen Propeptids méglich machen kénnte (42, 43).

1.3.5. Kollagenbindung von Gelatinasen

Der Ausgangspunkt der Uberlegung, dass die EZM ein Speicher fir Gelatinasen sein
kénnte, waren Arbeiten, in denen Gelatinasen mit Dissoziationskonstanten (KD) im
Bereich niedriger molarer Konzentrationen an Kollagene banden, die bis dahin nicht als
Substrate beschrieben waren (44-46). Die Bereiche auf den Kollagenen, an die MMPs
binden kénnen, wurden mittels Cyanbromid (CB)-erzeugter Spaltprodukte der a1-Kette
von Kollagen | [a1(l)] und einer rekombinanten Fibronektin-Il-Domane von MMP-2

eingegrenzt (47-49).

Far die latente und aktivierte Form der Gelatinasen wurde eine Bindung an Kollagen
Typ | und IV, Gelatine und Laminin gezeigt, schwach auch noch an Fibronektin und
Heparansulfat. Wahrend die Proform besser an Kl und Gelatine band, wurde die
aktivierte Form eher mit Kollagen Typ IV und Laminin assoziiert gefunden (45).
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1.4. MMPs und therapeutische Ansatze

Bei neoplastischen Erkrankungen ware die Hemmung der MMPs mit ihren multiplen
biologischen Wirkungen wie Tumorwachstum, Neovaskularisation und Metastasierung
primares Ziel. Erste therapeutische Uberlegungen im Zusammenhang mit der Nutzung
der endogenen MMP-Inhibitoren stammen daher auch aus der onkologischen
Forschung. Die Ergebnisse waren jedoch enttduschend, da anscheinend die TIMPs
neben der MMP inhibierenden Wirkung auch eine direkte, stimulierende Wirkung auf die
Tumorgenese haben kdnnen, was sie als Therapeutikum unbrauchbar macht (50). Es
wurden Inhibitoren auf der Basis von Hydroxamaten und auch Tetrazyklin-Derivate
entwickelt (51). Hier sind die therapeutischen Erfolge offenbar durch die geringe
Spezifitat der Substanzen auf der Ebene der MMP-Subtypen gering. Die Blockade
erfasst zwar das aktive, Matrix-abbauende Zentrum des Enzyms, jedoch nicht die
ubrigen MMP-Doménen, die Effekte auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose
haben kénnen. Perspektivisch ware daher eine Kombination von Inhibitoren mit
Angriffspunkten an verschiedenen Domanen der MMPs interessant (27).

Auch in der Leberfibrose ergeben sich differenzierte Expressions- und Aktivitdtsmuster
der MMPs, bzw. TIMPs, die kaskadenartig aufeinander wirken.

Beim Menschen werden in der frihen Phase der Leberschadigung proMMP-3 und
proMMP-1, sowie Plasminogenaktivatoren vom Urokinasetyp durch aktivierte HSZ
produziert. Die Aktivatoren wandeln wiederum Plasminogen in Plasmin um, welches
seinerseits proMMP-1 und proMMP-3 durch Abspaltung der Prodoméane aktiviert. Das
Stromelysin MMP-3 schadigt die Basalmembran, indem es Kollagen Typ IV degradiert
und aktiviert dartber hinaus MMP-1, sowie MMP-9. In der friihen Phase Uberwiegen
also die Faktoren des EZM-Abbaus (34).

In der spateren Phase Uberwiegt der matrixakkumulierende Phéanotyp. Fallt die
Lebernoxe nicht weg, kommt es also zur andauernden Schéadigung, &ndert sich das
Expressionsmuster der aktivierten HSZ. Sie bilden proMMP-2, sowie MT-MMP-1 und
TIMP-2, die eine zentrale Rolle bei der MMP-2-Aktivierung spielen. In hoher
Konzentration hemmt, in niedriger Konzentration aktiviert TIMP-2 proMMP-2. Je starker
das Verhéltnis zugunsten des TIMPs verschoben ist, umso starker ist die zu
beobachtende Fibrosierung (52). Ebenfalls durch die HSZ gebildetes TIMP-1 inhibiert

20



direkt interstitielle Kollagenasen und damit den Abbau fibrillarer Kollagene. Bei
fibrotischen Erkrankungen mit erwlnschter Fibrolyse ist der Einsatz von TIMP-

Antagonisten, wie z.B. Sequenzen aus MMP-9, grundsatzlich denkbar (53).

Neben der Veranderung der EZM durch die gelatinolytische Aktivitat ist MMP-2 auch ein
Proliferationsfaktor fir die HSZ (54).

1.5. Fragestellung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob MMPs in der EZM gespeichert
und damit in ihrer lokalen Aktivitdt modulierbar sind. Hierzu sollten folgende Fragen

beantwortet werden:

1)  Sind Matrixmetalloproteinasen in situ mit der extrazellularen Matrix fibrotischen
Lebergewebes assoziiert?

2) An welche isolierten EZM-Molekille und daraus abgeleitete Strukturen binden
MMPs in vitro?

3) Ist die Bindung vom Aktivierungszustand der MMPs abhangig?

4) Lé&sst das Bindungsverhalten Rickschlisse auf eine Konsensusbindungssequenz

zu?

5) Kann die Bindung von MMPs durch (synthetische) Strukturanaloga inhibiert
werden und in welcher GréBenordnung liegt die Starke der Bindung?
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2. Material und Methoden

2.1. Reagenzien

Reagenz Hersteller

(7-Methoxycoumarin-4-yl)Acetyl-Pro-Leu-Gly- Bachem, Weil am Rhein, DE
Leu-(3-[2,4-Dinitrophenyl]-L-2,3-

Diaminopropionyl)-Ala-Arg-NH, (Mca-Pro-Leu-

Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NHy)

6-Amino-n-Hexanonsaure Sigma, Deisenhofen, DE
Aceton J.T.Baker, Deventer, NL
Acrylamid Merck, Darmstadt, DE
Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische- DAKO, Hamburg, DE
Phosphatase (APAAP)-Komplex Maus

Amidoschwarz Serva, Heidelberg, DE
Ammoniumbikarbonat (ABC) Merck
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Sigma

Aprotinin Sigma

Borsaure Merck

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma

Bromphenolblau Merck
Brickenantikérper; Kaninchen anti Maus DAKO

Calciumchlorid Sigma

Chloroform Sigma

Coomassie Brilliant Blue-G250, Gebrauchslésung BioRad, Miinchen, DE
"Bio-Safe Coomassie Stain”

Coomassie Brilliant Blue-R250 Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Elektrophoreseprobenpuffer, dreifach konzentriert BioRad
Essigsaure Merck

Fast Red Kit (Flasche A: Tabletten aus Fast Red, DAKO
Naphtolphosphat, Levamisol; Flasche B: 100 mM
Tris-HCI, pH 8,2)

Fibrinogen Chemicon, Temecula, US
Fibronektin Chemicon

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom, Berlin, DE
Glycerol Sigma

22



Glycin

Grundmedium RPMI 1640 (10x)

Harnstoff

Irrelevantes Maus-IgG

Kaisers Glyceringelatine

Reagenz

2-Mercaptoethanol

mADb spezifisch fur humanes MMP-2, Klon 75-7F7
mADb spezifisch fir humanes MMP-9, Klon 4H3

Methanol

Meyers Hamalaun-L&sung
N,N"-Methylen-bisacrylamid
N,N,N",N"-Tetramethylethylenamin (TEMED)
Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumlaurylsulfat (SDS)

N-succinimidyl-3-(4-Hydroxy-3-['?*|]-iodophenyl)
propionate (Bolton Hunter Reagenz), spezifische
Aktivitat: 2200 Ci/mmol

p-Aminophenyl-Quecksilberacetat (APMA)
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
Polyoxyethylen-23-Laurylether (Brij 35)
Polyoxyethylenesorbitan Monolaurat (Tween 20)
Polyoxyethylenesorbitan Monooleat (Tween 80R)
Ponceaurot

pro-MMP-2, human rekombinant

pro-MMP-9, human rekombinant
Sulfosalicylsaure

Tosyl-L-phenylalaninchlormethylketon (TPCK)-
Trypsin

Trichloressigsaure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-Base

Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid
(Tris-HCI)

Triton-X 100
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Sigma

Invitrogen, Groningen, NL
Merck

DAKO

Merck

Hersteller

Sigma

Oncogene, Cambridge, US

R&D Systems, Minneapolis,
us

J.T. Baker

Merck

Pharmacia, Gebstedt, DE
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

DuPont NEN, Boston, US

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Serva
Invitek, Berlin, DE
Invitek
Merck
Sigma

Merck
Sigma
Sigma

Sigma



2.2. Materialien und Gerate

Material

Blotkammer flr Proteintransfer "Fastblot"
Brutschrank mit CO»

Cellophanbbégen

Durchlichtmikroskop “BX51”
Einwegpipetten; Nennvolumina 5, 10 und 25 ml

Expositionskassette “Hypercassette TM”

Fettstift ,DAKO Pen*

Feuchte Kammer ,Eigenbau”

Filterpapier fur Blot

Fluorescence Microplate Reader ,FLx800¢

Heizplatte, maximale Temperatur 70°C

Kammer fir die vertikale Gelelektrophorese ,Mini-
Protean I

Kryostat “CM 3050”
Mikrotiterplatten, 96 wells

Mikrotiterplatten; Polystyrol; Immulon 2HB
Removawell Strips

Oberschalenwaage ,VI-4800°

Objekttrager (unbehandelt oder mit
Aminopropyltriethoxysilan behandelt) und
Deckglaschen

pH-Meter "Portamess”

Prazisionswaage ,BP210D*

ReaktionsgefaBe; 1,5 und 2 ml

Réntgenfilm ,Biomax MS Film*®

Rdhrer "Reax 2000"

Saule fur Gelfiltration mit Sephadex G25, Typ PD-10
Scanner "Studio Scan Il si"

Schttler "TPM-2"

Transfermembran fir Western-blot, Nitrocellulose,
0,45 ym
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Hersteller
Biometra, Goéttingen, DE
Heraeus, Hanau, DE

Ann Arbor Plastics, Ann
Arbor, US

Olympus, Hamburg, DE

BD Biosciences,
Heidelberg, DE

Amersham Pharmacia,
Freiburg, DE

DAKO
Charité, Berlin, DE
Bio-Rad

BioTek Instruments,
Winooski, US

Harry Gestigkeit,
Dusseldorf, DE

BioRad

Leica, Bensheim, DE
Dynex, Chantilly, US
Dynatech, Chantilly, US

AcculLab, Géttingen, DE

Menzel Glaser,
Braunschweig, DE

Knick, Berlin, DE
Sartorius, Géttingen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Kodak, Stuttgart, DE
Heidolph, Schwabach, DE
Amersham, Freiburg, DE
Agfa, Kéln, DE

Sarstedt, Nirmbrecht, DE
Bio Rad



Verstarkerfolie flr Autoradiographie ,Biomax Kodak
Transcreen HE Kodak Intensifying Screens”

Zahler fir y-Strahlung ,y-Counter*® Berthold, Bad Wildbach,
DE

Zentrifuge fur ReaktionsgefaBe "Biofuge Pico" Heraeus

Zentrifugenréhrchen; 50 und 15 mL Nunc, Naperville, US

Zymographiegel; Fertiggel mit 10% Acrylamid und Bio-Rad
10% Gelatine

2.3. Kollagene und Kollagenmimetika

Die nativen Kollagene der Typen | - VI und XIV, sowie die Einzelketten von KIl, hier mit
al(l) bzw. oa2(l) bezeichnet, wurden in der eigenen Arbeitsgruppe nach
Standardprotokollen aus humanen Plazenten isoliert (12, 55-57). Durch Reduktion und
Alkylierung (12, 55-57) wurden die nativen Kollagene denaturiert und die einzelnen
Ketten isoliert.

Definierte Fragmente von a1(l) wurden durch Spaltung mit Cyanbromid (CB), welches
hinter der Aminosaure Methionin spaltet, ebenfalls nach in der Arbeitsgruppe etablierten
Standardprotokollen hergestellt (58). Abbildung 6 zeigt schematisch die Lage der
einzelnen CB-Fragmente der ai(l) Kette. CB1-Fragment befindet sich auf dem
Propeptid und ist nicht dargestellt.

'I?le CB4 ﬁ“ﬁ CBR CB3 CE7 _Hn

L] ' | ' Alpha 1(T)
16 47 37 279 149 271 192
M C

Abbildung 6: Schematische Darstellung der CB-Fragmente von a1(l). Die Zahlen in
der unteren Reihe stehen flr die Anzahl der Aminosdurereste des entsprechenden
Fragments. N: Aminoterminus, C: Carboxyterminus. Aus [Thomson, 2003 #1133]:

Alle Kollagene, die kollagenen Einzelketten und CB-Fragmente wurden mit
Konzentrationen von jeweils 2 mg/ml in 150 mM Essigsaure geldst und bis zur
Verwendung bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.
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In Kooperation mit Dr. R.W. Farndale und Dr. C.G. Knight (Department of Biochemistry,
University of Cambridge) wurden synthetische auf der Kollagenstruktur basierende
Peptide  (Kollagenmimetika), mit den in der Tabelle 2 dargestellten
Aminosauresequenzen hergestellt bzw. eingesetzt (59, 60).

Tabelle 2: Struktur synthetischer Kollagenanaloga (Kollagenmimetika). Dargestellt ist
die Kurzschriftweise, die Sequenz/Struktur, die Anzahl der Aminosaurereste (AS), das
Molekulargewicht (MW) sowie die Rigiditat (T, '2) der Kollagenmimetika. Die

Aminosauresequenzen sind im Einbuchstabencode wiedergegeben. O steht fir
Hydroxyprolin.

Name  Sequenz AS MW Tm V2
(g/mol) (C9)

(GPO); H-GCO-(GPO)1o-GCOG-NH> 37 32916 823

0

(GPP)1p H-GCP-(GPP)1o-GCPG-NH; 37 3099,6 45,8

GPP H-GPC-(GPP)s-GFOGER-(GPP)s-NH, 39 3700,0 43

GAP H-GAC-(GAP)s-GFOGER-(GAP)s-NH> 42 3389,8 linear

2.4. Immunhistologie
2.4.1. Gewebeproben

Proben humaner zirrhotischer Leberexplantate wurden von Prof. Dr. P. Neuhaus, Berlin,
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Abschnitte des Lebergewebes wurden in PBS
eingebettet, bei -196 °C in fliissigem Stickstoff schockgefroren und die Blocke bei -80°C
aufbewahrt. Fir die Farbung wurden die Proben im Kryostaten 5 pm diinn geschnitten.
Die Schnitte wurden auf silanisierten Objekttragern aufgenommen, 3 min bei 80°C im
Warmeschrank erhitzt und anschlieBend 1 h an der Luft getrocknet. Die so
vorbehandelten Schnitte wurden 10 min in Aceton fixiert und bis zur Verwendung bei
-80°C aufbewahrt.
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2.4.2. APAAP-Farbung

Zur Visualisierung antigener Strukturen wurde die Farbung mit dem alkalische-
Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase (APAAP)-Komplex gewahlt (61).

alkalische Phosphatase

} APAAP-
Monoklonaler Maus-anti alkalische Phosphatase Komplex
Antikorper

Anti-Maus Ig

Primarer monoklonaler Mausantikérper

[]

Antigen

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Maus-spezifischen APAAP-Komplexes.

