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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Durch Isolierung der Gesamt-RNA aus den beiden humanen Ovarialkarzinomzellinien OV-
MZ-6 und OVCAR-3 und der humanen Mammakarzinomzellinie MDA-MB-231 konnte mit-
tels RT-PCR und Verwendung spezifischer Primer die fiir humanes ADAM 15 kodierende full
length-DNA synthetisiert werden. Die anschliefende DNA-Sequenzierung belegte erstmals die
konstitutive Expression von hADAM 15 in diesen drei Tumorzelltypen. Durch Verwendung der
full length-cDNA als PCR-Templat gelang die Klonierung verschiedener hADAM 15-cDNA-
Fragmente, die nach Ligation in Expressionsvektoren, zur Transformation bzw. Transfektion
von E. coli und P. pastoris bzw. den beiden Sdugerzellen OV-MZ-6 und CHO eingesetzt wur-
den. Nach Etablierung der entsprechenden heterologen Expressionssysteme war die proteinche-
mische und zellbiologische Charakterisierung der Funktion von hADAM 15 moglich. Hierzu
wurde nach Reinigung der in E. coli exprimierten Metalloproteinase-Doméne ein gegen diese
Domine gerichteter polyklonaler Antikorpers hergestellt. Nach Reinigung des Antikorpers
konnte dieser zur Detektion rekombinanter hADAM 15-Fragmente in der Western-Blot- und
Kolonie-Blot-Analyse eingesetzt werden. Der Antikorper ermoglichte Aussagen iiber Expres-
sionsraten, Prozessierung und Glykosylierung der rekombinaten hADAM 15-Fragmente. Die
heterologe Expression potentiell proteolytisch aktiver und inaktiver Varianten von hADAM 15
in P. pastoris erbrachte erstmals Hinweise auf eine proteolytische Aktivitit des Enzyms. Nur
bei heterologer Expression der Proform der potentiell aktiven Metalloproteinase-Doméne von
hADAM 15 wurde die Aktivitit einer konstitutiv exprimierten P. pastoris-Proteinase unter-
driickt. Die Expression der entsprechend potentiell inaktiven Mutante der Proform der Metallo-
proteinase-Domine beeinfluflte die Aktivitit dieser P. pastoris-Proteinase nicht. Zusitzlich zur
Metalloproteinase-Doméne wurde in dieser Arbeit die Disintegrin-Domédne von hADAM 15
untersucht, die als einzige der bisher bekannten ADAMs ein RGD-Motiv enthilt. Hierbei inter-
essierte insbesondere die integrinantagonistische Wirkung von hADAM 15 in der humanen
Ovarialkarzinomzellinie OV-MZ-6. Eine Uberexpression von hADAM 15 fiihrte in dieser Zel-
linie zu einer signifikanten Unterdriickung der Adhésion auf Vitronektin. Diese antiadhisive
Wirkung kénnte auf eine Beteiligung von hADAM 15 bei der Disseminierung von Zellen in an-
dere Gewebe hindeuten. Moglicherweise konnten die antiadhisiven Eigenschaften von hA-
DAM 15 - in Analogie zu anderen RGD-Disintegrinen - auch zur Induktion apoptotischer

Vorginge fiihren.
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2 Einleitung

21 Die ADAMs - A Disintegrin and Metalloproteinase

Die Familie der ADAMs (a disintegrin and metalloproteinases) umfafit eine Gruppe
membranstiandiger Typ I Glykoproteine (iiber 40 Vertreter), die sowohl in physiologische (Fer-
tilisation, Myoblastenfusion, Neurogenese) als auch pathologische Prozesse (Arteriosklerose,
Osteoarthritis, Alzheimer, Tumorgenese) involviert sind. Sie werden auch als MDCs bezeichnet
und sind somit als Proteine mit einer Metalloproteinase-, Disintegrin-, und Cystein-reichen-Do-
mine klassifiziert. ADAMSs stehen in enger Homologie zu den in Schlangengiften gefundenen
SVMPs (snake venom metalloproteinases) der Klasse P-III. ADAMs und SVMPs gehoren bei-
de zur Familie der Adamalysine und diese wiederum zusammen mit den Familien der MMPs
(matrix metalloproteinases), Astacinen (zuerst im FluBkrebs Astacus astacus beschrieben) und
Serralysinen (bakterielle Proteinasen) zur Superfamilie der Metzinkine. Alle Vertreter der Su-
perfamilie der Metzinkine sind zinkabhingige Proteinasen mit einem konservierten Methionin-
Rest und einem Zinkbindungsmotiv HEXXHXXGXXH in der proteolytisch aktiven Doméne.
Im allgemeinen sind ADAMs aus einem Signalpeptid, einer Pro-Domine, einer Metalloprote-
inase-Domine, einer Disintegrin-Doméne, einer Cystein-reichen Domine, einer EGF(epider-
mal  growth factor)-dhnlichen Domine, einer Transmembranregion und einer
zytoplasmatischen Domine aufgebaut. Die Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick iiber die bis zum
jetzigen Zeitpunkt klonierten und charakterisierten Vertreter dieser Familie. Die ebenfalls auf-
gefiihrten ADAMTSs (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type-1 modu-
les), die anstelle einer Transmembran- und zytoplasmatischen Doméne mehrere TS(Thrombo-

spondin)-Motive enthalten, stellen 16sliche Vertreter der Familie der ADAMs dar.

ADAM Alternative Charakteristika Literatur
Bezeichnung
ADAM 1 Fertilin o involviert bei der Fusion von Sper- | Wolfsberg et al. (1993), Perry et al.
PH-30 o matozoon und Oozyte; Pseudogen | (1995), Jury et al. (1997), Jury et
bei Primaten und Menschen al. (1998)
ADAM 2 Fertilin B Interaktion mit dem Oozyten-Inte- | Almeida et al. (1995), Cho et al.
PH-30 B grin o631 (1998), Chen et al. (1999a), Chen
et al. (1999b), Chen et al. (1999c¢)
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ADAM Alternative Charakteristika Literatur
Bezeichnung
ADAM 3A Cyritestin 1 involviert bei der Adhidsion und | Linder et al. (1997), Yuan et al.
CYRNI1 Fusion von Spermatozoon und | (1997), Adham et al. (1998),
tMDC 1 Oozyte; Pseudogen beim Men- | Frayne und Hall (1998)
schen
ADAM 3B Cyritestin 2 existiert in einer membrangebun- | Adham et al. (1998)
CYRN2 denen und 16slichen Form
ADAM 4 tMDC V vorwiegend Testis-spezifische Ex- | Wolfsberg et al. (1995)
pression
ADAM 5 tMDC 11 vorwiegend Testis-spezifische | Wolfsberg et al. (1995), Frayne et
Expression; Pseudogen beim Men- | al. (1999)
schen
ADAM 6 tMDC IV vorwiegend Testis-spezifische Ex- | Wolfsberg et al. (1995)
pression
ADAM 7 EPA I Funktion bei der Spermienreifung | Perry et al. (1995), Cornwall und
Hsia (1997)
ADAM 8 CD 156 Funktion bei der Extravasation von | Yashida et al. (1990), Yoshiyama et
MS2 Leukozyten und der Differenzie- | al. (1997), Choi et al. (2001)
rung von Osteoclasten
ADAM 9 MDC 9 wird in vielen Geweben expri- | Izumi et al. (1998), Howard et al.
Meltrin y miert; o-Sekretaseaktivitit; spaltet | (1999), Koike et al. (1999), Rog-
die Insulin-B-Kette, Gelatin, Fibro- | hani et al. (1999), Weskamp et al.
nektin und P-Casein; Interaktion | (1999), Nath et al. (2000),
mit SH3 Proteinen; Shedding von | Schwettmann und  Tschesche
HB-EGF; Interaktion mit den Inte- | (2001), Zhou et al. (2001)
grinen 06B1 und avfB5
ADAM 10 Kuzbanian wird in vielen Geweben expri- | Fambrough et al. (1996), Howard
KUZ miert; notwendig fiir die Axon- | et al. (1996), Lunn et al. (1997),
MADM Extension in Drosophila melano- | Pan und Rubin (1997), Rosendahl
gaster; o-Sekretaseaktivitit; pro- | et al. (1997), Sotillos et al. (1997),
zessiert NOTCH; spaltet proTNF- | Chubinskaya et al. (1998), Glynn
o, MBP und Typ IV Kollagen et al. (1998), Dallas et al. (1999)
ADAM 11 MDC Tumorsuppressorgen Emi et al. (1993)
ADAM 12 Meltrin o spaltet 0,-Makroglobulin; IGFBP- | Yagami-Hiromasa et al. (1995),
3 und -5; bindet an o-Actinin-2; | Galliano et al. (2000), Loechel et
beteiligt an der Myoblastenfusion; | al. (2000), Shi et al. (2000)
wird inhibiert durch TIMP 3
ADAM 13 Interaktion der zytoplasmatischen | Alfandari et al. (1997), Cousin et
Domine mit X-PACSIN2 in vivo al. (2000)
ADAM 14 ADM-1 mogliche  Funktion bei der | Podbilewicz (1996)
Embryonalentwicklung in Caenor-
habditis elegans
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ADAM Alternative Charakteristika Literatur
Bezeichnung