Enthélt die zu untersuchende Gewebeprobe das entsprechende Antigen, so bindet ein
spezifischer  Primérantikbrper daran. Ein Maus-spezifischer, so genannter
Brickenantikdrper verbindet die Fc-Teile des primaren Antikérpers mit einem
Immunkomplex, der aus alkalischer Phosphatase und einem ebenfalls aus der Maus
stammenden Antikérper gegen die alkalische Phosphatase besteht. Uber den Umsatz
eines chromogenen Substrates durch die alkalische Phosphatase wird die Bindung des

Komplexes lichtmikroskopisch sichtbar gemacht.

Puffer und Lésungen:

PBS/Tween 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS

RPMI-1 (zum Verdinnen des 1. Antikérpers und des APAAP-Komplexes)

5 mL RPMI 1640 (10x), 5 mL FKS (hitzeinaktiviert),
50 mg Natriumazid wurden in 40 ml A. bidest. gelést und der
pH-Wert mit 40-50 pL gesattigter NaOH auf 7,4-7,6

eingestellt. Lésung wurde mit A. bidest auf 50 mL aufgefallt.
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RPMI-Il (zum Verdiinnen der Brickenantikdrper)
1 Teil Humanserum (hitzeinaktiviert), 7 Teile RPMI-I

TBS- 0,9 g Tris-Base; 6,85 g Tris-HCI; 8,78g NaCl mit A. bidest. ad
Waschpuffer 1L

Fast-Red-Losung  Unmittelbar vor der Verwendung wurde eine Fast-Red®-
Tablette in 2 mL 100 mM Tris-HCI (pH 8,2) aufgeldst. Die

Menge reichte fiir bis zu 8 Gewebeschnitte.

Nach dem Auftauen und Trocknen wurden die Schnitte humaner zirrhotischer Leber 5
min mit Chloroform nachfixiert, fir 30 min in PBS/Tween blockiert. Fir eine
Vorinkubation wurden die Schnitte fir 1 h bei Raumtemperatur mit 25 ng des
entsprechenden proMMP inkubiert. Alle nachfolgenden Inkubationsschritte erfolgten mit
einem Volumen von 50 pL pro Schnitt innerhalb von 30 min bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die
Objekttrager mit reichlich TBS-Waschpuffer flir 1-2 min gewaschen und in diesem
belassen. Nach dem erstmaligen Benetzen wurde darauf geachtet, dass die Schnitte
nicht antrockneten.

Zundchst wurden die Priméarantikérper fiur MMP-2 bzw. MMP-9 so in RPMI-|
aufgenommen, dass fur jeden Schnitt 50 uL Antikérperlésung zur Verfligung standen.
Die Mischungsverhéltnisse ergaben sich aus den Herstellerangaben. Die Schnitte
wurden mit der Antikérperlésung inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein irrelevanter
Antikérper aus der Maus. In den nachsten Schritten folgten der Brickenantikérper, der
im Verhéltnis 1:20 in RPMI-II verdiinnt wurde, und anschlieBend der APAAP-Komplex
der im Verhaltnis 1:40 in RPMI-I verdinnt war. Nach dem letzten Waschschritt wurde
auf jeden Schnitt ein Tropfen frisch hergestellter Fast-Red®-Lésung aufgetropft. Nach
ca. 10 min wurde die Reaktion durch Abwaschen mit Leitungswasser gestoppt.

Far die Kern-Gegenfarbung wurden die Schnitte mit 40 mL Meyers Hamalaun-Lésung
fir 30-60 sec inkubiert und anschlieBend ca. 5 min in Leitungswasser geblaut. Alle
Schnitte wurden mit auf 50°C erwarmter Glyceringelatine eingedeckt und anschlieBend
lichtmikroskopisch bei ObjektvergréBerungen zwischen 10- und 40fach ausgewertet.
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2.5. Aktivierung latenter MMPs

Puffer und Lésungen:
proMMP- 200 pg/mL proMMP-2 bzw. proMMP-9 in PBS
Lésungen

Aktivierungspuffe 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NacCl, 5 mM CaCl,

r

Brij-Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 5 mM CaCly,
0,002% (w/v) Brij 35

Trypsin-Lésung 0,5 mg TPCK-Trypsin auf 1 mL Aktivierungspuffer, bei -20°C
aufbewabhrt.

Aprotinin-Lésung 1 mg Aprotinin auf 1 mL Aktivierungspuffer, bei -20°C

aufbewahrt

APMA-L6sung 40 mM APMA in DMSO; bei -20°C aufbewahrt.

Die Aktivierung der MMP erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

ProMMP-2 wurde nur durch APMA, nicht durch Proteinasen aktiviert. Zu 10 pL
proMMP-2-Lésung wurden 19 L Brij-Puffer und 1 yL 40 mM APMA-L&sung gegeben
und das Gemisch 1 h bei 37 °C inkubiert.

Zu 10 pl proMMP-9-Lésung wurden 20 pL Trypsinlésung und 70 pL Aktivierungspuffer
gegeben und das Gemisch 20 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die enzymatische
Aktivitat des Trypsins durch die Zugabe von 10 pL Aprotininlésung fiir 10 min bei 37°C
inhibiert.

Um eine Autokatalyse bei Raumtemperatur zu verhindern, wurden aktivierte MMPs in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.
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2.6. Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von MMPs

2.6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-Gelelektrophorese bilden Proteine mit Natriumlaurylsulfat (SDS) negativ
geladene Komplexe mit konstanten Masse-Ladungsverhaltnissen. Damit unterscheiden
sich Proteine nur noch in ihrer Grésse und haben vergleichbare hydrodynamische
Eigenschaften. Im elektrischen Feld wandern sie zur Anode und der Molekularsiebeffekt
einer porésen Polyacrylamidmatrix trennt sie nach ihrem Molekulargewicht auf. Die
Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) in ein Gemisch aus Acrylamid und N,N'-
Methylenbisacrylamid startet eine Radikalreaktion, die zu einer Polymerisation der

Acrylamid-Monomere fuhrt. TEMED wirkt als Katalysator und das bifunktionelle

Bisacrylamid vermittelt die Quervernetzung (62).

Diese Methode wurde zur Beurteilung des Erfolgs der Aktivierung der proMMPs und fir

Bindungsstudien mit definierten Kollagenen und Fragmenten verwendet.

Puffer und Lésungen

Trenngel-Lésung (10%
Acrylamid)

Sammelgel-Ldsung (4%
Acrylamid)

APS-Lésung

Elektrophoreselaufpuffer

Tris-Puffer (pH 6,8)

Probenpuffer 4-fach

(nicht reduzierend)

Probenpuffer 4-fach
(reduzierend)

16,2 g Tris-Base, 40,2 g Acrylamid, 540 mg
Bisacrylamid, 400 mg SDS, 325 yL TEMED ad
394 ml Aqua dest.; pH 8,3

48 g Tris-Base, 9,6 g Acrylamid, 0,13 ¢
Bisacrylamid, 240 mg SDS und 6 yL TEMED ad
231 ml Aqua dest.; pH 6,6

80 mg APS ad 10 ml Aqua dest

25 mM Tris-Base (pH 8,3), 192 mM Gilycin, 0,1%
(w/v) SDS

12 g Tris-Base ad 100 mL Aqua dest.; pH 6,8

2,08 ml Tris-Puffer (pH 6,8), 3,84 g Harnstoff,
1,2 g SDS, 900 mg Glycerol, 4 mg
Bromphenolblau ad 14 mL Aqua dest.

10 mL Probenpuffer 4-fach (nicht reduzierend),
150 pLlI 2-Mercaptoethanol
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FOr das Trenngel wurden 4,9 mL der Trenngel-L6sung mit 112,5 pL APS-Lésung
versetzt und in die vorbereitete Gelkammer pipettiert. Nach dem Uberschichten des
Gels mit Aqua dest. wurden dem Gel 2 h Zeit zum Polymerisieren gelassen. Das
Wasser wurde abgeschittet, dann wurden 1,5 mL Sammelgel-L6sung mit 125 pyL APS-
Lésung gemischt und das Trenngel damit Uberschichtet. Mit einem eingesteckten
Kamm fir die Auftragetaschen wurde das Sammelgel ebenfalls flr 2 h polymerisiert.
Die in die Taschen aufgetragenen Proteinldsungen mit 1-10 ng Gesamtprotein wurden
zunachst mit einer angelegten Spannung von 80 V Uber 10 min im Sammelgel
konzentriert und anschlieBend ca. 50 min bei 180 V elektrophoretisch aufgetrennt. Zur
Sichtbarmachung der Proteine wurden die Gele aus der Kammer enthommen und Uber
Nacht in etwa 300 mL Farbelésung ,Bio-Safe Coomassie Stain“ unter Schwenken
inkubiert. Die Gele wurden 1 h in Aqua dest entfarbt und anschlieBend in

Cellophanbdgen eingelegt und an der Luft getrocknet.

2.6.2. Zymographie

Die Zymographie gestattet eine Zuordnung proteolytischer Aktivitdt zu Proteinen
bestimmter GréBe, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Als Substrat der
Gelatinasen enthalten die entsprechenden Gele Gelatine. Eine an die Renaturierung
der Proteine anschlieBende Proteinfarbung farbt die Gelatine mit Ausnahme der Stellen,
an denen das Substrat durch die Wirkung der MMPs abgebaut wurde. Diese erscheinen
in der Darstellung weif3 (63).

Puffer und Lésungen:

Elektrophoreselaufpuffer 25 mM Tris-Base (pH 8,3), 192 mM Glycin, 0,1% (w/v)
SDS

Renaturierungspuffer 2,5% (v/v) Triton X-100 in PBS

Entwicklungspuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 5 mM CaCly,
0,02% (w/v) Brij 35

Farbeldsung 0,5% (w/v) Coomassie Blue R-250 in 40% (v/v)
Methanol/
10% (v/v) Essigsaure
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Entfarbelésung 40% (v/v) Methanol/10% (v/v) Essigsaure

Fixierlésung 30% (v/v) Methanol/5% (v/v) Glycerol

Proben, mit jeweils 1 ng proMMPs bzw. der aktivierte Form der Poteine wurden in
einem Fertiggel mit 10% Polyacrylamid und 10% Gelatine bei 120 Volt Gber ungefédhr 90
min aufgetrennt. Zum Entfernen des SDS wurden die Gele aus der Kammer
entnommen und zunachst dreimal 10 min in 100 mL Renaturierungspuffer gewaschen.
Uber Nacht wurden sie in 100 mL Entwicklungspuffer bei 37°C geschwenkt, damit die
im Gel liegenden Enzyme die Gelatine abbauen konnten. Das im Entwicklungspuffer
enthaltene Calcium ist hierbei fir die Aktivitat essentiell. AnschlieBend wurden die Gele
mindestens 1 h bei Raumtemeperatur in 100 mL Farbelésung inkubiert, innerhalb von 2
h sukzessive mit 5x 100 mL Entfarbelésung entfarbt und abschlieBend flr 15 min mit
100 mL Fixierlésung behandelt. Hierbei bauen auch die in Héhe der Proformen
gelaufenen proMMPs Gelatine ab, da sie Uber Nacht bei 27°C eine Autoaktivierung
durchlaufen. Die Gele wurden zwischen Cellophanbdgen gepackt; getrocknet und
gescannt. Fur die densitometrische Auswertung wurden die Bilder invertiert und mit
dem Programm NIH-Image (Version 2.1 fir Macintosh; National Institutes of Health,
Bethesda, US; http://rsb.info.nih.gov/nih-image/Default.html, Stand: 31.03.2000)
bearbeitet. Die aktivierten MMPs waren durch Abspaltung der Prodomane etwa 10 kDa

kleiner als die entsprechende Proform.

2.6.3. Fluorimetrie

Die enzymatische Aktivitat von MMPs kann durch die Umsetzung eines fluorogenen
Substrates quantifiziert werden. Fir Gelatinasen dient das Oligopeptid Mca-Pro-Leu-
Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, als Substrat. Uber die Carboxylgruppe ist hier Mca als
Fluorophor gebunden. Bei intaktem Peptid wird seine Fluoreszenz durch den so
genannten Quencher Dpa ausgeléscht. Die Spaltung des Substrates zwischen dem
Prolin- und dem Leucinrest hebt diese Inhibition auf und nach Anregung bei einer
Wellenldnge von Aex = 328 nm kann eine bis Faktor 190 verstarkie Fluoreszenz bei

einer Wellenlange von A¢m, = 393 nm detektiert werden (64, 65).
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Puffer und Lésungen:
Aktivitatspuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 5 mM CaCl,

Substratlésung 800 mM Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NHz in
Aktivitatspuffer

In jedes Loch einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden 150 pL Substratlésung pipettiert
und im Fluoreszenz-Reader die Hintergrundfluoreszenz bestimmt. AnschlieBend wurde
in jedes Loch 10 pL MMP-L6sung hinzupipettiert. Diese Lésungen enthielten
versuchsabhangig genau 5-40 ng MMP-2 bzw. -9, vorzugsweise 10 ng.

Die Kinetik der Anderung der Fluoreszenzintensitat wurde Uber einen Gesamtzeitraum
von 60-120 min mit Messungen alle 20 sec erfasst (Spectra Gemini XS, Softmax Pro
Software, Molecular Devices, Wetzlar, Deutschland). Fir die Auswertung wurden die
entsprechenden Werte der Hintergrundfluoreszenz von den eigentlichen Messwerten

abgezogen.

2.7. Bindungsstudien mit immobilisierten Proteinen
2.7.1. Radioaktive Markierung von (pro)MMPs

Die radioaktive Markierung ist eine sensitive und schonende Methode, ein Protein flr in-
vitro- und in-vivo-Untersuchungen ,sichtbar zu machen. Durch die Kopplung, z.B. mit
lod-125, einem y-Strahler mit einer Halbwertszeit von 13 Tagen, &ndern sich die
chemischen Eigenschaften des Proteins bzw. Enzyms nicht oder nur marginal. Mit der
Bolton-Hunter-Methode wird ein ['?°l]-markierter Ester unter Bildung eines Saureamids
an die entsprechenden Gruppen des Proteins gekoppelt (66, 67). Eine Vorbedingung ist
die hohe Reinheit des zu markierenden Proteins, die aus Trager (Carrier)-freien MMP-
Praparationen zur Verfligung standen. Nicht gebundenes radioaktives Material wird mit
Hilfe einer Gelfiltration aus dem Reaktionsgemisch entfernt (57).