ADAM 15 MDC 15 enthilt ein RGD-Motiv; Interak- | Kritzschmar et al. (1996), Lum et
Metargidin tion mit den Integrinen ovP3, | al. (1998), Zhang et al. (1998)

o5B1 und a9p1

ADAM 16 MDC 16 moglicherweise involviert bei der | Shilling et al. (1997)

Fertilisation von Xenopus laevis
ADAM 17 TACE a-Sekretaseaktivitit;  prozessiert | Black et al. (1997), Moss et al.
proTNF-a,, TNF-a-Rezeptor, | (1997), Amour et al. (1998),
NOTCH 1-Rezeptor, L-Selektin, | Peschon et al. (1998), Lum et al.
TRANCE, HERIM-a; wird inhi- | (1999), Brou et al. (2000), Rio et
biert durch TIMP 3; Aktivierung | al. (2000), Zhang et al. (2000), Lee
durch NO moglich et al. (2001)
ADAM 18 tMDC III Spermienoberflachenprotein Frayne et al. (1998)
ADAM 27
ADAM 19 Meltrin 3 moglicherweise eine Funktion bei | Inoue et al. (1998), Fritsche et al.
der Differenzierung von Osteobla- | (2000), Wei et al. (2001)
sten; spaltet oi,-Makroglobulin
ADAM 20 Testis-spezifische Expression Poindexter et al. (1999), van Huijs-
duijnen (1998)
ADAM 21 Testis-spezifische Expression Poindexter et al. (1999), van Huijs-
duijnen (1998)
ADAM 22 MDC 2 vorwiegend im Gehirn exprimiert Sagane et al. (1998), Poindexter et
al. (1999)
ADAM 23 MDC 3 vorwiegend im Gehirn exprimiert Sagane et al. (1998), Poindexter et
al. (1999)
ADAM 24 Testase-1 Testis-spezifische Expression Zhu et al. (1999)
ADAM 25 Testase-2 Testis-spezifische Expression Zhu et al. (1999)
ADAM 26 Testase-3 Testis-spezifische Expression Zhu et al. (1999)
ADAM 28 MDC-Lm prozessiert autokatalytisch die | Roberts et al. (1999), Howard et al.
MDC-Ls eigene Pro-Doméne; spaltet MBP (2000), Howard et al. (2001)
eMDCII
ADAM 29 Testis-spezifische Expression; drei | Cerretti et al. (1999a), Cerretti et
Spleilvarianten al. (1999b)

ADAM 30 Testis-spezifische Expression; zwei | Cerretti et al. (1999a), Cerretti et
SpleiBvarianten al. (1999b)

ADAM 31 bevorzugte Expression in den Ley- | Liu et al. (2000)
dig-Zellen der Testis

ADAMTS 1 METH1 spaltet Aggrecan zwischen | Kuno und Matsushima (1998),
Glu(1871) und Leu(1872); spaltet | Kuno et al. (1999), Kuno et al.
0»-Makroglobulin (2000), Shindo et al. (2000)
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ADAM Alternative Charakteristika Literatur
Bezeichnung

ADAMTS 2 PCNP als Prokollagen-N-Protease betei- | Colige et al. (1997)
ligt an der Kollagenbiosynthese

ADAMTS 3 Kloniert aus Hirngewebe Nagase et al. (1997)

ADAMTS 4 Aggrecanase-1 | spaltet Aggrecan zwischen | Tortorella et al. (1999), Matthews
Glu(373) und Ala(374); spaltet | et al. (2000), Satoh et al. (2000),
Brevican zwischen Glu(395) und | Nakamura et al. (2000), Kashiwagi
Ser(396); wird inhibiert durch | et al. (2001)
TIMP 3; Transkription wird durch
AP stimuliert

ADAMTS 5 Aggrecanase-2 | spaltet Aggrecan zwischen | Abbaszade et al.  (1999),

ADAMTS 11 Glu(373) und Ala(374); wird inhi- | Kashiwagi et al. (2001)

biert durch TIMP 3

ADAMTS 6 vorwiegend in der Plazenta expri- | Hurskainen et al. (1999)
miert

ADAMTS 7 wird in vielen Geweben exprimiert | Hurskainen et al. (1999)

ADAMTS 8 stort die Angiogenese in vivo Vasquez et al. (1999)

ADAMTS 9 wird in allen bisher getesteten fota- | Clark et al. (2000)
len Geweben exprimiert

ADAMTS 12 signifikante Expression nur in féta- | Cal et al. (2001)
len Lungen; spaltet o,-Makroglo-
bulin

Tab. 2.1: Uberblick iiber die bisher bekannten ADAMs und ADAMTSs.

2.2 Die Dominen der ADAMs und ihre potentiellen Funktionen

Die Familie der ADAMs, deren erste Vertreter Ende der 80er Jahre entdeckt wurden, weisen
Strukturhomologien zu den in Schlangengiften gefundenen SVMPs der Klasse P-III auf. Aus
diesem Grund wurde vermutet, dal ADAMs dhnliche Eigenschaften wie SVMPs besitzen, also
moglicherweise proteolytisch aktiv oder potentielle Integrinliganden seien. Die SVMPs sind
16sliche Bestandteile von Schlangenseren und werden als Proenzyme in den Giftdriisen expri-
miert und anschlieBend in ihre aktive Form iibergefiihrt (Jia et al., 1996). Sie sind fiir die
hiamorrhagische Aktivitit der Schlangengifte verantwortlich, welche unter anderem zu einer
Degradation der Membranproteine der BlutgefdBwand fiihren (Markland, 1997). Eine Vielzahl
dieser Schlangengiftkomponenten beeinflu3t das Blutgerinnungssystem des Menschen und an-

derer Sduger (Markland, 1997). Einige von ihnen fiihren z.B. zur Degradation des Fibrinogens
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oder Fibrins aber auch zur Aktivierung des Plasminogens oder des Prothrombins. Auch die Ge-
rinnungsfaktoren V oder X kénnen von Schlangengiften aktiviert werden. Des weiteren hem-
men oder aktivieren Schlangengifte die Aggregation der Thrombozyten. Der wesentliche
Unterschied zwischen ADAMs und SVMPs besteht darin, da SVMPs 16sliche Proteine mit
proteolytischer Aktivitit sind, wohingegen nur 70% der zur Zeit bekannten ADAMs ein poten-
tielles Zinkbindungsmotiv aufweisen. Die bisher bekannten Vertreter der ADAMs beinhalten
800 bis 1200 Aminosduren und sind, mit Ausnahme von Splei3varianten und den ADAMTSs,
membrangebundene Proteine die in einer Vielzahl von unterschiedlichen Spezies (Mensch, Pri-
maten, Nagern, Amphibien, Wiirmern und Hefen) entdeckt worden sind. Ein Vergleich der Do-
mainenstruktur von ADAMs, ADAMTSs, SVMPs und dem einfachsten Vertreter der MMPs,
dem Matrilysin (MMP 7), ist in der folgenden Abbildung gegeben:
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Abb. 2.1: Vergleich der Doménenstruktur von ADAMs, ADAMTSs, SVMPs (P-III) und Matrilysin.

KACN

Auffillig sind vor allem die TS-Motive innerhalb der ADAMTSs. Es sind Wiederholungen
mehrerer TS 1-Module, die normalerweise innerhalb multifunktioneller Proteine der extrazellu-
ldren Matrix, die Adhision, Motilitit und das Wachstum von Zellen beeinflussen. Uber die
Funktion der innerhalb der Familie der ADAMTSs nur wenig konservierten Spacer-Regionen
ist bisher nur wenig bekannt. Allen in der Abbildung dargestellten Proteinen ist ein Signalpeptid
am N-Terminus gemeinsam, welches die Proteine in den sekretorischen Pfad durch das endo-
plasmatische Reticulum und den Golgi-Apparat dirigiert. Es wird kurz vor der Sekretion bzw.
dem Einbau in die Plasmamembran entfernt. Die Funktionen der weiteren in der Abbildung dar-

gestellten Doménen sollen im folgenden kurz besprochen werden.
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2.2.1 Die Pro-Domiine

Die Pro-Domine beinhaltet im allgemeinen 200 Aminoséurereste und wird in vielen Fillen
durch eine Furin-Spaltstelle RX(K/R)R von der Metalloproteinase-Doméne getrennt (Hurskai-
nen et al., 1999). Furin oder furinartige Proteinasen des Subtilisin-Typs spalten im Golgi-Ap-
parat hinter dieser Erkennungssequenz und prozessieren somit die Proform des Molekiils, wie
z.B. im Fall von ADAM 9, 12, 15 und ADAMTS 1 (Lum et al., 1998; Kuno et al., 1999;
Loechel et al., 1999; Roghani et al., 1999). Dieser Vorgang ist nicht von einer proteolytischen
Aktivitit der Metalloproteinase-Doméne abhéngig. Mutationsexperimente, bei denen der Glut-
amat-Rest im katalytischen Zentrum gegen Glutamin oder Alanin ausgetauscht worden ist, be-
legen, dal} die Prozessierung trotzdem vonstatten geht. ADAM 28 ist in diesem Zusammenhang
die erste bekannte Ausnahme, denn Untersuchungen zeigten, dafl die Entfernung der Pro-Do-
mine zumindest partiell autoproteolytisch, also in Abhingigkeit von der proteolytisch aktiven
Metalloproteinase-Doméne verldauft (Howard et al., 2000). Die Pro-Domine der ADAMs be-
inhaltet in vielen Fillen das von den MMPs und anderen Reprolysinen bekannte cysteine-
switch-Motiv. Es besteht aus einem in der Pro-Doméne konservierten Cystein-Rest, liber dessen
freie Thiolgruppe das im katalytischen Zentrum komplexierte Zink(Il)ion zusitzlich koordiniert
wird. Diese Komplexierung des katalytisch relevanten Zink(II)ions gewihrleistet die Latenz der
Proenzyme, und erst durch die Aufhebung der Wechselwirkung der freien Thiolgruppe des Cy-
steins mit diesem Zink(II)ion (bespielsweise durch Oxidation, Methylierung oder auch durch
Interaktion mit Ubergangsmetallen wie Quecksilber(I)ionen) werden die Enzyme aktiviert
(van Wart und Birkedal-Hansen, 1990; Grams et al., 1993). Die Regulation der proteolytischen
Aktivitdat wihrend der Biosynthese ist notwendig um eine vorzeitige und unkontrollierte Akti-
vierung dieser Proteinasen zu verhindern. Belege dafiir, daf dieses Modell auch auf die Familie
der ADAMs iibertragbar ist, liefern Studien an ADAM 12 und 17, die zeigen, daf} die Pro-Do-
mine die Aktivitdat der Metalloproteinase-Doméine inhibiert und dariiber hinaus auch die kor-

rekte Konformation des Molekiils bedingt (Loechel et al., 1999; Milla et al., 1999).

2.2.2  Die Metalloproteinase-Doméne

Die Metalloproteinase-Doméine der ADAMs besteht aus bis zu 200 Aminosiduren und gehort zu

der Superfamilie der Metzinkine (Bode et al., 1993). Strukturell verfiigen alle Metzinkine iiber
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ein fiinfstringiges B-Faltblatt und drei o-Helices in ihrer katalytisch aktiven Doméne. In dieser
Domine wird ein Zink(II)ion von drei Histidin-Resten im katalytischen Zentrum koordiniert,
welche das fiir diese Familie typische Zinkbindungsmotiv HEXXHXXGXXH generieren. Die
vierte Koordinationsstelle des Zink(Il)ions wird von einem Wassermolekiil eingenommen, so
daf sich insgesamt eine tetraedrische Koordinationssphire fiir das Zink(II)ion ergibt. Zusitzlich
zu diesem katalytisch relevanten Zink(Il)ion befinden sich auch noch ein strukturstabilisieren-
des Zink(IT)ion und zwei bis drei strukturstabilisierende Calcium(II)ionen innerhalb dieser Do-
mine (Bode et al., 1999). Der Glutamat-Rest innerhalb des Zinkbindungsmotives fungiert als
katalytische Base und der Glycin-Rest ermoglicht einen Umkehrpunkt in der Struktur (Jiang
und Bond, 1992). Der in der Superfamilie der Metzinkine konservierte Methionin-Rest befindet
sich in den meisten Fillen 20 - 30 Aminosduren C-terminal vom Zinkbindungsmotiv und trigt

wahrscheinlich zur Stabilisierung der proteolytisch aktiven Struktur bei.

Neben diesen Gemeinsamkeiten zwischen ADAMs und den iibrigen Vertretern der Metzinkine
existieren zwei grundlegende Unterschiede. Zum einen fehlt in fast 30% aller bisher bekannten
ADAMs das funktionelle Zinkbindungsmotiv, dazu gehoren die ADAMs 2 -7, 11, 14, 18, 22,
23 und 29, so da} anzunehmen ist, dal diese ADAMSs keinerlei proteolytische Funktion aus-
iiben. Zum anderen ist die Metalloproteinase-Domine in einigen maturierten Formen der
ADAMSs nicht mehr existent, dazu gehoren z.B. ADAM 1 und 2 (Fertilin o und ) (Blobel et
al., 1992). Die Frage nach der Funktion und dem Verbleib nach Prozessierung der Metallopro-
teinase-Domine in diesen beiden Proteinen ist bis heute unbeantwortet geblieben (Blobel,
2000). Im iiberwiegenden Teil (70%) der bis heute bekannten ADAMs ist das funktionelle
Zinkbindungsmotiv der Metzinkine vorhanden. Das sind die ADAMs 1, 8 - 10, 12, 13, 15 - 17,
19 - 21, 24 - 26, 28, 30, 31 und die ADAMTSs 1 - 9 bzw. 12. Es ist wahrscheinlich, daf} diese
Proteine - oder eine ihrer prozessierten Formen - proteolytische Aktivitit besitzen. Fiir einen
GroBteil dieser ADAMs und ADAMTSs steht die biochemische Charakterisierung noch aus

und somit auch die Beantwortung der Frage nach ihren natiirlichen Substraten und Inhibitoren.

2.2.2.1 Proteolytisch aktive ADAMs mit Substraten in vivo

Nur fiir eine kleine Gruppe proteolytisch aktiver ADAMs und ADAMTSs sind bisher in vivo-

Substrate identifiziert worden. In vielen Fillen handelt es sich bei diesen Substraten um zell-
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oberfldchenassoziierte Proteine, die durch die proteolytische Prozessierung in einen loslichen
Teil und einen weiterhin membrangebundenen Teil gespalten werden. Dieser Vorgang, das so-
genannte shedding (shed = verlieren, abwerfen) fiihrte zu einer alternativen Bezeichnung der
ADAMs, die danach auch als sheddases bezeichnet werden. Beispielsweise ist ADAM 9 zu-
sammen mit dem Isotyp & der Proteinkinase C (PKC9) fiir das TPA (12-O-Tetradecanoylphor-
bol-13-acetat) stimulierte shedding von proHB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor)
verantwortlich, wobei eine direkte Interaktion von PKCd und der zytoplasmatischen Doméne
von ADAM 9 vermutet wird (Izumi et al., 1998). Die Prozessierung des zelloberflidchenassozi-
ierten Rezeptors NOTCH durch ADAM 10 (KUZ), bei der NOTCH in einen extrazelluldren
und intrazelluldren Teil gespalten wird, ist ein wichtiger Schritt bei der lateralen Inhibierung der
Neurogenese bei Drosophila melanogaster (Pan und Rubin, 1997; Sotillos et al., 1997). Bei der
Ratte scheint ADAM 10 eine Funktion bei der Aktivierung von Homologen des NOTCH-Re-
zeptors zu haben, wobei diese auf den Knochen beschrinkt ist und keinen Einfluf} z.B. auf die
Entwicklung des Knorpels zu haben scheint (Dallas et al., 1999). Das wohl bekannteste Beispiel
ist die Prozessierung der membrangebundenen Proform des Zytokins TNF(tumor necrosis fac-
tor)-0, welches in Entziindungsprozesse involviert ist und dessen 10sliche und somit aktive
Form durch ADAM 17 (TACE (tumor necrosis factor-o-converting enzyme)) generiert wird
(Bazzoni und Beutler, 1996; Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Bemerkenswert sind in die-
sem Zusammenhang Hinweise darauf, daf3 die Prozessierung von proTNF-o nicht nur auf der
Zelloberfliche sondern moglicherweise schon in einem intrazelluldaren Kompartiment vonstat-
ten geht. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtungen, dal sowohl ADAM 17
als auch proTNF-a bevorzugt in einem perinukledren Zellkompartiment lokalisiert vorliegen
(Schldndorff et al., 2000), und daf3 durch die Stimulation von Zellen, z.B. mit PMA (Phorbol-
12-myristat-13-acetat), ein Reagenz welches normalerweise die shedding-Aktivitit erhoht, ein
verminderte Pridsenz des auf der Zelloberfldache lokalisierten ADAM 17 zu beobachten ist.
Moglicherweise wird ADAM 17 nach Stimulation mit PMA internalisiert und somit von der
Zelloberfliache entfernt. (Doedens und Black, 2000). Ein Knockout der ADAM 17-Expression
in Méusen geht mit einer abnormen Entwicklung der Lungen einher, ein normalerweise duferst
Zytokin- und Wachstumsfaktor-abhédngiger Proze3. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten,
dal diese Entwicklungsdefekte nicht auf eine mangelnde Prozessierung von proTNF-o
zuriickzufiihren sind, so daB} die sheddase-Aktivitit von ADAM 17 nicht nur auf proTNF-o. be-
schrinkt zu sein scheint (Zhao et al., 2001). ADAMTS 2 prozessiert Prokollagen I und II, ein
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essentieller Schritt bei der Ausbildung von Kollagenfasern. Ein Ausschalten der ADAMTS 2-
Expression in vivo fiihrt zu einer erhohten Fragilitdt des Bindegewebes, welche durch die Ak-
kumulation von Prokollagen und der Ausbildung abnormer Kollagenfasern hervorgerufen wird
(Colige et al., 1997; Li et al., 2001, Tang, 2001). Die Prozessierung von Aggrecan (ein Proteo-
glykan und Hauptbestandteil des Knorpels) durch ADAMTS 4 und 5 ist fiir die Elastizitéit und
Festigkeit des Knorpelgewebes entscheidend (Tortorella et al., 1999).