33



Puffer und Lésungen:

(pro)MMP-Lésungen 200 pg/ml (pro)MMP-2 bzw. (pro)MMP-9 in PBS

Boratpuffer 30 mM Borsaure (pH 8,6)
Glycinpuffer 200 mM Glycin in Boratpuffer
PBS/Tween 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
TCA-L6sung 20% (w/v) TCA

PBS/BSA 1% (w/v) BSA in PBS

Das in Benzin geléste Bolton-Hunter-Reagenz wurde im Stickstoffstrom bei
Raumtemperatur eingedampft und anschlieBend mit einer Aktivitat von 13,3 uCi/mL in
Boratpuffer aufgenommen. Jeweils 25 puL dieser Lésung wurden mit 10 pL der
entsprechenden (pro)MMP-Lésung gemischt. Nach 45 min bei 4°C wurde die Reaktion
mit 500 pl Glycinpuffer gestoppt und freies Bolton-Hunter-Reagenz gebunden.

Wahrend der Inkubationszeit wurde eine PD-10-Gelfiltrationssdule mit 25 mL
PBS/Tween aquilibriert. Das Reaktionsgemisch wurde auf die Saule aufgetragen, mit
PBS/Tween eluiert und das Eluat in zehn Fraktionen a 500 uyL gesammelt. Aus jeder
Fraktion wurden 2 pL im y-Counter vermessen. Das radioaktiv markierte Protein
erschien meistens in der flnften und sechsten Fraktion, die anschlieBend
zusammengefthrt wurden. Aliquots wurden bei -20°C eingefroren und bis zu 2 Wochen

in Bindungsstudien eingesetzt.

Zur Bestimmung des Anteils proteingebundener Radioaktivitdt wurden die Proteine mit
TCA irreversibel geféllt. Drei parallele Ansatze mit jeweils 2 uL aus den gesammelten
Fraktionen radioaktiv markierter MMPs wurden mit 200 yL PBS/BSA und 200 uL TCA-
Lésung versetzt, 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend 5 min bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Proben der Uberstande und des Sediments wurden getrennt im y-Counter
vermessen. In allen Markierungsansatzen waren tber 96% der gesamten in der Probe

nachweisbaren Radioaktivitat mit TCA gefallt, lag also an das Protein gebunden vor.

Die Reinheit des markierten Proteins wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBender
Autoradiographie kontrolliert. Dazu wurde der Blot mit einem Réntgenfilm und einer
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Verstarkerfolie in einer Expositionskassette bei -80°C Uber Nacht exponiert. Nach
Erwdrmung der gesamten Kassette auf Raumtemperatur wurde der Film entwickelt und

die Banden gescannt.

2.7.2. Mikrotiterplattenformat

Bestimmte Plastikmaterialien, wie z. B. Polysytyrol, haben auf Grund ihrer
Ladungsverhélinisse eine groBe Bindungskapazitat fir die ebenfalls elektrisch
geladenen Proteine. Diese Eigenschaft macht man sich bei den Bindungs- und
Inhibitionsstudien zu nutze. Setzt man Kollagene und Kollagenketten in Mengen von 2
hug/Loch im 96-Loch-Mikrotiterplattenformat ein, liegen die Bindungseffizienzen

zwischen 21% und 48% des eingesetzten Gesamtproteins (12, 55-57).

Puffer:

ABC-Puffer 50 mM ABC (pH 9;6)
PBS/Tween 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS
PBS

Bindungsexperimente: Ldcher einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden mit 2 ug
nativen Kollagenen und deren Ketten, CB-Fragmenten und Kollagenmimetika bzw. mit
1 pg Fibronektin und Fibrinogen in 100 uL ABC-Puffer bzw. Fibrinogen in PBS fir 12 h
bei 4°C inkubiert. Als Kontrolle dienten BSA-beschichtete und unbeschichtete Locher.
Nach dem Waschen mit PBS/Tween wurden die freien Bindungsstellen der
Mikrotiterplatten mit PBS/Tween flr 1 h bei Raumtemperatur blockiert.

Nach erneutem Waschen wurde in jedes Loch 2 ng ['?°[]-markiertes (pro)MMP-2/-9 mit
bekannter spezifischer Radioaktivitat pipettiert und 2 h bei 4°C inkubiert. Nicht
gebundenes MMP wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS/Tween entfernt. Die in
den Lochern verbliebene Aktivitat wurde mit einem y-Counter bestimmt und aus dem
Verhéltnis zur eingesetzten Gesamtradioaktivitdt wurde die Bindung der untersuchten

Proteine errechnet.
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Inhibitionsexperimente: Kollagene und abgeleitete Verbindungen wurden wie oben
beschrieben in Konzentrationen von 200 ng/Loch auf Mikrotiterplatten immobilisiert.
Parallel dazu wurden jeweils 2 ng latentes bzw. aktiviertes ['®I]-markiertes MMP in
PBS/Tween mit unterschiedlichen Mengen von Kollagenen und abgeleiteten
Verbindungen gemischt und 2 h bei 4°C in Lésung vorinkubiert. AnschlieBend wurden
die Gemische auf die vorbehandelte Mikrotiterplatte gegeben und die Platte wie oben
beschrieben inkubiert, gewaschen und die gebundene Radioaktivitat gemessen.

Sattigungsexperimente: Kollagene und abgeleitete Verbindungen wurden wie oben
beschrieben in Konzentrationen von 200 ng/Loch auf Mikrotiterplatten immobilisiert.
Eine konstante Menge von 1-2 ng ['?°l]-markierten MMPs wurde mit ansteigenden
Mengen nicht-markierten MMP, das in bis zu 400fachem Uberschuss vorliegen konnte,
gemischt. AnschlieBend wurden die Gemische auf die vorbehandelte Mikrotiterplatte
gegeben und die Platte wie oben beschrieben inkubiert, gewaschen und die gebundene
Radioaktivitdt gemessen. Fur die Auswertung wurde die eingesetzte freie gegen die
gebundene Radioaktivitat aufgetragen. Aus den daraus resultierenden Graphen wurde
die Starke der Bindung des MMP an die entsprechende immobilisierte Struktur
abgeschatzt.

2.7.3. Liganden-blot auf Nitrozellulosemembranen

Als Blotting bezeichnet man das Binden von Molekllen auf eine Membran, z.B.
Nitrozellulose, mit hoher Bindungskapazitat flr die entsprechende Substanz.
Elektrophoretisch aufgetrennte Moleklle kbénnen in einem diskontinuierlichen
Puffersystem im elektrischen Feld direkt aus dem Gel auf die Membran transferiert
werden. Diese Methode wird auch als Semi Dry Blotting bezeichnet. Zwei mit Blotpuffer
getrankte Filterpapierstapel liegen an den Elektroden an. Dazwischen liegen die
Membran und das Gel. Bei horizontal angeordneten Graphitelektroden wandern die
Proteine vertikal aus dem Gel in Richtung der Anode zur Nitrozellulosemembran. Da die
Proteine dabei unabhangig von Ladung und GréBe mit gleicher Geschwindigkeit
wandern, ein Effekt, den man als Isotachophorese bezeichnet, ist der Transfer
gleichmaBig (68).
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Puffer und Lésungen:

Anodenpuffer | 300 mM Tris-Base (pH 10,4), 20% (v/v) Methanol
Anodenpuffer Il 30 mM Tris-Base (pH 10,4), 20% (v/v) Methanol
Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base (pH 9,4), 20% (v/v) Methanol,

40 mM 6-Amino-n-Hexanonsaure

Amidoschwarz- 0,1% (w/v) Amidoschwarz, 45% (v/v) Methanol,

Ldsung 10% (v/v) Essigsaure

Ponceaurot-Lésung 2% (w/v) Ponceaurot S, 30% (w/v) TCA, 30% (w/v)
Sulfosalicylsaure. Unmittelbar vor der Verwendung 1:20
mit A.dest. verdinnt.

Blockierlésung 0,3 % (v/v) Tween 80R in PBS

Waschlésung 0,05 % (v/v) Tween 80R in PBS

Die Transfereinheit wurde zu einem Sandwich aufgebaut: ein zugeschnittenes
Filterpapier wurde in Anodenpuffer | getrédnkt, auf die Anodenplatte platziert. Darauf
wurden ein in Anodenpuffer |l getranktes Filterpapier, die ebenso behandelte
Nitrozellulose und das Gel gelegt. Dieser Stapel wurde durch zwei in Kathodenpuffer
getrankte Filterpapiere erganzt. Zwischen allen Schritten wurden die Luftblasen durch
Rollen mit einem Glasspatel entfernt. Die Proteine wurden mit einer Stromstarke von 3-
4 mA/cm?® Gelflache innerhalb von 1-1,5 h transferiert. Bei allen nachfolgenden
Schritten durfte die Membran nicht wieder trocken werden. Die Qualitat des Transfers
wurde durch Farbung der Nitrozellulosemembran fir 5 min mit Ponceaurot-Lésung
geprift. Die Spalte mit den Standardproteinen zur Abschatzung der Molekulargewichte
wurde abgeschnitten und separat mit Amidoschwarz gefarbt. Der Rest der Membran
wurde 1 h mit Blockierlésung inkubiert, mit reichlich Waschlésung gewaschen und
schlieBlich mit 50 ng ['?°l]-markierten (pro)MMPs in 10 mL Waschldsung fiir 2 h bei
Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Nicht gebundene MMPs wurden durch
dreimaliges Waschen mit Waschlésung entfernt. Fir die Autoradiographie wurde ein
Rdéntgenfilm mit dem Blot und einer Verstarkerfolie in der Expositionskassette bei -80°C
tber Nacht exponiert. Nach Erwarmung der Kassette auf Raumtemperatur wurde der
Film entwickelt und das Bild fiir die weitere Auswertung gescannt.
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2.7.4. Dot-blot auf Nitrozellulosemembranen

Jeweils 3 uL Lésung mit Kollagenen und daraus abgeleitete Strukturen in ansteigenden
Konzentrationen wurden auf eine Nitrozellulosemembran getropft und die Membran
anschlieBend kurz an der Luft getrocknet. Freie Bindungsstellen wurden 1 h mit
Blockierlésung geblockt und die Membran zweimal fir 5 min in Waschlésung
gewaschen. AnschlieBend wurde sie mit 6x10° cpm (entsprechende ng siehe Tabelle 3)
['#°l]-markierten (pro)MMPs in 12 mL Waschlésung 2 h inkubiert. Um eine
Autoaktivierung von proMMPs weitest mdglich zu vermeiden, erfolgte diese Inkubation
bei 4°C. Die Membran wurde dreimal mit Waschlésung gewaschen und die gebundene

Radioaktivitat wurde wie oben beschrieben in einer Autoradiographie visualisiert.

2.8. Mathematische und statistische Auswertung

Der Grad der Aktivierung von MMPs aus ihrer entsprechenden Proform wurde aus den
densitometrischen Daten nach der folgenden Formel abgeschéatzt und mit der ,Image
analysis software“ NIH Version 1.62 (National Institutes of Health, Bethesda, MD)

analysiert:
Unkalibrierte OD (optische Dichte)= log10(255 / 255 - Graustufenwert) [Formel 1]

Die Banden wurden dann Uber das identische Flachenmodul gemessen und diese
Werte in Microsoft-Excel relativ zueinander bezogen. Daraus ergaben sich die

prozentualen Veranderungen.

Die Bindung von MMPs an plastikgebundene Proteine wurde aus den Verhaltnissen

freier und gebundener ['?°l]-markierter MMPs nach der folgenden Formel ermittelt:
gemessene counts (nach Waschen) / eingesetzte counts [Formel 2]

In Sattigungsexperimenten zur Abschatzung der Starke der Interaktion von MMPs mit
immobilisierten Kollagenen und daraus abgeleiteten Verbindungen wurden die
Ausgleichsgeraden und -kurven mit dem Programm DeltaGraph (Version 3.5 fir
Windows; Red Rock, Salt Lake City, US) berechnet.
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Alle Untersuchungen erfolgten in experimentellen Gruppen von drei bis sechs
Einzelbestimmungen und wurden mindestens zweimal wiederholt. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm SigmaStat (Version 2.0; Jandel Scientific, San Rafael, US).
Die Mittelwerte aus den Gruppen wurden nach folgender Formel errechnet:
Mittelwert = Z X;/ n [Formel 3]

n - Anzahl paralleler Ansétze, X; - individueller Messwert

Die Standardabweichungen (SD) in den Gruppen mit mindestens drei vergleichbaren

experimentellen Ansatzen wurden nach der folgenden Formel abgeschatzt:

S=J LS (X - %)

n—1+<—
=1 [Formel 4]

n - Anzahl paralleler Ansatze, X; - individueller Messwert, X — Mittelwert
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3. Ergebnisse
3.1. Lokalisation der proMMP-Bindung in der fibrotischen Leber

Um die Hypothese zu Uberprifen, ob die Gelatinasen in situ an Strukturen der EZM
binden, wurden Schnitte von Lebergewebe aus fibrotischen menschlichen Organen
direkt oder nach Vorbehandlung mit dem entsprechenden latenten MMP
immunhistologisch mit MMP-2- bzw. MMP-9-spezifischen Antikérpern untersucht
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: In-situ-Nachweis von Gelatinasen im Gewebe humaner fibrotischer
Leber. Acetonfixierte Gefrierschnitte humaner fibrotischer Leber wurden nicht
vorbehandelt (A, C) oder wurden mit 25 ng proMMP-2 (B) bzw. proMMP-9 (D)
vorinkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte wurde die Bindung mit MMP-2- (A, B)
bzw. MMP-9-spezifischen mAb (C, D) nach der APAAP-Methode sichtbar gemacht. Die
Pfeile markieren Einzelzellen mit schwacher perinukleérer und -zellularer Bindung des
MMP-2-spezifischen mAb. Der schwarze Balken entspricht einer Objektlange von 10
um.

Ohne Vorbehandlung der Schnitte war MMP-2 nur vereinzelt zellulér in den fibrotischen
Septen und im umgebenden Gewebe nachweisbar (Abb. 8A). Unter den gleichen
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Bedingungen fand sich MMP-9 perizellular neben Kupffer-Zellen in den Septen und
gleichzeitig in der Matrix des Regeneratknotens (Abb. 8C). Diese Darstellung deutete
darauf hin, dass endogene MMPs auBerhalb der produzierenden Zellen im Gewebe
gebunden vorliegen kénnen. Um einen Eindruck von der Bindungskapazitat
extrazellularer Strukturen fur MMPs zu erhalten, wurden Serienschnitte mit proMMP-2
(Abb. 8B) und proMMP-9 (Abb. 8D) vorbehandelt. Im Ergebnis waren beide
gleichmaBig stark insbesondere an die fibrotischen Strukturen gebunden.