2.2.2.2 Proteolytisch aktive ADAMs mit Substraten in vitro

Fiir einige Vertreter der ADAMSs war es moglich in vitro Substrate zu identifizieren. ADAM 9
spaltet beispielsweise die Insulin-B-Kette und mehrere synthetische Peptide (Roghani et al.,
1999). Die Stimulation mit PMA fiihrt dazu, dal ADAM 9 eine o-Sekretaseaktivitit gegeniiber
coexprimierten APP(amyloid precursor protein)-Analoga in COS-7 Zellen aufweist (Koike et
al., 1999). Durch Zymographie konnten Gelatin, 3-Casein und Fibronektin in vitro als Substrate
identifiziert werden (Schwettmann und Tschesche, 2001). ADAM 10 spaltet Typ IV Kollagen
in vitro und prozessiert ein synthetisches Peptid, welches der proTNF-o-Spaltstelle nachemp-
funden wurde. (Lunn et al., 1997; Rosendahl et al., 1997; Millichip et al., 1998). Im Gegensatz
dazu weisen neuere Untersuchungen unter Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden dar-
authin, daf} die Prozessierung von proTNF-o. durch ADAM 10 nicht in den Leukozytenzellinien
Jurkat und THP-1 gefunden wird (Condon et al., 2001). ADAM 12 spaltet o,-Makroglobulin,
prozessiert IGFBP(insulin-like growth factor-binding protein)-3 und IGFBP-5 und wird durch
TIMP(tissue inhibitor of metalloproteinases) 3 inhibiert (Loechel et al., 1998, Loechel et al.
2000). ADAM 17 prozessiert den extrazelluldren Teil des NOTCH 1-Rezeptors (Brou et al.,
2000). Das APP wird durch die potentiellen a-Sekretasen ADAM 9, 10 und 17 gespalten (Bu-
xbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999; Schléndorff und Blobel, 1999). ADAM 19 fiihrt zur
Bildung eines kovalenten Komplexes mit und zur Spaltung von o,,-Makroglobulin (Wei et al.,
2001). Hinweise auf die proteolytische Aktivitit von ADAM 28 gibt die Beobachtung, daf3 die
Abspaltung der Pro-Doméne - zumindest teilweise - autoproteolytisch verlduft (Howard et al.,
2000) und erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dal3 ADAM 28 das MBP (myelin basic protein)
spaltet (Howard et al., 2001). ADAMTS 1 prozessiert Aggrecan und bildet einen kovalenten
Komplex mit o,-Makroglobulin (Kuno et al., 1999; Kuno et al., 2000). Fiir ADAMTS 4 konnte

Brevican, ein vorwiegend im ZNS (Zentralnervensystem) exprimiertes Proteoglykan als in vi-
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tro-Substrat identifiziert werden (Nakamura et al., 2000). ADAMTS 4 ist ebenso wie ADAMTS
5 durch die N-terminale inhibitorische Doméne von TIMP 3 hemmbar (Kashiwagi et al., 2001).

2.2.2.3 Die raumliche Struktur der Metalloproteinase-Doméine von ADAM 17

Die einzige bisher bekannte rdumliche Struktur einer ADAM-Metalloproteinase-Doméne ist
die von ADAM 17, welches zur Analyse der Struktur mit einem Hydroxamatinhibitor cokristal-
lisiert wurde. Vergleicht man die Struktur von ADAM 17 mit denen von MMPs, so finden sich
neben Gemeinsamkeiten im rdumlichen Aufbau der Substratbindungsstelle auch einige Unter-
schiede. Die S3°-Spezifititstasche von ADAM 17 istim Vergleich zu der von MMPs wesentlich
tiefer ausgebildet und weist eine Verbindung zur S1°-Spezifititstasche auf. Dariiber hinaus fehlt
in der Metalloproteinase-Domine von ADAM 17 eine der fiir die Adamalysine typische Calci-
um-Bindungsstelle (siehe 2.2.2) (Maskos et al., 1998). Die strukturellen Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zwischen ADAM 17 und den MMPs konnten der Grund fiir die Beobachtung sein,
dal zwar TIMP 3 die Metalloproteinase-Doméne von ADAM 17 zu hemmen vermag (Amour
etal. 1998; Lee et al., 2001), TIMP 1, 2 und 4 dazu aber nicht in der Lage sind. ADAM 10 zeigt
ein dhnliches Inhibierbarkeitsprofil, da es von TIMP 1 und 3 aber nicht von TIMP 2 und 4 ge-
hemmt wird (Amour et al., 2000). Bei diesen Untersuchungen wurde jedoch der Einfluf3 der Di-
sintegrin-, Cystein-reichen und EGF-dhnlichen Domiéne der betreffenden ADAMs
auBerachtgelassen, da stets nur die Metalloproteinase-Doménen alleine untersucht wurden.
Moglicherweise zeigen die Gesamtmolekiile ein anderes Verhalten gegeniiber Inhibitoren und

Substraten.

2.2.3  Die Disintegrin-Doméine

Die Disintegrin-Domine der ADAMs zeigt sehr hohe Sequenzhomologien zu den SVMPs der
Klasse P-II1, besteht aus 60 bis 90 Aminoséduren und beinhaltet 6 bis 15 Cystein-Reste (Bjarna-
son und Fox, 1995). Die Bindung an Integrine wird durch einen 13 bis 14 Aminosduren umfas-
senden loop vermittelt, an dessen Spitze eine fiir das jeweilige Disintegrin charakteristische
Tripeptidsequenz lokalisiert ist. Diese Tripeptidsequenz und die sie N- und C-terminal flankie-
renden Aminosiuren bestimmen die Spezifitit und Affinitidt gegeniiber Integrinen. Die Disin-

tegrin-Doménen der SVMPs der Klasse P-III enthalten in den meisten Fillen ein RGD-
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Tripeptid, wodurch sie beispielsweise mit dem Plittchenintegrin alIB3 interagieren und somit
die Aggregation der Thrombozyten verhindern. Man vermutet, dal der loop innerhalb der Di-
sintegrin-Domine in die ,,Tasche* eines Integrin-Heterodimers hineinragt und dadurch die
Wechselwirkung zwischen Disintegrin und Integrin initiiert (Wolfsberg und White, 1996). Ein
wesentlicher Unterschied zwischen den Disintegrin-Doménen der ADAMSs und SVMPs ist, dal
diese Dominen bei den membranverankerten ADAMSs eher Zell-Zell-Interaktionen vermitteln,
wohingegen sie bei den 16slichen SVMPs der Klasse P-III derartige Interaktionen bevorzugt un-

terbinden bzw. 16sen.

In mehreren in vitro-Studien konnten fiir die Disintegrin-Doménen einiger ADAMs Interakti-
onspartner aus der Familie der Integrine identifiziert werden. ADAM 2 zeigt bei der Fertilisa-
tion eine Wechselwirkung mit dem Oozyten-Integrin o681 (Chen et al., 1999a; Chen et al.,
1999b). Diese Interaktion wird durch das Tripeptid ECD im Disintegrin-Loop hervorgerufen
und der darin enthaltene Aspartat-Rest ist ma3geblich an dieser Wechselwirkung zwischen Di-
sintegrin und Integrin beteiligt (Bigler et al., 2000; Zhu et al., 2000). Ein I6sliches Tripeptid und
ein dagegen gerichteter Antikorper, nachempfunden dem Tripeptid-Motiv in der Disintegrin-
Doméne von ADAM 3, vermdgen beide die Adhésion und Fusion von Spermatozoon und Oo-
zyte zu inhibieren (Yuan et al., 1997). Weitergehende Untersuchungen konnten zeigen, dafl
hierbei auch der Glutamin-Rest an Position 7 des Disintegrin-loops mallgeblich beteiligt ist (Ta-
kahashi et al., 2001). Die Interaktion der Disintegrin-Domine von ADAM 9 mit dem Integrin
o6B1 auf der Oberfléiche der Fibroblastenzellinie HT 1080 fiihrt zu einer abgerundeten Morpho-
logie und gesteigerter Motilitit dieser Zellen, im Vergleich zu ihrer Motilitdt auf Laminin (Nath
et al., 2000). Des weiteren zeigt ADAM 9 eine RGD-unabhiéngige Interaktion mit dem Integrin
ovP5 auf Myelomzellen (Zhou et al., 2001). Auch fiir ADAM 12 und 15 konnte eine RGD-un-
abhingige Interaktion mit dem Integrin 91 gezeigt werden, die Zell-Zell-Interaktionen unter-
stiitzt (Eto et al., 2000). Humanes ADAM 15 interagiert aber auch in RGD-abhédngiger Weise
mit den Integrinen o33 und a5B1 wodurch die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten induzie-
ren werden konnen (Zhang et al., 1998; Kritzschmar et al., 1996). ADAM 23 interagiert mit
dem Integrin owvP3 iiber einen RGD-unabhingigen Mechanismus (Cal et al., 2000).
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2.24  Die Cystein-reiche und EGF (epidermal growth factor)-dhnliche Doméne

Die Funktionen dieser beiden Doménen sind bis heute noch nicht gut verstanden. Die Cystein-
reiche Doméne besteht aus iiber 160 Aminoséduren mit 10 bis 14 Cystein-Resten. Einige Cy-
stein-reiche Doménen besitzen in einem 23 Aminosiduren umfassenden o-helicalen Bereich
eine Strukturhomologie zu viralen Fusionsproteinen. Zu ithnen gehren ADAM 1,9, 11 und 12
und man vermutet, dal3 diese ADAMs eine Funktion bei Zell-Zell-Fusionsprozessen haben
(Wolfsberg und White, 1998). Die EGF-dhnliche Doméne umfaflit ungefihr 40 Aminosiuren
mit 6 Cysteinen. Moglicherweise sind diese beiden Doménen fiir die Interaktion der ADAMs
mit anderen Proteinen verantwortlich, wie z.B. Chaperonen bei der Biosynthese oder Interakti-
onspartnern und Substraten auf der Zelloberfliche. Diese Wechselwirkungen fiihren die
ADAMs moglicherweise an ihren physiologischen Wirkort und regulieren dariiber hinaus auch
ihre Aktivitit. Unterstiitzt werden diese Hypothesen durch die Beobachtungen, daf3 die Cystein-
reiche Doméne von ADAM 17 an der Freisetzung der Pro-Doméne und beim shedding des In-
terleukin 1 Typ II-Rezeptors beteiligt ist (Milla et al., 1999; Reddy et al., 2000). Die 16sliche
SpleiBvariante von ADAM 12, das sogenannte ADAM 12 S, bindet an das IGFBP-3 iiber seine
Cystein-reiche Doméne und prozessiert dieses dann proteolytisch (Shi et al., 2000). Des weite-
ren unterstiitzt die Cystein-reiche Doméne von ADAM 12 die Adhésion von Tumorzellen, z.B.

der Mammakarzinomzellinie MDA-MB-231 (Iba et al., 1999).

2.2.5 Die Transmembran- und zytoplasmatische Doméine

ADAMs sind, mit Ausnahme von bestimmten Spleivarianten und den ADAMTSs
membranstidndige Proteine des Typs I und enthalten somit in der Nihe ihres C-Terminus eine
hydrophobe Region mit der sie in der Plasmamembran verankert sind. Die Splei3varianten von
ADAM 11, 12, 17 und 28 bringen jedoch auch 16sliche Formen dieser Proteine hervor, denen
die Transmembran-Region und die zytoplasmatische Domine fehlen (Emi et al., 1993; Gilpin
et al., 1998; Cerretti et al., 1999; Roberts et al., 1999). Ob alle bisher klonierten ADAMSs sowohl
in membranverankerten als auch loslichen Formen existieren - entweder durch alternatives

Spleien oder shedding-Prozesse generiert - ist bis jetzt noch unbekannt.
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Die zytoplasmatische Domine der ADAMs variiert in ihrer Lange von 40 bis 250 Aminosduren
und ist moglicherweise an intrazelluldren Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Bei einigen
ADAMs weist sie Prolin-reiche Sequenzabschnitte auf, die auf eine Anbindung an das Zyto-
skelett oder auf eine Funktion als SH(src homology)3-Doménen-Ligand hindeuten. ADAM 9
und 15 interagieren z.B. mit den SH3-Doménen-tragenden Proteinen Endophilin I und SH3PX1
(Howard et al., 1999), wobei eine Auswirkung auf die intrazelluldre Prozessierung, den Trans-
port oder die subzellulidre Lokalisation dieser beiden ADAMSs vermutet wird. Eine Interaktion
der zytoplasmatischen Domine von ADAM 12 konnte mit der Protein-Tyrosin-Kinase Src, ein
ebenfalls SH3-Dominen-tragendes Protein beobachtet werden, wobei es zu einer Aktivierung
der Kinase durch Autophosphorylierung kommt (Kang et al., 2000). Des weiteren tritt ADAM
12 iiber seine zytoplasmatische Doméne mit dem muskelspezifischen Aktin-Bindungsprotein
o-Aktin-2 in Wechselwirkung, ein Vorgang, der fiir die Myoblastenfusion essentiell ist (Galli-
ano et al., 2000). Ein weiteres Charakteristikum der zytoplasmatischen aber auch der Trans-
membran-Doméne von ADAM 12 ist eine Signalsequenz, die eine verlangsamte Prozessierung
im trans-Golgi-Netzwerk bewirkt (Hougaard et al., 2000). Moglicherweise ist beit ADAM 15
eine derartige Signalsequenz in diesen beiden Doménen ebenfalls prasent, da ADAM 15 groB-
tenteils in einem intrazelluliren Kompartiment anstatt auf der Zelloberfliache gefunden wurde
(Lum et al., 1998). Auch fiir ADAM 13 aus Xenopus laevis konnte eine Interaktion mit SH3-
Domiinen-tragenden Proteinen gezeigt werden (Cousin et al., 2000). Die zytoplasmatische Do-
mine von ADAM 17 interagiert mit einem bei der Mitose involvierten Protein, dem sogenann-
ten MAD(mitotic arrest deficient)2, wobei ein weiterer Vertreter dieser Familie, das MAD2[3

eine Interaktion mit der zytoplasmatischen Doméne von ADAM 9 zeigt (Nelson et al., 1999).

2.2.6 ADAMs mit Thrombospondin-Motiven: Die ADAMTSs

Die 16slichen ADAMTSs enthalten zwei TS-Motive, die in sich aus mehreren TS1-Modulen
aufgebaut sein konnen. Das erste, niher am N-Terminus liegende TS-Motiv befindet sich zwi-
schen der Disintegrin- und Cystein-reichen Doméne. Das zweite TS-Motiv wird durch eine bis-
her nicht ndher charakterisierte Spacer-Region von der Cystein-reichen Doméne getrennt. Bei
einigen ADAMTSs folgt auf das zweite TS-Motiv nochmals eine Spacer-Region (Abb. 2.1).
Die TS-Motive beeinflussen zusammen mit den Spacer-Regionen die Interaktion der

ADAMTSs mit ihrer Umgebung. Beispielsweise zeigen die TS-Motive von ADAMTS 1 eine
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ausgepragte Affinitit zu Heparin oder sind zusammen mit der Spacer-Region fiir eine starke
Wechselwirkung mit der extrazelluldren Matrix verantwortlich (Kuno et al., 1997; Kuno und
Matsushima, 1998). An der Spaltung von Aggrecan durch ADAMTS 1 ist die Spacer-Region
ebenfalls beteiligt (Kuno et al., 2000). Auch bei ADAMTS 4 ist das TS-Motiv entscheidend an
der Erkennung und Spaltung von Aggrecan beteiligt (Tortorella et al., 2000). Das kiirzlich be-
schriebene ADAMTS 12 enthilt acht TS1-Module, die als ein-, drei- und viergliederige Modul-
gruppierung die drei TS-Motive des Molekiils aufbauen. Eine weitere Besonderheit ist die
intrazellulidre Prozessierung von ADAMTS 12 in ein 120 kDa N-terminales, proteolytisch akti-
ves (spaltet o,-Makroglobulin in vitro) und ein 83 kDa C-terminales Fragment (Cal et al.,
2001).

2.3 Das humane ADAM 15

Das humane ADAM 15 (hADAM 15, hMDC 15) oder auch Metargidin ist ein 814 Aminoséu-
ren umfassendes Protein, dessen cDNA erstmals von Kritzschmar und Kollegen (1996) be-
schrieben worden ist. Durch RT-PCR konnte die cDNA aus der humanen
Mammakarzinomzellinie MDA-MB-468 kloniert werden. Anhand von Northern-Blot-Analy-
sen konnte gezeigt werden, dafl das Primértranskript in vielen Geweben, wie z.B. Herz, Niere,
Lunge oder auch im Skelettmuskel zu finden ist. Die alternative Bezeichnung Metargidin soll
die Zugehorigkeit zu den METAlloproteinasen mit einem RGD-Motiv innerhalb der Disinte-
grIN-Domine symbolisieren (META RGiD IN). Dieses RGD-Motiv im hADAM 15 ist ein-
zigartig unter allen bisher bekannten ADAMs. Die Maus- und Ratten-Homologe des ADAM 15
enthalten die Tripeptidsequenz TDD (Lum et al., 1998; Bosse et al., 2000). Abbildung 2.2 gibt
einen Uberblick iiber die Dominenstruktur des hADAM 15 mit seinen wichtigsten Charakteri-
stika (rot gekennzeichnet): Modifiziertes cysteine-switch-Motiv GHTCALS innerhalb der Pro-
Domine; Furin-Spaltstelle RRRR zwischen Pro-und Metalloproteinase-Domine; Zinkbin-
dungsmotiv. HELGHSLGLDH innerhalb der Metalloproteinase-Doméne, RGD-Tripeptid
RGDC innerhalb der Disintegrin-Doméne, zwei Prolin-reiche Sequenzen PPPPRKP und
RPAPPPP innerhalb der zytoplasmatischen Doméne.
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Abb. 2.2: Die Doménenstruktur von humanen ADAM 15.