Die Bindung von proMMP-2/-9 an fibrotische Septen im Lebergewebe zeigte, dass die
latenten Formen der Gelatinasen mit EZM-Strukturen assoziieren. Da in der fibrotischen
EZM Uberwiegend Molekile vorkommen, die nicht als Gelatinasesubstrat beschrieben
wurden, wurde in allen nachfolgenden Experimenten mit hochgereinigten EZM-
Molekilen und mit synthetischen Kollgenmimetika in vitro untersucht, welche EZM-
Bestandteile fur diese Bindung verantwortlich sind. Ferner sollten die die eigentlichen

Bindungsstrukturen genauer eingegrenzt werden.
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3.2.  Aktivierung latenter MMPs

Far die Aktivierung latenter MMPs standen verschiedene Methoden zur Verfligung, die
zunachst fur die geplanten Versuchsserien optimiert werden mussten. Wahrend beim
proMMP-2 die Prodoméane in Gegenwart von APMA effizient und vollstandig
abgespalten wurde, war diese Methode nicht die gunstigste fur die Aktivierung von
MMP-9. Die Abbildung 9 zeigt den Vergleich des zeitlichen Verlaufes der Aktivierung
von MMP-9 durch APMA und durch die Behandlung mit TPCK-Trypsin.

proMMP-9
ohne Zusitze + 1,3 mM APMA + 100 mg/mL TPCK-Trypsin
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Abbildung 9: Kinetik der Aktivierung von MMP-9. In Mikrotiterplatten, die mit Kl
vorbehandelt waren oder unbehandelt blieben, wurde 40 ng proMMP-9 allein in
Aktivierungspuffer oder in Gegenwart von APMA bzw. TPCK-Trypsin pipettiert. Die
enzymatische Aktivitat wurde alle 20 sec Uber einen Zeitraum von 17 min fluorimetrisch
erfasst.

Ohne Zusatz eines aktivierenden Agens anderte sich die enzymatische Aktivitat des
proMMP-9 (ber den gesamten untersuchten Zeitraum nicht wesentlich. Das Proenzym
war also unter diesen Bedingungen stabil. Die durch APMA-vermittelte
carboxyterminale Autolyse flhrte letztlich zu einer Aktivierung, die dem Plateaubereich
der Aktivierung durch Trypsin entsprach (,schwarze® Kurven, Mitte und rechts).
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Waéhrend durch die Abspaltung des Propeptids durch Trypsin bereits nach 7 min die
Aktivitat maximal war, wurde mit APMA dieser Punkt erst zu Ende des
Untersuchungszeitraumes erreicht. Uber plastikgebundenem Kl zeigte das proMMP-9
ohne Zusatze eine schwache enzymatische Aktivitat, die Uber dem Niveau der
unbehandelten Kontrolllécher lag. Deren Héhe anderte sich jedoch im Verlauf nicht. Die
Aktivierung mit APMA war durch das Kl sowohl zeitlich verzégert als auch in der H6he
reduziert. Das ist ein starker Hinweis darauf, dass das proMMP-9 an Kl gebunden sein
kénnte und so der APMA-vermittelten Autolyse nur begrenzt zugéanglich war, bzw. die
Autoaktivierung durch KI-Bindung inhibiert wurde. Bei der Behandlung mit Trypsin
verringerte sich durch das plastikgekoppelte Kl die Héhe des Plateaus der maximalen
Aktivierung. Eine denkbare Ursache ist, dass das Kl als Substrat fiir das Trypsin
konkurrierte und das fluorogene Substrat deswegen nicht entsprechend umgesetzt

werden konnte.

Flr die weitere Verfahrensweise bedeutete dies, dass im Interesse einer vollstdndigen
Aktivierung das proMMP-9 erst nach der Markierung mit ['?°] mit Hilfe von Trypsin
behandelt wurde.

3.3. Charakterisierung der ['®1]-markierten (pro)MMPs

Das Bindungsverhalten latenter und aktivierter Gelatinasen sollte mit Hilfe radioaktiv
markierter Enzyme untersucht werden. Die Tabelle 3 fasst den Erfolg aller

Markierungsanséatze zusammen.

Tabelle 3: Erfolg der Markierung von (pro)MMP-2/-9 durch ['*1] mit dem Bolton-
Hunter-Reagenz. Nach der Gelfiltration wurde die proteingebundene Radioaktivitiat der
MMP-Fraktionen mit einem y-Counter bestimmt. Gezeigt sind die spezifischen
Aktivitaten aus 12 verschiedenen Markierungsansatzen.

Enzym Form Durchschnittlich inkorporierte Radioaktivitat
(x10® cpm/ng Protein)

MMP-2 Latent 40 - 90
aktiviert 30 - 80
MMP-9 Latent 10-20
aktiviert 10-20
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Wahrend fur das MMP-2 unabhangig von der vorliegenden Form relativ hohe
spezifische Aktivitaten erreicht wurden, waren diese fur MMP-9 und seine Proform im
Schnitt um den Faktor 2-5 geringer. Dies ist durch die geringere Zahl der im Protein
vorliegenden Lysinreste erklarbar.. In allen Fallen war die Markierung ausreichend far
die nachfolgenden Bindungsstudien.

Im n&chsten Schritt wurde geprift, ob die Kopplung die Integritdt der Molekile und
deren enzymatische Aktivitat beeinflusst hatte. (Abbildungen 10 und 11).
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Abbildung 10: Nachweis der Integritat von (pro)MMP-2 nach der Markierung mit
['*®1]. Jeweils 1 ng unmarkiertes (Spuren 1 und 3) bzw. ['®I]-markiertes (pro)MMP-2
(Spuren 2 und 4) wurden in einem Zymographie-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
(A) die Abspaltung der Prodoméne der Gelatinasen mit Coomassie-Brilliant-Blue R250
sichtbar gemacht. (B) Im getrockneten Zymographie-Gel vorhandenes radioaktiv
markiertes Material wurde autoradiographisch sichtbar gemacht. Die GréBen der
Proteine sind angezeigt.

Vollstdndiges proMMP-2 hat ein Molekulargewicht von etwa 72 kDa. Eine
entsprechende Bande stellte sich bei unmarkiertem Proenzym und etwas
abgeschwacht auch nach der radioaktiven Markierung dar (Abb. 10A, Spuren 1 und 2).
Durch partielle Autolyse wurde bei einem Teil des Proteins die Prodomane abgespalten,
was eine schwache Bande bei etwa 66 kDa ergab. Die Bande mit einem
Molekulargewicht von 43 kDa entsprach einer Variante der Proform ohne die
Hamopexindoméne. Nach der Behandlung des unmarkierten proMMP-2 mit APMA
fehlte dem MMP-2 vollstandig die Prodoméane (Abb. 10A, Spuren 3 und 4). Neben der
erwarteten Bande bei 66 kDa zeigte sich hier bei 32 kDa ebenfalls eine Variante ohne

Hamopexindoméane. In der Autoradiographie stellte sich sowohl bei der latenten als
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auch bei der aktivierten Form des Enzyms nur der Anteil dar, bei dem die
Hamopexindoméane erhalten war (Abb. 10B, Spuren 2 und 4). Der Anteil der nicht-
markierten, definierten MMP-Bruchsticke lag in der densitometrischen Abschatzung im

Bereich von 10-35% des Gesamtproteins.
A B

1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung 11: Nachweis der Integritat von (pro)MMP-9 nach der Markierung mit
['*®1]. Jeweils 1 ng unmarkiertes (Spuren 1 und 3) bzw. ['®I]-markiertes (pro)MMP-9
(Spuren 2 und 4) wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Die enzymatische Aktivitat der
Gelatinasen (A) und die radioaktive Markierung (B) wurden wie in Abbildung 10
beschrieben sichtbar gemacht.

Im Gegensatz zum proMMP-2 fand keine Autoaktivierung statt und die Proform stellte
sich in einer distinkten Bande bei etwa 96 kDa dar (Abb. 11A, Spuren 1 und 2). Nach
der Behandlung mit Trypsin war das Propeptid vollstdndig abgespalten. Daraus
resultierte in der Zymographie eine Bande, die einem Molekulargewicht von 84 kDa
entsprach (Abb. 11A, Spuren 3 und 4). Die in der Tabelle 3 gezeigte geringere
spezifische Aktivitat der (pro)MMP-9-Préaparationen spiegelte sich auch in der im
Vergleich zum (pro)MMP-2 etwas schwéacheren Schwarzung des Films in der
Autoradiographie wider (Abb. 11B, Spuren 2 und 4).

Zusammengenommen bestatigten diese Daten, dass bei proMMP-2 durch die
Behandlung mit APMA die Prodomane vollstandig abgespalten wurde. Fir proMMP-9
war die Inkubation mit Trypsin erfolgreicher. Bei Markierung beider Gelatinasen und
ihrer Proformen mit ['?°1] bleibt die Integritit und die Aktivitat der Proteine erhalten.
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3.4. Bindung von (pro)MMP-2/-9 an EZM-Bestandteile
3.4.1. Bindung von proMMPs an isolierte Kollagene und Glykoproteine

Zur Beantwortung der Frage, an welche Bestandteile der EZM die Proformen der
Gelatinasen bevorzugt binden, wurde deren Bindung an hoch gereinigte und an
Polystyrol immobilisierten Molekiilen, die bevorzugt in der EZM der Leber vorkommen,
untersucht. Die Abbildung 12 zeigt das Ergebnis eines Screenings mit verschiedenen

Glykoproteinen der EZM und Kollagenen.
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Abbildung 12: Bindung von pro MMP-2/-9 an immobilisierte Kollagene und
Glykoproteine. Kollagene, zum Teil in reduzierter und alkylierter Form (ra), Fibronektin
(Fn), Fibrinogen (Fib), Laminin (Lam) und BSA als Kontrolle wurden in Konzentrationen
von 2 pg/Loch in Polystyrol-Mikrotiterplatten immobilisiert. Die so vorbehandelten
Lécher wurden mit radioaktiv markierten proMMP-2 bzw. proMMP-9 in ABC-Puffer (pH
9,6) versetzt und die gebundene Aktivitdt in Relation zur insgesamt eingesetzten
Radioaktivitat ermittelt (s.a. Material und Methoden). Gezeigt sind die Mittelwerte aus
mindestens 5 Versuchen mit Dreifachwerten + SD.

Durch die Abwesenheit von Ca®**-lonen wihrend der zweistiindigen Inkubation war eine
Autoaktivierung der MMPs unwahrscheinlich und es konnte davon ausgegangen
werden, dass diese Experimente das Bindungsverhalten der latenten Form beider

Enzyme zeigt. Interessanterweise zeigten die interstitiellen Kollagene Typ | und lll, die
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nicht als eigentliche Substrate der Gelatinasen beschrieben sind, mit 25% bzw. 40% die
starkste Bindung von proMMP-2 und -9. Weniger als 5% von beiden proMMPs waren
an das Kontrollprotein BSA gebunden. Damit zeigte proMMP-2 keine relevante Bindung
fir Fibronektin und Fibrinogen sowie Kollagen V und XIV. Fir Kollagen Il, IV und VI
fand sich eine schwache Bindung im Bereich von 10% der eingesetzten
proteingebundenen Aktivitdt. Eine etwas starkere Bindung von proMMP-2 als an die
nativen Kollagene zeigte sich fur die denaturierten Kollagene Typ IV und VI, was ein
erster Hinweis flr eine Konsensusbindungsstruktur auf den Kollagenen war. Fir
proMMP-9 zeigte sich keine relevante Bindung fur die Glykoproteine und die Kollagene
I, 1V, V und XIV, lediglich an die denaturierten Kollagene IV und VI und natives
Kollagen VI war eine schwache Bindung erkennbar. Um ein potenziell gemeinsames
Bindungsmotiv auf den Kollagenen eingrenzen zu kdnnen, konzentrierten sich die

weiteren Untersuchungen zunéchst auf Kollagen Typ [, Il und VL.
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3.4.2. Abhangigkeit vom MMP-Aktivierungsstatus

Um die Abhangigkeit der Kollagenbindung vom Aktivierungsstatus der MMPs zu
untersuchen, wurden analog zu den Experimenten mit den Proformen Bindungsstudien
mit MMP-2 und -9 nach Aktivierung durchgefihrt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Vergleich der Bindung von latentem und aktiviertem MMP-2/-9 an
immobilisierte EZM-Molekiile. Verschiedene Kollagene, Fibrin (Fib), Fibronektin (Fn)
und BSA (Kontrolle) wurden in Konzentrationen von 2 pg/Loch in Mikrotiterplatten
immobilisiert. Die so vorbeschichteten Lécher wurden mit radioaktiv markierten pro-
bzw. aktiviertem MMP-2 bzw. MMP-9 versetzt und die gebundene Aktivitat in Relation
zur insgesamt eingesetzten Radioaktivitat ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus
mindestens 5 Versuchen mit Dreifachwerten £+ SD.

Abbildung 13 zeigt eine eindeutige Bindungspraferenz der Proformen der MMPs
gegenulber den aktivierten Formen. So wurden ca. 23 bzw. 40% der Proform von MMP-
2 an Kollagen | bzw. Il gebunden wahrend aktiviertes MMP-2 nur in der

GréBenordnung von 10 bis 15% durch die respektiven Kollagene gebunden wurde. Ein

48



ahnliches Bild zeigte sich fur MMP-9, wobei hier die Bindung der Proform an Kollagen |
bei ca. 15 bzw. 38 % lag, wohingegen die aktivierte Form nur wenig Uber der
Hintergrundsbindung der Kontrollen lag. Die Bindung von proMMP-2/-9 an Kollagen VI
lag bei etwa 10% der eingesetzten proteingebundenen Aktivitdt. Sowohl MMP-2 als
auch 9 zeigten eine Bindung von weniger als 5% an Fibrin bzw. Fibronektin und lagen

damit im Bereich der Bindung von BSA.

3.5. Eingrenzung einer kollagenen Konsensusbindungsstruktur
3.5.1. Bindung an Fragmente aus Kollagen Typ |

Um potentielle Konsensusbindungssequenzen fir pro-MMP-2/-9 auf Kollagenen weiter
einzugrenzen, wurden Einzelketten und definierte Fragmente von Kollagen |, welches in
der Leberzirrhose quantitativ sehr stark exprimiert wird, in Bindungsstudien eingesetzt
(Abbildung 14)
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Abbildung 14: Bindung von (pro)MMPs an Einzelketten und Fragmente von KI.
Einzelketten von KI, komplette Gemische von CB-Fragmenten von ai(l) und a2(l) sowie

isolierte CB-Fragmente von ai(l) (CB3, CB6, CB7, CB8) wurden in Konzentrationen
von 2 ug/Loch in Mikrotiterplatten immobilisiert. Die so vorbehandelten Lécher wurden
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mit radioaktiv markiertem (pro)MMP-2 bzw. (pro)MMP-9 versetzt und die gebundene
Aktivitdt in Relation zur insgesamt eingesetzten Radioaktivitat ermittelt. Im Vergleich
dazu die Bindung an Kollagen | (= Gesamt). Gezeigt sind die Mittelwerte aus
mindestens 5 Versuchen mit Dreifachwerten £+ SD.

Unabhangig von der untersuchten Struktur, war auch bei den Einzelketten und
Fragmenten von Kl die aktivierte Form des entsprechenden MMPs schlechter als die
Proform gebunden. Nur maximal 10% bzw. 4-5% der aktivierten Formen von MMP-2
bzw. -9 wurden durch die einzelnen immobilisierten Ketten oder Fragmente von
Kollagen | gebunden. Im Gegensatz hierzu war sowohl fir proMMP-2 als auch flr
proMMP-9 die Bindung an die isolierte a1(l)-Kette, die eine homogene Tripelhelix bildet,
mit bis zu 40% gebundenem ['®I]-markiertem Protein am besten. Wurden die a1(l) oder
die a2(l)-Kette durch CB in definierte kiirzere Fragmente gespalten, so lag die Bindung
an das immobilisierte Gemisch der jeweiligen CB-Fragmente wieder in der
GroBenordnung der Bindung an natives Kl. Wahrend sich dieser Effekt bei proMMP-2
flr jedes der untersuchten isolierten CB-Fragmente der a1(l)-Kette wiederholte, war fir
proMMP-9 eine Praferenz der Bindung an CB8 (ca. 30%) gegentber CB7 und CB6
deutlich. Die Bindung von proMMP-9 an CB3 lag wieder im Bereich des Hintergrundes.
Die Bindung von proMMP-2 an mehrere einzelne Kl-Fragmente deutete nicht auf eine
singulare kurze Bindungssequenz sondern vielmehr auf eine gemeinsame kollagene
Konsensusstruktur hin, was auch durch Ligandenblotexperimente bestéatigt wurde
(Abbildung 15)

al(l)

Abbildung 15: Ligandenblot zur Bindung
(kDa) von [**®I]-proMMP-2 an Fragmente von KI.
Jeweils 2 pug von CB-Fragmenten der ai-
Kette von KI wurden unter reduzierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt.

s

CB7/8 Nach dem Ubertrag der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran wurde diese mit ['?°l]-
CBS proMMP-2 inkubiert und gebundenes Material
autoradiographisch sichtbar gemacht. Die
CB6 GréBen der in der Autoradiographie

sichtbaren Banden wurden anhand eines im
Gel mitgefihrten MW-Standards ermittelt und
sind angezeigt.
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Nach der elektrophoretischen Auftrennung der vollstdndigen Gemische von CB-
Fragmenten der a1(l)-Kette zeigte sich unter den Bedingungen des Ligandenblots eine
Assoziation des ['?°[-markierten proMMP-2 an bestimmte Fragmente. Aus der ai(l)-
Kette waren CB7 und CB8 die bevorzugten Partner. Die schwéachere Bindung an CB6
war hier Uberwiegend auf die im Vergleich zu den Bindungsexperimenten mit isolierten
CB-Fragmenten im Mikrotiterplattenformat geringeren Mengen dieses Fragmentes
zurckzufihren. Das Ubereinstimmende Bindungsmuster sowohl im
Mikrotiterplattenversuch als auch in den Ligandenblots spricht dafiir, dass das
Immobilisieren der Proteine auf den Plastikflachen der GefaBe die Bindungsstellen fir

die untersuchten proMMPs auf dem Kollagen nicht verandert

3.5.2. Bindung an synthetische tripelhelikale Peptide

Die bereits untersuchten CB-Fragmente des nativen Kl unterscheiden sich nicht nur in
ihrer Lange, sondern auch in den Eigenschaften ihrer tripelhelikalen Struktur. Da die
Fragmente CB6, CB7 und CB8 mehr Wiederholungen des Triplets GPO als typische
kollagene Aminosauresequenz tragen, ist die Rigiditat der Tripelhelix héher als z.B. bei
dem Fragment CBS3. In den nachfolgenden Versuchen wurde daher untersucht, ob die
(pro)MMPs an eine vergleichbare synthetische Tripelhelix binden kénnen (Abbildung
16).
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Abbildung 16: Bindung von (pro)MMP-2/-9 an immobilisierte Kollagenmimetika. Die
synthetischen Kollagenmimetika (GPO)19, (GPP)1o, GPP’ und GAP wurden in
Konzentrationen von 2 pg/Loch in Mikrotiterplatten immobilisiert. Die so vorbehandelten
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Lécher wurden mit radioaktiv markierten (pro)MMP-2 bzw. (pro)MMP-9 versetzt und die
gebundene Aktivitdt in Relation zur insgesamt eingesetzten proteingebundenen
Radioaktivitat ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mindestens 5 Versuchen mit
Dreifachwerten + SD.

Wie auch schon bei den Kollagenen und den daraus gewonnenen Fragmenten war
auch fir die immobilisierten Kollagenmimetika die Bindung der Proform starker als die
der aktiven Form beider MMPs. Die meisten der untersuchten Strukturen hielten
weniger als 10% der ['?°I]-markierten (pro)MMPs zuriick und damit lag die Bindung im
Bereich der Hintergrundbindung der natlrlichen Proteine und Peptide. Maxima der
Bindung wurden sowohl fir proMMP-2 als auch far proMMP-9 mit 13,0 + 3,5% bzw.
17,4 £ 3,0% mit immobilisiertem (GPO)y erreicht. Da alle anderen Mimetika weniger
rigide Tripelhelices besitzen bestatigte diese Beobachtung den bereits mit den CB-
Fragmenten erhobenen Befund, dass die Tripelhelix selbst die entscheidende

Konsensusbindungsstruktur sein kénnte.

3.6. Konzentrationsabhangigkeit der MMP-Bindung

Im Ligandenblot konnten mit den verwendeten kleinen homogenen Gelen Proteine Gber
den notwendigen Molekulargewichtsbereich nicht hinreichend sauber aufgetrennt
werden und die Transfereffizienz auf die Nitrozellulosemembran war nicht
reproduzierbar. Daher wurde die Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von
(pro)MMPs im direkten Vergleich von hochmolekularen Kollagenen, relativ kleinen
Fragmenten und Mimetika mittels Dot-Blots untersucht. Die Abbildung 17 zeigt
beispielhaft einen solchen Dot-Blot mit (pro)MMP-9.
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Abbildung 17: Immobilisierte Kollagene, Kollagenketten, -fragmente und -
mimetika. Verschiedene isolierte Kollagene, Kollagenketten, -fragmente und -mimetika
wurden in steigenden Konzentrationen in 150 mM Essigsdaure auf eine
Nitrozellulosemembran aufgetropft bzw. immobilisiert und diese Membran mit
aquimolaren Mengen von aktiviertem ['*1]-MMP-9 und ['?°[]-proMMP-9 inkubiert. Die
nach Waschen auf der Membran verbliebene Aktivitdt wurde autoradiographisch
sichtbar gemacht.

Wie schon im Mikrotiterplattenformat mit 2 pg immobilisierten Kollagene und daraus
abgeleiteter Strukturen gezeigt, gab es keine nennenswerte Bindung aktivierter
Enzyme. Die Kollagene Typ | und lll erwiesen sich einmal mehr als potente
Bindungspartner, wobei die Bindung bei abnehmender Konzentration vergleichbar war.
Die a1(l)-Kette ist entscheidend an der Bindung der Proform beteiligt. Das mit 279
Aminosaureresten langste CB-Fragment der Kette CB8 bestatigte sich auch hier als
Bindungspartner, wobei der Effekt mit 4 ug in etwa dem mit 0,5 pg Kl entsprach. Bei
den Kollagenmimetika zeigt sich eine klare Praferenz zur Bindung an (GPO)s,. Die
Schwaérzung in Abb. 17 beim ersten Dot von (GPP){, war ein Artefakt und wurde bei
anderen Versuchsanséatzen nicht gefunden. Das nicht-tripelhelikale GAP konnte das
proMMP-9 nicht binden. Fir das MMP-2 und seine Proform wurde in analogen
Versuchen ein vergleichbares Bindungsverhalten gefunden (Daten nicht gezeigt).
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Auch diese Ergebnisse gestatteten nicht die Festlegung einer priméaren
Konsensussequenz fir proMMP-2 bzw. proMMP-9. Vielmehr legten sie die Vermutung
nahe, dass letztlich die tripelhelikale Struktur der Nichtsubstrat-Kollagene ein
Konsensusbindungsmotiv flr die latenten Gelatinasen darstellen und die Rigiditat der
kollagenen Tripelhelix mit der Bindungsstarke der proMMPs korreliert sein kdnnte.
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3.7. Inhibition der Bindung von proMMP-2 an Kollagene
3.7.1. Inhibition der proMMP-2-Bindung an Kollagen Typ |

Um Hinweise auf die Spezifitdt der Bindung der MMPs an die verschiedenen
immobilisierten Kollagene bzw. Fragmente und Mimetika zu erhalten, wurde
nachfolgend untersucht, inwieweit diese MMP-Bindung durch tripelhelikale Strukturen
blockiert werden kann. Diese Versuche wurden mit den latenten und aktivierten Formen
von MMP-2 und MMP-9 durchgefihrt. Hierzu wurde Kl auf den Mikrotiterplatten
immobilisiert und der inhibierende Effekt von geléstem Kil, Kl-Ketten/-Fragmente und
Kollagenmimetika auf die MMP-Bindung untersucht. Die Abbildung 18 zeigt

exemplarisch die Versuche mit proMMP-2.
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Abbildung 18: Inhibition der Bindung von proMMP-2 an KIl. In Mikrotiterplatten
wurden 200 ng/Loch Kl immobilisiert. Die so vorbehandelten Lécher wurden mit einem
Gemisch aus ['®I]-markiertem proMMP-2 und ansteigenden Mengen des
entsprechenden Inhibitors (kleines Feld) inkubiert. Die Anteile gebundenen proMMP-2
wurden im Verhdltnis zur eingesetzten Gesamtmenge der proteingebundenen
Radioaktivitat ermittelt. Die Kontrolle ohne Inhibitor entspricht 100%. Jeder Punkt
reprasentiert die Mittelwerte + SD aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten
mit Dreifachbestimmungen.
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Im Gegensatz zum linearen GAP inhibierten alle untersuchten Verbindungen, die
tripelhelikale Strukturen enthielten, konzentrationsabhangig die Bindung des proMMP-2
an immobilisiertes natives Kl. Wahrend von dem gelésten Gesamtmolekil Kl etwa 5 ug
fir eine halbmaximale Inhibition notwendig waren, wurde diese bereits mit 10-20fach
geringeren Mengen der homogenen ai(l)-Kette erreicht. Bei den hier untersuchten
Mengen des Fragmentes CB7 aus der al(l)-Kette lag die maximale Inhibition bei etwa
20%. Mit dem synthetischen (GPO)1, wurde die halomaximale Inhibition mit etwa 1 pg
erreicht. Unabhangig von den sehr unterschiedlichen Molekulargewichten des (GPO)1g
im Vergleich zum nativen Kl und zur gesamten ai(l)-Kette schien die Inhibition also
auch hier umso besser, je weiter das Inhibitormolekll auf eine tripelhelikale Struktur

reduziert wurde.

3.7.2. Inhibition der proMMP-2-Bindung an die a1(l)-Kette

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, wie geldste tripelhelikale Strukturen

die Gelatinasebindung an die immobilisierte a1(l)-Kette beeinflussen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Inhibition der Bindung von proMMP-2 an die ai(l)-Kette. Die a1(l)-
Kette wurde in aufsteigenden Konzentrationen in Mikrotiterplatten immobilisiert und die
Bindung von [**°I]-proMMP-2 in Gegenwart ansteigender Mengen des entsprechenden
Inhibitors (kleines Feld) wie in Abbildung 18 beschrieben ermittelt und ausgewertet.



Mit auf die Plastikoberflache der Mikrotiterplatten immobilisierter ai(l)-Kette war die
Inhibition der Bindung von proMMP-2 durch die natirlichen Proteine und Fragmente
starker akzentuiert als beim immobilisierten nativem KIl. Das aus der ai(l)-Kette
stammende Fragment CB7 war der potenteste Inhibitor mit einer halbmaximalen
Inhibition um 0,6 ug CB7. Die Effizienz der Inhibition der Bindung von proMMP-2 an die
immobilisierte ail(l)-Kette durch geléstes Kl entsprach mit 3-4 ug etwa der in der
Kombination mit immobilisiertem KI. In der homologen Kombination von geléster und
immobilisierter a1(l)-Kette war die Kette mit 1-2 pug immer noch ein guter Inhibitor, wenn

auch weniger wirksam als in der Inhibition der proMMP-2-Bindung an immobilisiertes KI.

Das Kontrollpeptid GAP zeigte wiederum keine Inhibition. Das synthetische (GPO)1o
bewirkte eine Inhibition, die jedoch in diesem Fall in der héchsten hier eingesetzten
Menge nicht Ober 25% der proMMP-2-Bindung hinausging. Damit kann geldstes
(GPO)1o die Bindung des proMMP-2 auch an die isolierte tripelhelikale a1(l)-Kette
seines natlrlichen Bindungspartners blockieren.

Auch bezlglich der Bindung des proMMPs an die a1(l)-Kette war also der geldste
Inhibitor umso effizienter, je gréBer der relative Anteil rigider tripelhelikaler Strukturen im

Gesamtmolekdil war.

Vergleichbare Inhibitionsversuche wurden auch mit aktiviertem MMP-2 durchgefiihrt
und es ergab sich das gleiche Bild der Inhibition der Bindung des Enzyms an die
immobilisierte a1(l)-Kette bzw. Kl durch geldste tripelhelikale Verbindungen (Daten
nicht gezeigt). Das aktivierte MMP wurde auch hier insgesamt wesentlich schwacher an
die EZM-Moleklle gebunden. Die maximale Bindung des Enzyms resultierte in etwa
1500 cpm, was einem Drittel der Bindung des ['?°I]-markierten proMMP-2 entsprach.
Auf diesem niedrigeren Niveau wurde ebenfalls eine konzentrationsabhangige
Abnahme der Bindung in Gegenwart geléster Inhibitoren beobachtet. So wurde
wiederum bestatigt, dass die Stérke der Bindung zwar durch die An- oder Abwesenheit
der Prodoméne beeinflusst wird, die Bindung aber nicht allein durch direkte
Interaktionen der a1(l)-Kette bzw. des Kl mit der Prodoméane der Gelatinase vermittelt

wurde.
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3.7.3. Inhibition der proMMP-2-Bindung an (GPO)o

Durch die Immobilisierung des synthetischen tripelhelikalen (GPO);o sollte einerseits
untersucht werden, ob die beobachtete Inhibition der Bindung von proMMP-2 davon
abhangig ist, welche der beiden Komponenten an die Plastikoberflache gebunden ist
bzw. in Ldsung vorliegt. Andererseits sollten die Experimente mit der reinen
tripelhelikalen Struktur Aussagen gestatten, ob Kollagen-Kollagen-Interaktionen, die
moglicherweise die tripelhelikalen Strukturen freilegen oder verdecken kénnten, das
Bindungsverhalten des proMMP-2 beeinflussen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Inhibition der Bindung von proMMP-2 an das synthetische
Kollagenmimetikum (GPO). (GPO)io wurde in aufsteigenden Konzentrationen in
Mikrotiterplatten immobilisiert und die Bindung von ['?°[]-proMMP-2 in Gegenwart
ansteigenden Mengen des entsprechenden Inhibitors (kleines Feld) wie in Abbildung 18
beschrieben ermittelt und ausgewertet.