2.3.1 Das Signalpeptid und die Pro- und Metalloproteinase-Domiine von ADAM 15

Das Signalpeptid am N-Terminus dirigiert das ADAM 15 Molekiil in den sekretorischen Pfad
durch das endoplasmatische Reticulum und den Golgi-Apparat (Lum et al., 1998). Diesem Si-
gnalpeptid folgt die Pro-Doméne innerhalb der sich ein Cystein-Rest befindet, der fiir die La-
tenz der Metalloproteinase-Doméne iiber einen cysteine-switch-artigen Mechanismus
verantwortlich sein konnte (siehe 2.2.1). Da aber das cysteine-switch-Motiv GHTCALS in
hADAM 15 im Vergleich zum allgemeinen cysteine-switch-Konsensusmotiv PRCGVPD der
Metzinkine modifiziert ist, kann die Regulation der proteolytischen Aktivitit iiber diesen Me-
chanismus nicht uneingeschriankt angenommen werden (Birkedal-Hansen et al., 1993, McKie
et al., 1997; Bode et al., 1999). Die vier Arginin-Reste zwischen der Pro- und der Metallopro-
teinase-Domine sind charakteristisch fiir die Spaltstellen von Proprotein-Konvertasen, wie z.B.
Furin. Die Aktivierung der Metalloproteinase-Domine konnte also auch innerhalb des sekreto-
rischen Pfades (s.0.), z.B. im Golgi-Apparat erfolgen. Fiir murines ADAM 15 konnte gezeigt
werden, dal die Abspaltung der Pro-Doméne im trans-Golgi-Apparat erfolgt und Furin die Pro-
zessierung des Proenzyms in vitro mimetisch vollzieht (Lum et al., 1998). Die Metalloproteina-
se-Domiéne enthdlt ein fiir die Metzinkine beschriebenes Zinkbindungsmotiv mit drei
Histidinen und einem katalytisch wirksamen Glutamat-Rest (HELGHSLGLDH), so da} eine

proteolytische Aktivitdt des Molekiils diskutiert wird.

2.3.2 Die Disintegrin-Domiine von ADAM 15

Die ersten Untersuchungen zur Affinitéit der Disintegrin-Domine von hADAM 15 zu Integrinen

wurden 1998 von Zhang und Kollegen durchgefiihrt. Sie fanden, daf} die rekombinant als Fusi-
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onsprotein in E. coli hergestellte Disintegrin-Doméne von hADAM 15 mit dem Integrin otv33
interagiert. Eine Mutante bei der das RGD-Motiv gegen ein SGA-Motiv ausgetauscht worden
war, zeigte diese Wechselwirkung nicht (Zhang et al., 1998). Die Autoren stellten zudem fest,
daB die N-terminal flankierende Sequenz RPT vor dem RGD-Motiv die Affinitit zum Liganden
kontrolliert. Wurde das RPT-Motiv gegen ein NWK-Motiv ausgetauscht, zeigte die Disinte-
grin-Doméne eine zusitzliche Affinitdt zu dem Thrombozyten-Integrin ollIbB3. Weitere Hin-
weise fiir eine RGD-abhingige Interaktion der Disintegrin-Doméne mit potentiellen Integrin-
Liganden kamen von Nath et al. (1999). Die Autoren verwendeten in ihrem Modell keine bak-
teriellen Expressionsprodukte, sondern stellten den gesamten extrazelluldren Teil des Proteins
(die sogenannte Ecto-Doméne) in COS-7 Zellen als Fc-Fusionsprotein rekombinant her. Der C-
terminale Fc-Teil ermoglichte eine effektive Reinigung iiber Protein A-Sepharose und die Ex-
pression in eukaryontischen Zellen sollte gewéhrleisten, da3 das Expressionsprodukt in der na-
tiven Konformation mit einem korrekten Disulfidbriickenmuster gewonnen wurde. Die Autoren
fanden eine Interaktion mit dem Integrin o33, was die Ergebnisse von Zhang et al. (1998) be-
stitigte und zusitzlich eine Interaktion mit dem Integrin a5SB1. Dabei war auffillig, da nicht
alle a5B1 exprimierenden Zellinien, die die Autoren verwendeten, diese Interaktion zeigten,
sondern nur die T-Zellinie MOLT-4. Also scheint die Interaktion zwischen der Disintegrin-Do-
mine von hADAM 15 mit dem Integrin ae5B1 nicht nur Integrin- sondern auch zellspezifisch zu
sein. Die Disintegrin-Integrin-Wechselwirkung nahm mit ansteigender Temperatur zu und be-
notigte Calcium(1I)- und Magnesium(Il)ionen im umgebenden Medium. Durch die Gegenwart
von Mangan(Il)ionen wurde die Interaktion verstirkt (Nath et al., 1999). Die Interaktion mit
dem Integrin owvP3, welches essentiell an der Angiogenese beteiligt ist, mag im Hinblick auf die
Tumorgenese von besonderem Interesse sein, da beobachtet worden ist, dal} eine verstirkte Ex-
pression von otv33 auf Melanomzellen mit einer verstarkten Malignitit einhergeht (Albeda et
al., 1991; Montgomery et al., 1994). Dariiber hinaus konnte, da hADAM 15 auf Endothelzellen
gefunden worden ist (Herren et al., 1997), eine Interaktion von hADAM 15 mit owvPB3 die Ad-
hision von Tumorzellen an das Endothel beeinflussen und somit einen Initiationsschritt bei der
Neovaskularisierung darstellen (Nath et al., 1999). Das RGD-Motiv innerhalb der Disintegrin-
Domine von hADAM 15 weist jedoch noch eine Besonderheit auf. Direkt hinter dem Aspartat-
Rest befindet sich ein Cystein-Rest RGDC, der ansonsten nur bei nicht-RGD-Typ-Disintegri-
nen gefunden wurde (Kritzschmar et al., 1996). Verinderungen des Oxidationszustandes des

Cystein-Restes konnten die Konformation des RGD-Tripeptides veridndern und somit die Affi-
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nitidt zu potentiellen Liganden beeinflussen (Bosse et al., 2000). Neben der RGD-abhiéngigen
Wechselwirkung mit den Integrinen av33 und o531 gibt es auch Hinweise, daBl die Interaktion
mit dem Integrin 0931 RGD-unabhingig verliduft (Eto et al., 2000). Dabei wirkt sich die An-
wesenheit von Magnesium(Il)- und Mangan(Il)ionen als stimulierend, die Anwesenheit von
Calcium(II)ionen als inhibierend auf die Interaktion aus. Die Interaktion von Integrinen mit der
extrazelluldren Matrix zeigt die gleiche Sensitivitit gegeniiber den Konzentrationen von Ma-

gnesium(Il)-, Mangan(Il)- und Calcium(II)ionen (Chen et al., 1999a; Eto et al., 2000).

2.3.3 Die Cystein-reiche Domine von ADAM 15

Die Cystein-reiche Doméne von ADAM 15 ist hinsichtlich ihres Einflusses auf die physiologi-
sche und pathologische Funktion des Molekiils noch nicht charakterisiert worden. Ihre Beteili-
gung an der korrekten Prozessierung der Proform in Analogie zu der Cystein-reichen Doméne
von ADAM 17 wird diskutiert (Milla et al., 1999). Die Cystein-reiche Doméne von ADAM 15
weist zudem keine hydrophobe Region auf, so daf ihre Beteiligung an Zell-Zell-Fusionsprozes-
sen in Analogie zu Meerschweinchen- oder Rinder-Fertilin o, ausgeschlossen wird (Muga et al.,

1994; Kritzschmar et al., 1996; Waters und White, 1997).

2.3.4 Die zytoplasmatische Doméne von ADAM 15

Die zytoplasmatische Doméne enthilt zwei Prolin-reiche Regionen PPPPRKP und RPAPPPP,
so daB} eine Wechselwirkung mit SH3-Doménen-tragenden Proteinen seit der Klonierung der
cDNA in Betracht gezogen wurde (Kritzschmar et al., 1996). Somit konnte dieser Domiine eine
Bedeutung bei der Weiterleitung intrazelluldrer Signale oder eine Funktion bei der Anbindung
an das Zytoskelett zukommen (Kridtzschmar et al., 1996). Tatsichlich wurde fiir die Proform
von hADAM 15 gezeigt, daB3 sie mit den beiden SH3-Doménen-tragenden Proteinen Endophi-
lin I und SH3PX1 interagiert (Howard et al., 1999). Die reife Form von hADAM 15 (ohne Pro-
Domiine) zeigte jedoch keine Interaktion mit Endophilin I und SH3PX1. Es wird vermutet, daf3
die Interaktion mit der Proform die subzelluldre Lokalisation oder die Funktion von hADAM
15 beeinflufit. Diese Interaktion miiite somit noch vor dem medialen- bzw. trans-Golgi-Apparat
stattfinden, da hier die Pro-Doméne entfernt wird (Lum et al., 1998). Aus diesem Grund wird

eine Beeinflussung der Zell-Zell-Interaktion durch SH3-Doménen-tragende Proteine ausge-
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schlossen, da hierfiir die SH3-Doménen-tragenden Proteine mit der reifen Form von hADAM

15 interagieren miiBten (Howard et al., 1999).