Das komplexe Kl und seine isolierte a1(l)-Kette bewirkten erst mit den gréBten
eingesetzten Mengen eine Inhibition der Bindung von proMMP-2 um 40-45%. Das lag
auch im Bereich des Maximums der Inhibition. Bessere Inhibitoren waren dagegen die
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kleineren Molekiile mit tripelhelikalen Strukturen, also das CB7-Fragment der a1(l) und
auch das synthetische (GPO)1o mit einem Halbmaximum der Inhibition um 0,5 ug. In der
homologen Kombination mit immobilisiertem und geléstem (GPO)o konnten bis zu 80%
der Bindung inhibiert werden. Das lineare GAP unterlag Schwankungen im Bereich der
Standardabweichungen, hatte aber keine Wirkung in diesem System.

Diese Ergebnisse unterstreichen, dass die Tripelhelix der Kollagene selbst wesentlich
an der Bindung der latenten Gelatinasen beteiligt ist.

Zusammenfassend waren Kl, die ai(l)-Kette und (GPO)o in jeder der untersuchten
homologen Kombinationen von immobilisierter und geléster Form des entsprechenden
Molekulls in der Lage die MMP-Bindung zu inhibieren. Das sprach dafir, dass die
Bindungsstellen durch das Immobilisieren nicht wesentlich verandert wurden und
unterstrich, dass die Konsensusbindungsstruktur fir die Bindung von proMMP-2 in allen
diesen kollagenen Strukturen vorlag.
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3.8. Wirkung von (GPO)4 auf die proMMP-Bindung

Eine Inhibierbarkeit der Bindung von MMPs durch synthetische Peptide oder
Peptidanaloga mit geringem Molekulargewicht wére eine wichtige Voraussetzung, dass
mit Hilfe solcher Verbindungen die MMP-Verfagbarkeit in der Matrix in vivo lokal
moduliert werden kdnnte. Da eine Verbindung in Lésung andere Wechselwirkungen
eingehen kann als in immobilisierter Form, wurde das synthetische (GPO)1, im Hinblick
auf seine Fahigkeit zur Blockierung der Bindung von proMMP-2 nochmals genauer
betrachtet (Tabelle 4).

Tabelle 4: Einfluss synthetischer Kollagenmimetika auf die Bindung von
proMMPs. Jeweils 200 ng KI, ai(l), bzw. (GPO)s, wurden in Mikrotiterplatten
gebunden. Diese wurden anschlieBend mit einem Gemisch von ['?°l]-markiertem
proMMP-2 und dem entsprechenden Inhibitor 2 h inkubiert. Die Anteile gebundener
proMMPs wurden im Verhaltnis zur Gesamtmenge des eingesetzten radioaktiven
Materials ermittelt. Die residuelle Bindung ergibt sich aus dem Vergleich Bindung mit
maximal eingesetzter Inhibitormenge zu der einer Kontrolle ohne gelésten Inhibitor
(100%). Gezeigt sind Mittelwert und SD aus drei bzw. 2(*) Experimenten mit
Dreifachwerten.

Immobilisierter Geloster proMMP-2 gebunden %
Bindungspartner Inhibitor
Kollagen | (GPO)10 52 +8

GAP 143 + 59*
al(l) (GPO)1o 67 + 23

GAP 98 + 36
(GPO)10 (GPO)1o 29+16

GAP 80 £ 26

Das lineare Peptid GAP diente als Kontrolle und interferierte mit der Bindung des

proMMP-2 an die immobilisierten Strukturen nicht oder nur geringfligig.

Bezogen auf immobilisiertes Kl bzw. a1(l) lag das geldste (GPO)1o in den Versuchen im
50fachen molaren Uberschuss vor. Unter diesen Bedingungen verhinderte es
wirkungsvoll eine Bindung des proMMP-2 an die untersuchten homogenen artifiziellen
Matrices.
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3.9. Sattigbarkeit der (pro)MMP-Kollagen-Bindung
3.9.1. (pro)MMP-2

Neben der Inhibierbarkeit liefert die Sattigbarkeit und die daraus abgeleitete
Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) der Bindung Anhaltspunkte zur Spezifitat
und erlaubt eine Abschatzung der vorhandenen Bindungsstellen pro Molekil. Um
zunadchst die GréBenordnung der Bindungsstarke zu ermitteln, wurden
Sattigungsstudien mit den latenten und aktivierten Formen der Gelatinasen und den
immobilisierten Bindungspartnern Kl, ai(l)-Kette und (GPO)io durchgefihrt. Die
Abbildung 21 zeigt die fur (pro)MMP-2 erhaltenen Kurven.
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Abbildung 21: Sattigung der Bindung von (pro)MMP-2 an Kl, a1(l) und (GPO)1o.
1,38x10 pmol ['®I]-markiertes proMMP-2 bzw. 1,613x10 pmol ['#I]-markiertes MMP-
2 wurden mit 1-6 pmol des entsprechenden unmarkierten (pro)MMP-2 versetzt und das
Gemisch auf 2 pg/well immobilisierten Kl, a1(l)-Kette und (GPO)o 2 h inkubiert. Nach
dem Waschen der Platten wurden die Mengen gebundener radioaktiv markierter MMPs
bestimmt. Dargestellt sind die Daten eines (von mindestens drei) reprasentativen
Experiments.
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Im untersuchten Mengenbereich bis 6 pmol proMMP-2 konnte die Bindung an Kl und an
das synthetische (GPO)o nicht gesattigt werden. Ein zu erwartendes Maximum des
gebundenen latenten Enzyms lage dann Uber 0,09 pmol. Im Gegensatz dazu war die
Bindung an die a1(l)-Kette bereits in Gegenwart von etwa 0,5 pmol freiem proMMP-2

bei einem Plateau um 0,07 pmol gebundenen proMMP-2 zu sattigen.

Auch in diesen Versuchen bestatigte sich die insgesamt schwéachere Bindung des
aktivierten MMP-2. Bis zu den maximal verwendeten 6 pmol freien MMP-2 war die
Bindung an keinen der untersuchten immobilisierten Bindungspartner zu sattigen.
Bemerkenswerterweise ndhert sich die Kurve Uber (GPO)s, der des proMMP-2 an.
Damit scheint die Prodoméane entweder ohne Bedeutung flr die Bindung selbst zu sein
oder das synthetische Peptid verandert seinerseits die Konformation des Enzyms, so
dass eine, wenn auch schwache Bindung des aktivierten MolekUls an diese Matrix aus

nackter Tripelhelix mdglich wird.

Insgesamt lieBen diese nicht-linearen Verlaufe den Schluss zu, dass mehr als nur eine
strukturelle und/oder funktionelle Doméane sowohl auf der Seite des Enzyms als auch
bei den tripelhelikalen Strukturen beteiligt sein kénnte. In der Tripelhelix der ai(l)-Kette
kénnten stark bindende Strukturen durch eine im Vergleich zum heterogenen Ki
geanderte  Konformation beglnstigt sein. Die Rigiditdt der sekundéren

Tripelhelixstruktur war ein entscheidender Faktor bei der Bindung.
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3.9.2. (pro)MMP-9

Analog zu den Experimenten mit (pro)MMP-2 wurde das Bindungsverhalten von MMP-9

und ihrer Proform untersucht (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Sétti%ung der Bindung von (pro)MMP-9 an Kl, a1(l) und (GPO)1o.
1,163x102 pmol ['®I]-markiertes proMMP-9 bzw. 1,807x102 pmol ['®l]-markiertes
MMP-9 wurden wie in Abbildung 21 beschrieben mit ansteigenden Mengen
unmarkierten (pro)MMP-9 und die Bindung bestimmt. Dargestellt sind die Daten eines
(von mindestens drei) reprasentativen Experimentes.

Unabhangig vom auf die Plastikflache immobilisierten Molekil wurde mit etwa 2 pmol
proMMP-9 bereits eine Sattigung der Bindung erzielt. Kleine Unterscheide gab es in
den Maxima der gebundenen proMMP-9. Bei Kl und dem synthetischen (GPO)4o waren
sie im Bereich um 0,06 pmol etwas héher als bei der ai(l)-Kette mit etwa 0,04 pmol.
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Das aktivierte MMP-9 war wie aus den Vorversuchen erwartet ein sehr schlechter
Bindungspartner. Die Bindung zeigte einen linearen Verlauf, welcher dem einer
unspezifischen Bindung entspricht.

Die Sattigbarkeit der Bindung der Proform des MMP-9 und die einheitlichen, nur fir den
Aktivierungszustand des MMP-9 charakteristischen Verldufe der Bindung an die

unterschiedlichen Partner deuteten auf eine im Vergleich zum (pro)MMP-2 geringere

Zahl an der Bindung beteiligter Domanen oder sogar auf eine distinkte Domane hin.
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4. Diskussion

Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass die EZM neben der rein
mechanischen Funktion als Zusammenhalt der Zellen im Gewebe auch als Speicher flir
verschiedene Wachstumsfaktoren wie z.B. den Keratinozyten-Wachstumsfaktor,
Interleukin-2, Oncostatin M oder den Platelet-derived Growth Factor fungieren kann (12,
55-57). Dartber hinaus gab es erste Hinweise, dass MMPs auch an solche Kollagene
binden kdnnten, welche nicht als Substrate dieser Enzyme beschrieben sind (44, 45).
Von diesen beiden Punkten ausgehend stellte sich die Frage, ob und wie die
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 durch Bestandteile der EZM gebunden werden

kdénnen.

Pathologische Veranderungen in der EZM-Zusammensetzung und im Matrixumbau
fihren zu fibrotischen Veranderungen im Gewebe. Deshalb war es zunachst interessant
zu untersuchen, ob die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 auch tatséachlich mit der EZM
assoziieren. In dieser Arbeit konnten mittels der Immunlokalisation in humaner
zirrhotischer Leber MMP-2 und -9 nicht nur intrazellular ( in hepatischen Sternzellen und
Kupfer-Zellen) sondern auch Matrix-assoziiert nachgewiesen werden. Damit war
gezeigt, dass endogen gebildete MMPs auch auBerhalb ihrer exprimierenden Zellen im

Bindegewebe vorliegen kénnen.

Hierbei ist allerdings zu berlcksichtigen, dass Uber den Einfluss der flr die Farbung
notwendigen Fixierungsschritte auf die Interaktion von MMPs mit der EZM wenig
bekannt ist. So konnte an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, dass diese Bilder
die tatsachlich in situ gebundenen MMP-Mengen nicht vollstandig widerspiegeln.

Dies ist in Ubereinstimmung mit publizierten Daten und Abbildungen, die sich jedoch in
erster Linie auf die Deskription der zellularen Expression konzentrierten und nicht die
auch sichtbare Matrixassoziation diskutierten. Die in diesem Zusammenhang
publizierten Bilder aus MMP-2- bzw. MMP-9-spezifischen immunhistologischen
Nachweisen zeigen immer auch Farbungen auBerhalb der exprimierenden Zellen. Da
jedoch die genaue Lokalisation der MMPs nicht von primarem Interesse war, wurde
dieser Umstand nicht diskutiert, da bei Arbeiten z.B. zur méglichen Beteiligung von
MMPs im Rahmen der Entwicklung und Metastasierung von Tumoren das wichtigste

Ziel war, prognostische Faktoren auszumachen (69, 70). Auch in anderen Arbeiten
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wurde die Expression und die Verteilung von MMP-2 und MMP-9 in Geweben neben
den oben genannten onkologischen Aspekten mit sehr unterschiedlichen

Fragestellungen bei verschiedenen Krankheitsbildern immunhistochemisch untersucht.

Ein Beispiel hierfur ist das Auge. Wenn durch das Wachstum epithelialer Stammzellen
Pterygien entstehen, wird dieser Prozess durch einen massiven Matrixumbau begleitet.
Hier ist MMP-2 nicht nur in den die Bowman-Membran begrenzenden Epithelzellen,
sondern auch direkt in der noch intakten Membran immunhistochemisch nachweisbar
(71). Ein ahnliches Bild ergibt sich in der mit dem Diabetes mellitus assoziierten
Retinopathie. Wéahrend in den epiretinalen Membranen des gesunden Auges MMP-1
und TIMP-2 zu finden sind, werden in einem GroBteil der pathologisch veranderten
Strukturen mit GefaBneubildung und Fibrose zuséatzlich MMP-2, -3 und -9 sowie TIMP-1
und -3 offensichtlich auch hier extrazellular immunlokalisiert (72). Alle diese
Untersuchungen stlitzen die eigenen immunhistologischen Daten einer Assoziation der
Gelatinasen mit der Matrix. Die fir den immunhistologischen Nachweis verwendeten
Antikérper der Klone 42-5D11 und CA-4001 fir MMP-2 sowie 56-2A4, 6-6A und GE-
213 far MMP-9 (69, 70, 72) unterscheiden in situ allerdings nicht zwischen den latenten
und den aktivierten Formen der Enzyme. So konnten zun&chst keine Aussagen zu
Bindungspraferenzen der Varianten dieser Enzyme gemacht werden. Nach einer
gezielten Behandlung der Gefrierschnitte des zirrhotischen Lebergewebes nach der
Fixierung mit Uberschiissen von proMMP-2 bzw. proMMP-9 waren unter
Pufferbedingungen, die eine enzymatische Aktivitdt der MMPs ausschlossen, in beiden
Fallen die proMMP-Signale klar und deutlich mit den fibrotischen Septen assoziiert. Die
Starke dieses Signals lieB auf eine besonders hohe Speicherungskapazitat der EZM far
die Proformen der Gelatinasen schlieBen.

Daraus resultierte die Frage, welche Moleklle nun im Einzelnen an der Matrixbindung
der MMPs beteiligt sind. Die EZM der fibrotischen Leber, an der hier in situ eine
Bindung der latenten Gelatinasen gezeigt wurde, besteht hauptsachlich aus
Verbindungen, die zunachst nicht als Substrate fir MMP-2 bzw. MMP-9 beschrieben
sind. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die in dieser Arbeit gewonnen Daten
denen der Literatur in tabellarischer Form gegentber gestellt.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Daten zur Bindung von (pro)MMP-2/-9 an
Molekile der EZM. Beurteilung der Bindungsstarke: ,-" keine Bindung, ,+“ schwach,
4+ mittel, ,+++“ stark; n.b. nicht bestimmt. Literatur: *Allan 1994 (44) 3 SAllan1995
(45)4 TOlson 1998 (46)

Bindung Von:
proMMP2 proMMP-9
Literatur*$1 Eigene Daten Literatur*$1 Eigene Daten
An:
Nativ:
Kollagen | +++ +++ +++ ++
Kollagen Il n.b. + n.b. +
Kollagen llI n.b. +++ n.b. +++
Kollagen IV ++ + ++%/-1 +
Kollagen V n.b. - n.b. -
Kollagen VI n.b. - n.b. -
Laminin ++(+) + F++ +
Tenascin n.b. - n.b. -
Fibronektin - - n.b. -
Heparin + n.b. + n.b.
Denaturiert:
Kollagen | +++ +++ +++ +++
Kollagen IV ++ ++ +++ ++
Kollagen VI n.b. ++ n.b. +
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Wie man an Tabelle 6 sieht, stellten die denaturierten Kollagene als Substrate
erwartungsgeman gute Bindungspartner dar. Im Vergleich zu den bereits publizierten
Daten wurde die Interaktion von den Gelatinasen mit verschiedensten, auch bisher
noch nicht untersuchten, EZM-Bestandteilen in dieser Arbeit genauer analysiert. .So
wurde in den hier verwendeten Assays gezeigt, dass die Gelatinaseproformen nur
schwach an native Kollagene Typ V und VI sowie an Laminin binden. Ebenfalls wurde
erstmalig gezeigt, dass sowohl proMMP-2 als auch proMMP-9 deutlich an Kollagen Typ
| und sehr gut an Kollagen Typ lll binden. Divergierende Ergebnisse zu den bereits
publizierten Daten gab es bei der Bindung von proMMP-9 an Kollagen Typ IV, was
durch die Schwéache der Methodik der bereits publizierten Daten zu erklaren ist: Allan
et al (44, 45) und Olson et al (46) verwendeten Antikdrper zum Nachweis (ELISA),
wohingegen die Detektierung des radioaktiv markierten MMP eine gréBere Genauigkeit

erzielt.

Die nativen Kollagene Typ | und lll sind die hauptséachlich in fibrotischen Geweben
vorkommenden Kollagene und keine Substrate flr die Gelatinasen. Inzwischen geht
man aber von einer mindestens schwachen kollagenolytischen Aktivitat durch MMP-2
auf Kl aus (73). Im Vergleich zu den Kollagenasen, die einen K, Wert im Bereich von 1-
2 uM haben, ist dieser Wert fur MMP-2 deutlich schwacher (74).

Zur Eingrenzung von Strukturen des Kl, die mit den Gelatinaseproformen interagieren,
standen neben dem nativen Gesamtmoleklil bereits isolierte Ketten und
unterschiedliche gereinigte CB-Fragmente der a1-Kette von Kl zur Verfligung. Mit den
intakten Proformen von MMP-2 und MMP-9 ergaben sich starke Bindungen an die a1-
Kette und auch an die a2-Kette von KI, was vermuten lieB, dass die Enzyme nicht an
eine einzelne Sequenz bzw. Bindungsstelle innerhalb des nativen KI-Gesamtmolekils
binden. Sowohl proMMP-2 als auch proMMP-9 banden an verschiedene CB-
Fragmente. Erstmalig wurde nachgewiesen, dass das Bindungsverhalten von proMMP-
9 an diese Molekile dem des proMMP-2 &hnelt. Bei beiden Gelatinaseproformen stieg
die Starke der Bindung proportional zur Lange der untersuchten Bindungspartner aus
der a1-Kette von KI. Beide banden nicht an die mit 36, 47 bzw. 37 Aminosaureresten
sehr kurzen CB-Fragmente 2, 4 und 5 (Daten nicht gezeigt). An die Fragmente CB3 und
CB6 mit 149 bzw. 192 Aminosdureresten war eine schwéachere Bindung nachweisbar.
Die starkste Bindung der proMMPs wurde an CB7 und CB8 gefunden, die mit 271 bzw.

281 Aminosaureresten auch die langsten der Fragmente waren. Dies war ein weiterer

68



klarer Hinweis daflir, dass die Bindung nicht dem Prinzip der Interaktion eines
Rezeptors mit seinem spezifischen Liganden folgt, sondern eher von einer
universelleren Bindungsstruktur ausgegangen werden kann. Diese Ergebnisse sind in
guter Ubereinstimmung mit den publizierten Daten von Steffensen und Ottl (48, 49).
Steffensen verwandte rekombinante Module, die die Fibronektin-Typ II-Doméne von
MMP-2 enthielten und zeigte eine Bindung an ihre Sequenz Uberlappenden CB-
Fragmente von KI. Ottl et al. konnten eine Bindung von MMP-2 an die Fragmente CB7
und CB8 der a1-Kette von Kl nachweisen. Dabei wurde evident, dass der tripelhelikale
dem ungeordneten gelatinésen Zustand bei der Bindung bevorzugt wird (48). Diese
sowie die eigenen Daten wiesen somit auf die Bedeutung der kollagenen Tripelhelix hin.

Alle Peptidketten des fibrillaren Kl enthalten Uber weite Bereiche die repetitive
Aminosaurensequenz Gly-X-Y. An der Position X findet sich meist ein Prolinrest. Das Y
steht in der Regel fir einen Hydroxyprolin- oder Prolinrest, kann aber auch ein Lysin-
oder Hydroxylysinrest sein. Je hdéher der Anteil der Iminoséurereste Prolin bzw.
Hydroxyprolin ist, desto stabiler ist die Tripelhelix. Die Zunahme der Rigiditat driickt sich
in der Erhéhung der Schmelztemperatur T, aus. So liegt der T,-Wert von (GPP)4o bei
24°C und der von (GPO)10, bei dem ein Prolinrest durch einen Hydroxyprolinrest ersetzt
ist, mehr als doppelt so hoch mit 58°C. Die Tripelhelix wird also durch die

Hydroxylierung betrachtlich stabilisiert (11).

Vor diesem Hintergrund ergibt die Analyse der hier verwendeten vier gréBten CB-
Fragmente CB3, CB6, CB7 und CB8 der ai-Kette von KI im Hinblick auf ihre
tripelhelikalen Strukturen folgendes Bild. Alle Fragmente bilden in Lésung Tripelhelices.
In der Sequenz von CBS3 liegen vier isolierte GPP- oder GPO-Triplets vor. Die
Fragmente CB6, CB7 und CB8 weisen zwischen 9 und 12 dieser Triplets auf. Das CB6-
Fragment enthalt in seiner Sequenz insgesamt 5 Bereiche mit mehr als zwei GPP- oder
GPO-Triplets, wahrend in CB7 und CB8 mehrere einzelne bzw. duplizierte Triplets
enthalten sind (75). Somit kénnen die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse
unterschiedlicher Bindungsstarken an die verschiedenen CB-Peptide dahingehend
interpretiert werden, dass der wesentliche Unterschied der Bindung an die CB-
Fragmente nicht in der Primarstruktur lag, sondern in der durch die Verteilung und
Zusammensetzung der Gly-X-Y-Triplets begrindeten Rigiditat der Tripelhelix.

Um die Korrelation zwischen tripelhelikaler Rigiditat der aus Kl abgeleiteten Strukturen
und Starke der Bindung von proMMP-2 und proMMP-9 weiter zu untermauern, wurden
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synthetische  Kollagenmimetika  eingesetzt. (GPO);y hat von den im
Mikrotiterplattenformat und im Dot-blot untersuchten Kollagenmimetika die stabilste
Tripelhelix und beide Gelatinaseproformen banden bevorzugt an diese Struktur. Die
Bindung an (GPP)io und (GPP’)1o war vergleichsweise schwacher und es wurde keine
Bindung an das GAP gefunden. Wie bei den aus dem nativen Kl abgeleiteten
tripelhelikalen Strukturen war auch bei den synthetischen Tripelhelices das Ausmaf der
Bindung von proMMP-2 und proMMP-9 offensichtlich von der Rigiditat der Tripelhelix
abhangig. Diese Ergebnisse flgen sich gut in die Daten der Literatur ein, die unter
anderen Gesichtspunkten bereits synthetische Peptide in Bindungsstudien verwendet
haben. Arbeiten zur Bindung rekombinanter Module aus der Fibronektindomé&ne von
MMP-2 sowie einer isolierten Sequenz ihres Propetids an synthetisches (GPP)s und
(GPP)1> zeigten eine bevorzugte Bindung der ersten beiden Module an die
tripelhelikalen Kollagenmimetika mit Assoziationsraten von 0,3-0,7 mM™ (32). Auch in
Bindungsstudien mit Hilfe der Surface Plasmon Resonance war auf dem Chip

immobilisiertes (GPO)1, ein guter Bindungspartner fir proMMP-2 (48).

Aus der Literatur sind bisher keine systematischen Untersuchungen zur Frage bekannt,
ob und inwieweit die Bindung der Gelatinasen an Kl vom Aktivierungszustand des
Enzyms abhéngig ist. Bislang wurden Uberwiegend die latenten Formen der
Gelatinasen untersucht, wobei die Ergebnisse stark vom gewahlten experimentellen
Ansatz abhangig waren. So wurden in Bindungsexperimenten, die auf dem Prinzip
eines Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) beruhen, verschiedene
rekombinante, gezielt verklirzte Formen von MMP-2 und MMP-9 an immobilisiertem K
untersucht. Fir den Nachweis der Bindung stand u.a. ein Antikdrper zur Verfigung, der
fur den N-Terminus, also die Prodomane von MMP-9 spezifisch ist. Unter diesen
Bedingungen wurde — im Gegensatz zu unseren Ergebnissen - kein Unterschied in der
Bindungsstarke zwischen latenten und aktivierten MMPs gezeigt (45). Allerdings sind
hier methodische Unterschiede, insbesondere in der Aktivierung der Proformen zu
diskutieren. Allan et al. aktivierten MMP-9 mit MMP-3, wahrend hier mit Trypsin (s.u.)
aktiviert wurde. Auch die unterschiedlichen Pufferbedingungen kénnten hier eine Rolle

spielen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Bindung der latenten und aktivierten Formen
beider Gelatinasen zunachst dadurch klar unterschieden, dass die aktiven Formen aus
der entsprechenden latenten Proform erzeugt wurden. Die Prodoméane von proMMP-2
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wurde in Gegenwart von APMA vollstadndig abgespalten. Fir die proMMP-9-Aktivierung
war diese Variante nicht erfolgreich und das Enzym war unter den
Standardbedingungen der Reaktion nur unvollstandig aktiviert, was den Beobachtungen
einer anderen Gruppe entspricht (76). Die Prodoméane der latenten MMP-9 wird mit
TPCK-Trypsin vollstandig abgespalten und entsprechend ist in den hier gezeigten
Zymographie-Gelen und in der Fluorimetrie eine vollstdndige Aktivierung zu
beobachten.

Fir den Nachweis der MMP-Bindung an kollagene Strukturen wurde eine sehr
empfindliche Methode mit Hilfe ['?°l]-markierter Enzyme gewahlt (77). Alle Enzyme
wurden nach der Markierung mit dem Isotop ['?°[] auf ihre Integritdt und ihre potentielle
enzymatische Aktivitat geprift. In  der Zymographie und im quantitativen
fluorometrischen Nachweis der enzymatischen Aktivitat des Enzyms wurde der Verbleib
der Prodoméne in den nicht aktivierten MMPs bzw. die Vollstandigkeit der jeweiligen
Aktivierung gezeigt. In den Bindungsexperimenten waren die untersuchten potentiellen
Bindungspartner der Gelatinasen unter nicht denaturierenden Bedingungen auf
Nitrozellulosemembranen oder Plastikoberflachen von Mikrotiterplatten gebunden.
Unabhangig vom Trager fir die Immobilisierung war unter nicht-aktivierenden
Bedingungen flr die MMPs die Bindung von proMMP-2 und proMMP-9 an Kollagen um
den Faktor 4-10 starker als die der entsprechenden aktivierten Form. Damit kann die
Hypothese, nach der die EZM eine Speicherfunktion fiir Gelatinasen hat, insofern
prazisiert werden, als die EZM bevorzugt die Proform speichert. In der latenten Form
beider Gelatinasen blockiert die Prodoméne das katalytische Zentrum (25). Da sich die
beiden Formen des Enzyms zunachst nur durch die An- oder Abwesenheit der
Prodoméne unterscheiden und beide die Fibronektindoméne als bindende Doméane
besitzen, kénnte das unterschiedliche Bindungsverhalten z.B. auf eine
Konformationsanderung nach Verlust der Prodoméane zurtickzuflihren sein, die andere

Exosites auf dem Gesamtmolekl fir die Bindung verfligbar macht (27, 44).

Die Starke und Spezifitdt der in dieser Arbeit beschriebenen Gelatinasen-Kollagen-
Interaktion konnte durch Inhibitions- und Sattigunsexperimente belegt werden. Von
einer spezifischen Bindung wird gefordert, dass diese konzentrationsabhangig sein
muss, sowie antagonisiert und gesattigt werden kann (77). Wie in den Dotblot-
Experimenten gezeigt werden konnte, nahm die Bindung der radioaktiv markierten
latenten Gelatinasen proportional zur Menge des angebotenen Bindungspartners zu.
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Damit war das erste Kriterium fir eine spezifische Bindung der proMMPs an die
natdrlichen und die synthetischen Verbindungen, die tripelhelikale Strukturen enthalten,

erfallt.

Die Inhibierbarkeit der Bindung der latenten und aktivierten MMPs an Kl und daraus
abgeleitete Strukturen wurde in Experimenten untersucht, in denen die Bindungspartner
der MMPs immobilisiert und in Lésung vorlagen. Dazu wurden die (pro)MMPs vor der
Zugabe auf die immobilisierten Bindungspartner mit geléstem Kl, Ketten bzw. CB-
Fragmenten daraus sowie mit den synthetischen Kollagenmimetika inkubiert. Die
Kollagene sind Makromolekile, bei denen man an experimentelle Grenzen mit der
klassischen Methodik eines Festphasenassays im Mikrotiterplattenformat stoBt.
SchlieBlich ist auch nicht bekannt, ob und inwieweit durch die Immobilisierung von
Proteinen das Molekil denaturiert (78) und die Verflgbarkeit funktioneller Domé&nen
beeinflusst wird (79, 80).

In allen homotypischen Kombinationen, also mit jeweils gleichem geléstem und
immobilisiertem Partner wurde die Bindung der MMPs in den untersuchten
Konzentrationsbereichen effizient inhibiert. Das spricht daflr, dass Immobilisierung
selbst die Bindungsstellen des Kollagens fur die MMPs nicht oder nicht wesentlich
verandert. Mit dem nattrlichen Kl und den daraus gewonnenen Ketten und Fragmenten
war die Inhibition der MMP-Bindung umso starker, je kleiner das Molekil war und umso
starker diese auf die tripelhelikale Struktur reduziert war. Das in der
Aminosauresequenz ahnliche, aber lineare Kontrollpeptid zeigt keine Inhibition. Dass
weder das geldste Fragment CB7 der a1-Kette von Kl noch das synthetische (GPO)qg
die Bindung an proMMP-2 an KI vollstdndig aufheben kbénnen, ist ein starker Hinweis
darauf, dass die Interaktion zwischen der Gelatinaseproform und Kl wesentlich, aber
nicht ausschlieBlich, durch die kollagene Tripelhelix vermittelt wird. Hier sind weitere
(eventuell Zuckerrest-basierte) Wechselwirkungen zwischen dem Kollagen und den
proMMPs als auch der Einfluss von Exosites zu diskutieren.