2.3.5 Die intrazellulire Prozessierung von ADAM 15

Die intrazelluldre Prozessierung von ADAM-Proteinen wurde erstmals am Beispiel des muri-
nen ADAM 15 untersucht. Bei der Untersuchung von Mausgewebe konnte festgestellt werden,
da} der GroBteil des dort detektierten mADAM 15 ohne Pro-Domine vorliegt (Lum et al.,
1998). Uberraschend war jedoch die Beobachtung, dafl in mit mADAM 15 transfizierten COS-
7 Zellen mehr als die Hilfte des prozessierten Proteins intrazelluldr vorkommt. Moglicherweise
befordert ein endozytotischer Vorgang das reife Protein nach der Integration in die Plasmamem-
bran wieder in das Zellinnere zuriick (Lum et al., 1998). Fiir ADAM 17 konnte ebenfalls gezeigt
werden, da3 es nach Prozessierung vorwiegend in einem intrazelluliren Kompartiment lokali-
siert ist (Schlondorff et al., 2000). Ohne Erklédrung blieb die Beobachtung, dafl die Pro-Doméne
bei auf der Zelloberfldche exprimierten mADAM 15 trotz proteolytischer Prozessierung der Fu-
rin-Spaltstelle immer noch mit dem Restprotein assoziiert bleibt und dariiber hinaus an mehre-

ren unbekannten Positionen eine proteolytische Spaltung erfahrt (Lum et al., 1998).

2.3.6 ADAM 15 in pathologischen Prozessen

Bisher ist die Expression von ADAM 15 mit zwei pathologischen Phinomenen korreliert wor-
den. Einerseits konnten Herren et al. 1997 zeigen, dal das Auftreten arteriosklerotischer
Liasionen mit einer verstdrkten Expression von hADAM 15 einhergeht. Sie verwendeten zwei
zum einen gegen die zytoplasmatische Doméne und zum anderen gegen die EGF-dhnliche Do-
mine gerichtete Antikérper zur immunhistochemischen Untersuchung von gesundem und pa-
thologisch verdndertem Aortagewebe von Primaten. Sie zeigten hierbei, dal nur im Fall einer
arteriosklerotischen Lésion, eine Expression von ADAM 15 zu detektieren war. Neben diesen
in vivo Untersuchungen wurde die Expression von ADAM 15 in humanen glatten Muskelzellen
der Aorta und in humanen Endothelzellen der Nabelschnur in vitro nachgewiesen. Die Expres-
sion von ADAM 15 war konstitutiv und weder nach Aktivierung durch Zytokine oder chemo-
aktiver Reagenzien noch durch unterschiedliche Zelldichten zu beeinflussen. Ausgehend von

den Ergebnissen der immunologischen Untersuchungen von humanen Endothelzellen der Na-



EINLEITUNG 20

belschnur wurde die folgende Moglichkeiten fiir die Prozessierung und die potentiellen Funk-

tionen von hADAM 15 vorgeschlagen (Abb. 2.3).

Aktivitat

ﬁnteraktion

Aktivitat

ﬁnteraktion

Aktivitat

/:nteraktion

Abb. 2.3: Die mogliche Prozessierungen und Interaktionen von humanen ADAM 15 (modifiziert nach Her-
ren et al., 1997). (Die zur Darstellung der Doménen verwendeten Farben entsprechen denen bei Ab-
bildung 2.2)

A) Die Disintegrin-Doméne konnte mit Integrinen anderer Zellen wechselwirken und so Zell-
Zell-Kontakte und Signaltransduktionsprozesse initiieren. B) Durch die Freisetzung der Pro-
Domiine kommt es zur Aktivierung der Metalloproteinase-Domiine, die in membrangebundener
Form andere Zelloberflichenproteine der gleichen oder einer benachbarten Zellen proteolytisch
prozessieren konnte. Dariiber hinaus konnte die Disintegrin-Doméne mit Integrinen einer Nach-
barzelle interagieren und zur Signaltransduktion beitragen. C) Ein weitere Moglichkeit besteht
darin, da} die gesamte Metalloproteinase-Domine zusammen mit der Pro-Doméne (hier nicht
dargestellt) vom membrangebundenen Protein getrennt wird, in das umliegende Gewebe dif-
fundiert und es dort zu einer Aktivierung der Metalloproteinase kommt. Die nun endstindige
Disintegrin-Doméine induziert dann moglicherweise Zell-Zell-Kontakte und Signaltransdukti-
onsprozesse. D) Die letzte Alternative sieht die gemeinsame Abspaltung der Pro-, Metallopro-
teinase- und Disintegrin-Domine vor, die moglicherweise durch ein intrazelluldres Signal
initiiert wird. Durch die Disintegrin-Doméne zum Wirkort gefiihrt, entfaltet die Metalloprote-

inase-Domine nach Aktivierung dort ihr proteolytisches Potential (Herren et al., 1997).



EINLEITUNG 21

Ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung von hADAM 15 in pathologischen Prozessen erbrachten
Bohm et al. (1999). Sie konnten durch in situ-Hybridisierungsexperimente zeigen, da3 das
Knorpelgewebe im Fall einer osteoarthritischen Erkrankung eine intensive Expression der hA-
DAM 15-mRNA aufweist. Insbesondere in den Chondrozyten ist die hADAM 15-mRNA-Pro-
duktion im Vergleich zu gesundem Gewebe merklich erhoht, die calcifizierte Zone ist jedoch
anndhernd frei von hADAM 15-mRNA-Transkripten. Dariiber hinaus fanden sie auch einen
Anstieg der hADAM 15-mRNA in Chondrosarcomazellen in vitro. Die Autoren stellten darauf-
hin die Hypothese auf, dal moglicherweise die Interaktion von hADAM 15 mit dem Integrin
o531, welches ebenfalls in Chondrozyten exprimiert wird, die Anbindung des Integrins an die
extrazelluldre Matrix storen konnte. In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dal} eine Sto-
rung der Interaktion einer Zelle zur Matrix iiber das Integrin a51 zu transformierten Zellen
fiihrt (Plantefaber und Hynes, 1989). Alternativ konnte hADAM 15 durch proteolytische Pro-

zesse an der Umstrukturierung der Knorpel-Matrix beteiligt sein (Bohm et al., 1999).

Bei Zusammenfassung aller bisherigen Erkenntnisse iiber ADAM 15 kristallisieren sich folgen-
de Merkmale heraus: ADAM 15 zeigt sowohl eine RGD-abhiéingige als auch RGD-unabhingige
Interaktion mit einer definierten Auswahl von Integrinen. Uber die zytoplasmatische Domiine
wird die Interaktion mit SH3-Doménen-tragenden Proteinen vermittelt. Dies spricht zum einen
fiir eine Beteiligung von ADAM 15 an Signaltransduktionsprozessen oder auch fiir eine Anbin-
dung von ADAM 15 an das Zytoskelett. Die Prozessierung von ADAM 15 findet im Golgi-Ap-
parat statt, wobei Proprotein-Konvertasen, wie z.B. Furin, beteiligt sind. Nur ein geringer Anteil
des in der Zelle exprimierten Proteins ist tatsédchlich auf der Zelloberflédche prisent, der weitaus
groBere Teil befindet sich intrazelluldr in einem perinukledren Kompartiment. Hinweise auf
eine proteolytische Aktivitdt der Metalloproteinase-Doméne sind bisher nicht publiziert wor-

den.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Methoden wie Agarosegelelektrophorese, Restriktionsver-
dau, 5°-Dephosphorylierung und 3“-Phosphorylierung von DNA, Ligationen, Herstellung trans-
formationskompetenter E. coli, Lagerung von E. coli und P. pastoris, Transformation von E.
coli und Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mittels der alkalischen Lyse wurden nach An-
gaben von Sambrook et al. (1989) oder nach Angaben des Herstellers der betreffenden Produkte
durchgefiihrt. Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA wurde entweder das NucleoSpin® Plasmid
Kit (Macherey-Nagel, 2000a) oder das Nucleobond AX Kit (Macherey-Nagel, 2000b) einge-
setzt. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des
NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kits (Macherey-Nagel, 2000c). Die direkte Ligation von PCR-Pro-
dukten in einen Klonierungsvektor (pCR® 2.1 TOPO® oder pGEM®—T) wurde unter Verwen-
dung des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen, 2000) oder des pGEM®—T and pGEM®—T Easy
Vector Systems (Promega, 1999) durchgefiihrt. Fiir die Einfiihrung von Punktmutationen in
cDNAs wurde das Transformer™ Site-Directed Mutagenesis Kits (Clontech, 1994) oder eine

nach Ho et al. (1989) modifizierten Methode verwendet.