Die zur Uberpriifung der Spezifitait der Kollagen-MMP-Bindung durchgefiihrten
Sattigungsexperimente mit Kl, der al(l)-Kette und (GPO)1o zeigten vor allem fiir die
proFormen der MMPs eine limitierte Bindung. DefinitionsgemaB erkennt man eine
unspezifische Bindung daran, dass diese Uber einen weiten Bereich proportional zur
Konzentration des nicht-gebundenen Molekiils zunimmt. In den
Sattigungsexperimenten zeigte aktiviertes MMP-9 einen linearen Verlauf, der dem einer
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unspezifischen Bindung entspricht, und die Bindung war insgesamt nur sehr gering. Mit
der latenten MMP-9 war eine maximale Bindung an jedes der immobilisierten Molekile
bereits mit etwa 2 pmol proMMP-9 erreicht. Dass proMMP-9 mit allen untersuchten
Bindungspartnern einen Séttigungsverlauf zeigt, stitzt die Hypothese dieser Arbeit,
dass die Tripelhelix mindestens die wesentliche, mdglicherweise sogar die einzige
Struktur seitens des Kl ist, Uber die die Bindung vermittelt wird.

Im Vergleich zur aktivierten MMP-9 mit nur sehr schwacher unspezifischer
Basisbindung wurde mehr proMMP-2 an KI, die al(l)-Kette und (GPO);o gebunden.
Interessanterweise nahert sich die Kurve der aktivierten MMP-2 (ber (GPO)1o der des
latenten Enzyms an. Unter den Bedingungen dieses Assays wurde bei der Bindung von
proMMP-2 an Kl und (GPO), keine Sattigung erreicht, wahrend die Bindung an die a1-
Kette von Kl séttigbar war. Méglicherweise ist die bessere Bindung an die ai(l)-Kette im
Vergleich zum Gesamtkollagen | durch eine veranderte Konformation zu erklaren, die
im Falle der ai(l)-Kette zu einer verstarkten Prasentation von tripelhelikalen

Bindungsdomanen flhrt.

Ist eine Bindung zu séttigen, kann die Sattigungskurve in eine lineare Auftragung
transformiert werden. Aus einer solchen sogenannten Scatchardanalyse kann eine
Dissoziationskonstante abgeschéatzt werden, die umgekehrt proportional zur Affinitat der
Bindung ist. Ergibt eine solche Auftragung keinen linearen Verlauf, kann das ebenfalls
ein Hinweis darauf sein, dass mehr als eine Struktur an der Bindung beteiligt ist (81). In
komplexen biologischen Systemen und bei Makromolekilen ist die Bindung eines
Liganden haufig das Ergebnis des Zusammenwirkens spezifischer und unspezifischer
Phanomene. Eine direkte Ableitung der Dissoziationskonstante geht unter diesen
Bedingungen Uber die Madglichkeiten einfacher Scatchardplots hinaus. Aus ELISA-
Untersuchungen wurden fir die Bindung von proMMP-2 und proMMP-9 an Ki
Dissoziationskonstanten zwischen 10 und 100 pM abgeschatzt (44, 45). Durch
rekombinante Fragmente, die im Wesentlichen die Fibronektindoméane als bekannte
Kollagen-bindende Doménen der Gelatinasen enthielten, wurde der Einfluss von
Exosites auf die Bindung verringert. Fir die Bindung an Kl wurden auch hier
Dissoziationskonstanten von 15-300 pM ermittelt (49, 82). Mit Hilfe der Surface
Plasmon Resonance wurde die Bindung von proMMP-2 und der isolierten

Fibronektindomane an die immobilisierte a1(l)-Kette und an synthetische Trimere, die
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Kl und Gelatine simulieren, untersucht. Die Dissoziationskonstanten fiir diese
Bindungen lagen im mikromolaren Bereich (48).

Inwieweit (GPQO)4 die Aktivierung der MMPs beeinflusst, war nicht Gegenstand dieser
Arbeit, ist aber ein interessanter Gesichtspunkt flir mdgliche weitergehende

Untersuchungen.

Was sind aber aus Sicht der vorliegenden Arbeit mdgliche Ursachen fir die Wirkung
des Kl, der ai(l)-Kette oder des (GPO)1, auf das unterschiedliche Bindungsverhalten
der latenten und der aktivierten Formen beider Gelatinasen? Von proMMP-2 ist
bekannt, dass eine Seitenkette der Prodoméne intramolekular in die Tasche des dritten
Fibronektinmoduls COL-3 inseriert (25). Diese Bindung wird durch (GPP)s und (GPP)+2
nicht aufgehoben und diese Kollagenmimetika binden wiederum bevorzugt an die
Module COL-1 und COL-2 (31, 32, 83). Daraus und aus den Ergebnissen der eigenen
Inhibitionsversuche ist die folgende Abfolge der Ereignisse denkbar. Die Bindung von
Kl, daraus direkt abgeleiteten Ketten und Fragmenten, oder des synthetischen (GPO)1o
an die Fibronektindomane des proMMP-2 bewirkt eine Konformationsanderung in
latentem MMP-2. Dadurch entsteht eine gewisse Instabilitdt der raumlichen Anordnung
des Propeptids und die Blockade des aktiven Zentrums des Enzyms wird mindestens
partiell aufgehoben. Ein auf diese Weise teilaktiviertes proMMP-2 kénnte wie die
aktivierte MMP-2 in Abwesenheit der Bindung an Kollagen selbst instabil sein. Dann
unterliegt es einer schnellen Autodegradation und zerfallt in mehrere Fragmente, die in
den experimentellen Ansatzen nicht mehr als bindende Molekille dargestellt werden
kénnen. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung, dass proMMP-9 trotz nicht
abgespaltenen Propeptids nach der Bindung an Kollagen IV, wenn auch in verminderter
Form katalytisch aktiv sein kann, untermauert (42). Ein weiteres Indiz stammt aus den
fluorimetrischen Untersuchungen in Aktivierungsansatzen beider proMMPs (vgl.
Abbildung 9). In Gegenwart der Aktivatoren APMA fir proMMP-2 bzw. TPCK-Trypsin
fir proMMP-9 nahm die proteolytische Aktivitdt langsamer zu, wenn in den
Mikrotiterplatten immobilisiertes Kl vorlag. Gleichzeitig waren auch hier die Maxima der
enzymatischen Aktivitat geringer als in den Ansatzen ohne KI. Analog zu Ergebnissen,
die zeigten, dass die Bindung an Kl die MMP-2 vor Autolyse schitzt (41), kénnten die
proMMPs durch die Speicherwirkung des EZM-Molekils vor der Aktivierung geschutzt
sein. Einschrankend muss man sagen, dass MMP-2 ebenfalls kollagenolytisch wirken
kann (73, 74). Damit stlinde das aktive Zentrum des Enzyms nicht ausschlieBlich fir die
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Spaltung des fluorogenen Substrates zur Verflgung und die geringe Aktivitat ist hiermit

erklarbar.

Der Gesamtprozess der Aktivierung und der nachfolgenden Schritte, in deren Folge
mehrere inaktive Fragmente entstehen, ist besonders fir MMP-2 gut untersucht (40,
84). Zunéachst entsteht durch die Abspaltung des Propeptids das aktive Enzym mit
einem Molekulargewicht von 62 kDa. Die Bindung an den Inhibitor TIMP-2 schiitzt das
aktivierte Enzym vor Autodegradation, indem es die Abspaltung der Hamopexindomane
durch eine selektive Spaltung zwischen den Prolin- und Isoleucinresten in den
Positionen 394 und 395 und dartber hinaus eine weitere Spaltung zwischen Glus14 und
Leustss verhindert. Ein wichtiger biologischer Nutzen der Bindung der Proformen der
Gelatinasen an die EZM kénnte sein, dass sie die autokatalytische Aktivierung und
Degradation der proMMPs in Abwesenheit des Substrates verhindert. Neben der wenig
regulierten, konstanten Expression latenter Gelatinasen und der u.a. Uber die Stabilitat
der entsprechenden mRNA regulierten Translation wirde die selektive Speicherfunktion
der EZM far aktivierbare MMPs einen weiteren Regulationsmechanismus fir die

schnelle lokale Verflgbarkeit der Enzyme darstellen.
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5. Zusammenfassung

Der Ausgangspunkt fir die hier vorliegende Arbeit war das Interesse an den
molekularen Zusammenhangen, die an der Induktion, Aufrechterhaltung und Auflésung
einer Fibrose insbesondere in der Leber beteiligt sind. Neben direkten zellularen
Interaktionen spielen die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Leberzellen
und der extrazelluldaren Matrix (EZM) eine zentrale Rolle. Dabei wirken EZM-
Bestandteile, wie z.B. die Kollagene, nicht nur direkt auf die Zellen, sondern modulieren
deren Aktivitat auch indirekt durch die Speicherung von anderen Molekilen, wie z.B.
Wachstumsfaktoren (Crinopexy). Neben Wachstumsfakioren wurde auch fir
verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMPs), welche wesentlich am physiologischen
und pathologischen Umbau der EZM beteiligt und auch therapeutisch von groBem
Interesse sind, eine Speicherung in der EZM hypothetisiert. So wurde in ersten
Versuchen gezeigt, dass z.B. die Gelatinasen MMP-2 und -9 an Kollagen | binden, ohne
dass dieses ein primares Substrat dieser MMPs darstellt. Basierend auf der Hypothese,
dass die EZM MMPs speichern kann, war Zielsetzung dieser Arbeit, die Interaktion bzw.
die Speicherung von MMPs in der EZM weiter zu untersuchen, potentielle
Bindungsstellen auf den Hauptkomponenten der EZM, namlich den Kollagenen, zu

analysieren und diese Bindung ggf. direkt - z.B. mit Peptidanaloga - zu modulieren.

Methodisch wurden mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikérper in in situ-Farbungen
(APAAP) von EZM-gebundenen MMP-2 und -9 auf humaner zirrhotischer Explantat-
Leber durchgeflihrt. Zur weiteren in vitro Analyse der MMP-Kollagen-Interaktion wurden
hochaufgereinigte = EZM-Bestandteile (Kollagene, Kollagenketten, Cyanbromid-
abgebaute Kollagenfragmente) sowie synthetische Kollagenmimetika generiert bzw.
eingesetzt. Diese Komponenten wurden in verschiedenen Festphasen/Inhibitionsassays
(96-Lochplatten, dot-blot) mit [**°I]-markierten pro und aktivierten MMPs inkubiert und
die Bindungsstarke analysiert. Zuvor wurde u.a. mittels Zymographie gezeigt, dass die
Markierung der latenten und aktivierten Gelatinasen mit ['2°[] die Integritét der Proteine,
ihren Aktivierungsstatus und die potentielle enzymatische Aktivitat nicht beeintrachtigt.
Durch Etablierung eines Fluorimetrie-Aktivitatsassays konnte der Einfluss der MMP-
Kollagen-Bindung auf die Aktivitdt der MMPs untersucht werden.

Immunhistologisch wurde zuné&chst in situ in fibrotischem Lebergewebe nachgewiesen,
dass endogene MMPs auch auBerhalb der produzierenden Zellen im Gewebe
gebunden vorliegen. Wurden die Schnitte mit proMMP-2 bzw. proMMP-9 vorinkubiert,
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zeigte sich eine bevorzugte und starke Bindung der latenten Gelatinasen an fibrotische
Strukturen der Leberschnitte. In den Festphasenassays banden ['?°l]-markierte
proMMPs bevorzugt an die Kollagene Typ | und lll aber nur sehr schwach an andere
untersuchte EZM-Bestandteile. Die Proformen beider Enzyme wurden im Gegensatz zu
den entsprechenden aktivierten Formen sehr stark durch die gereinigten Matrixmolekule
gebunden. Damit wurde erstmals deutlich gezeigt, dass die Bindung von Gelatinasen
an Nichtsubstrat-Kollagene vom Aktivierungszustand des MMPs abhéangig ist, die EZM
also einen Speicher fiir die latenten Gelatinasen darstellt. Des Weiteren konnte in
einem fluorimetrischen Aktivitatsassay fir MMP-9 gezeigt werden, dass die Aktivierung
selbst ebenfalls durch die Bindung an Kollagen unterdriickt wird. Die Bindungsversuche
mit definierten Fragmenten von Kl sowie synthetischen Kollagenmimetika, die sich im
Wesentlichen durch den Anteil und die Rigiditat vorhandener tripelhelikaler Strukturen
unterschieden, zeigten, dass mit Zunahme des Anteils tripelhelikaler Strukturen
(Zunahme in der Reihenfolge Kl, a1-Kette von Kl [a1(l)], CB8- bzw. CB7-Fragment von
al(l)), die Fahigkeit latente Gelatinasen zu binden, zunahm. So lag die Annahme nahe,
dass nicht eine charakteristische Primarstruktur, sondern die Sekundarstruktur
,Kollagene Tripelhelix“ selbst als Konsensusstruktur fir die Bindung der proMMPs
fungiert. Dies wurde dadurch bestétigt, dass die Proformen beider Enzyme auch an das
synthetische Kollagenpeptid Glycin-Prolin-Hydroxprolin (GPQO)4o binden und (GPO)1g
allein effizient die Bindung der proMMPs an immobilisiertes Kl blockieren kann. Bereits
bei geringen Mengen proMMP-9 wurde eine Séattigung der Bindung an immobilisiertes
Kl, a1(l) bzw. (GPO)1o beobachtet. Das trifft fir proMMP-2 nicht zu. Hier war nur die
Bindung an die ai1(l) im untersuchten Konzentrationsbereich zu sattigen. Diese
Beobachtung ist méglicherweise auf Unterschiede in den Bindungsmechanismen und
die Anzahl der daran beteiligten Strukturen zurlckzuflihren, was der Gegenstand

weiterer Untersuchungen ist.

Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die tripelhelikale Struktur von
Kollagenen die Konsensusbindungsstruktur flr latente Gelatinasen darstellt. Durch
Modulation mittels spezifischer (synthetischer) Peptide kénnte es gelingen, diese
latenten MMPs lokal zu aktivieren und somit die Fibrose/Zirrhose lokal im Sinne einer
fibrolytischen Therapie zu modulieren. Ein Fernziel kdnnte sein, die interaktiven

Peptidsequenzen und das synthetische (GPO)io gegebenenfalls auch in Kombination
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mit bekannten MMP-Inhibitoren nicht nur auf ihre anti-fibrotischen sondern auch anti-
neoplastischen Eigenschaften in vivo zu testen.
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