3.1.2 Stimme, Zellinien und Vektoren

3.1.2.1 Escherichia coli

E. coli TOP10 (Invitrogen)

Genotyp F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD1399 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL. (Str®) endA 1 nupG

Phénotyp Antibiotika sensitiv (Ampicillin und Kanamycin)

Verwendung Klonierung von PCR-Produkten in den pCR® 2.1 TOPO®-Vektor (Invitrogen).
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E. coli JM109 (Promega)

Genotyp recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 (rg~ mg*) relAl supE44 A(lac-proAB) [F~
traD36 proAB lacl9ZAM15]

Phénotyp Antibiotika sensitiv (Ampicillin und Kanamycin)

Verwendung Klonierung von PCR-Produkten in den pGEM®-T-Vektor (Promega).

puUC ori

pCR 2.1 TOPO

Ampicillin

Abb. 3.1: Plasmidkarten der Vektoren pCR 2.1 TOPO (Invitrogen) und pGEM-T (Promega). Beide Vekto-
ren wurden zur Klonierung von PCR-Produkten eingesetzt, die an ihrem 3”-Ende einen A-Uberhang
besitzen muflten.

E. coli XL1 Blue (Stratagene)

Genotyp F”:: Tn10 pro A*B* lacl9 A(lacZ)M15/recAl endA1 gyrA96 (Nal”) thi hsdR17
(rg mg ") supE44 relAl lac

Phénotyp Antibiotika sensitiv (Ampicillin)

Verwendung Transformation mit Expressionsvektoren fiir Klonierungszwecke.

E. coli BMH 71-18 (Clontech)

Genotyp thi, supE, A(lac-proAB), [mutS::Tn10][F proAB, lacl ZAMIS]

Phénotyp Antibiotika sensitiv (Ampicillin)

Verwendung Transformation mit Expressionsvektoren des pcDNA-Typs (Invitrogen) fiir Klo-

nierungszwecke nach Mutagenesen.

E. coli BL21(DE3) (Stratagene)
Genotyp F ompT hsdSg (rg” mp") gal dcm (DE3)
Phénotyp Antibiotika sensitiv (Ampicillin)



MATERIALIEN und METHODEN 24

Verwendung Heterologe Expression rekombinanter Proteine durch Vektoren des pET-Typs

(Novagen).

BamH I
Nhe |
amH I*
Sall
Nde I*
Xba |

] oo |

BamH |
Xho |
Nde |

|

§ o2

Ampicillin pPET-12b

Nde I*

Ampicillin

Ampicillin

pET-15b

4674 bp 5708 bp

Abb. 3.2: Plasmidkarten der Vektoren pET-11a, pET-12b und pET-15b (Novagen). Die genannten Vekto-
ren wurden fiir die Expression rekombinanter hADAM 15-Fragmente in E. coli eingesetzt. Die fiir die
Klonierung verwendeten Restriktionsstellen sind mit einem * gekennzeichnet. Im Fall des pET-15b
Vektors sind die Expressionsprodukte mit einem N-terminalen Hexa-Histidin-tag fusioniert.

3.1.2.2 Pichia pastoris

P. pastoris KM71 (Invitrogen)

Genotyp arg4 his4 aox1::ARG4

Phénotyp His” Mut>. Dieser Hefestamm zeigt unter Expressionsbedingungen (Methanol
als Kohlenstoffquelle) nur langsames Wachstum, da sein AOX(Alkoholoxida-
se)1-Gen durch Insertion eines fremden DNA-Fragmentes zerstort worden ist.

Verwendung Heterologe Expression rekombinanter Proteine durch Vektoren des pPIC-Typs

(Invitrogen).

P. pastoris X33 (Invitrogen)

Genotyp Wildtyp

Phénotyp Mut*. Dieser Hefestamm zeigt unter Expressionsbedingungen (Methanol als
Kohlenstoffquelle) schnelles Wachstum, da er iiber das funktionsfihige AOX1-
Gen verfiigt.

Verwendung Heterologe Expression rekombinanter Proteine durch Vektoren des pPIC-Typs

(Invitrogen).
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P TEF1

Ampicillin pP]CQ
8000 bp

pPICZo. A
3600 bp
CYC1TT

/

Abb. 3.3: Plasmidkarten der Vektoren der Vektoren pPICZco A und pPIC 9 (Invitrogen). Beide Vektoren
wurden fiir die Expression rekombinanter hADAM 15-Fragmente in P. pastoris eingesetzt. Die fiir die
Klonierung verwendeten Restriktionsstellen sind mit einem * gekennzeichnet. Alle Expressionspro-
dukte sind am N-Terminus mit der a-Faktor-Sequenz fusioniert um in das Ndhrmedium sekretiert wer-
den zu konnen. Im Falle des pPICZo A Vektors sind alle iiber die Restriktionsstellen Xho I und Xba I
klonierten Fragmente zusitzlich mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-fag fusioniert.

Zeocin

3.1.2.3 Humane und andere Siugerzellen

OV-MZ-6 (Mobus et al., 1992)
Die humane Ovarialkarzinomzellinie OV-MZ-6 wurde aus dem Aszites einer Patientin mit ei-

nem fortgeschrittenen serds-papillirem Zystadenkarzinom des Ovars isoliert und etabliert.

OVCAR-3 (Hamilton et al., 1983)
Die humane Ovarialkarzinomzellinie OVCAR-3 wurde aus dem Aszites einer Patientin isoliert,

die an einem fortgeschrittenen Adenokarzinom erkrankt war.

MDA-MB-231 (Cailleau et al., 1974)
Die humane Mammakarzinomzellinie MDA-MB-231 wurde aus einer Fliissigkeitsansammlung

in der Pleurahohle einer Brustkrebspatientin isoliert.

CHO (chinese hamster ovary) (Puck, 1958)
Die Ovarialzellinie CHO aus Hamster wird bevorzugt zur heterologen Expression rekombinan-

ter Proteine sowohl in adhédrent wachsenden Zellen als auch in Suspensionskulturen eingesetzt.
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pcDNA 3.1
Myc-His A

Ampicillin 5500 bp

Neomycin

Abb. 3.4: Plasmidkarte des Vektors pcDNA 3.1 Myc-His A (Invitrogen). Der Vektor wurde fiir die Expression
rekombinanter hADAM 15 Fragmente in Sdugerzellen eingesetzt. Die fiir die Klonierung verwendeten
Restriktionsstellen sind mit einem * gekennzeichnet, wobei diese so gewéhlt wurden, daf3 die Expres-
sionsprodukte mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-Tag fusioniert sind.

3.1.3  Expressionssysteme: Escherichia coli und Pichia pastoris
3.1.3.1 Escherichia coli BL21(DE3)

Der E. coli Stamm BL21(DE3) wurde nach Transformation mit Plasmiden (pET-11a, pET-12b,
pET-15b (Novagen)) die Ampicillinresistenz vermitteln und das gewiinschte Gen enthielten in
LB-Medium (10 g/l Peptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 0,2 mg/ml Ampicillin) zur Expres-
sion unter Schiitteln bei 200 rpm (37°C) im Fernbachkolben eingesetzt. Sobald die Bakterien-
kultur eine optische Dichte von ODg, 0,6 erreicht hatte, wurde durch Zusatz von 0,4 mM IPTG
die heterologe Expression des rekombinanten Proteins induziert. Um eine optimale Expression

zu erreichen wurden die Zellen vier Stunden bei den gegebenen Bedingungen kultiviert.

Nach Beendigung der Expression wurden 750 ml des Kulturmediums 30 min bei 4400 g (4°C)
zentrifugiert, die Zellen geerntet und der Uberstand verworfen. Nach Resuspension (Ultratur-
rax) der Zellen in 150 ml AufschluBBpuffer (20 mM TRIS, pH 8, 2 mM MgCl,, 5 mM Benzami-
din-HCl, 5 mM B-Mercaptoethanol, 10 mg/100ml Lysozym) wurden diese 30 min bei 200 rpm
(37°C) geschiittelt, wonach 150 U Benzonase® (Merck) hinzugefiigt wurden. Im Anschluf} wur-
de die Suspension weitere 30 min bei 200 rpm (37°C) geschiittelt. Nach Zentrifugation bei
16000 g (4°C) fiir 30 min wurde das Zellpellet zweimal mit Waschpuffer I (100 mM TRIS, pH
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8,5, 1 M Harnstoff, 5 mM Benzamidin-HCI, 5 mM B-Mercaptoethanol, 0,5 - 1,0% (v/v) Triton
X-100) und einmal mit Waschpuffer II (100 mM TRIS, pH 8,5, 2 M Harnstoff, 5 mM Benza-
midin-HCI, 5 mM [B-Mercaptoethanol) gewaschen. Der AufschluB} der inclusion bodies erfolgte
durch Resuspension (Ultraturrax) in ib(inclusion bodies)-Aufschlulpuffer (20 mM TRIS, pH
8,5, 8 M Harnstoff, 100 mM [-Mercaptoethanol) und anschlieBender Inkubation iiber Nacht bei
RT unter Riihren. Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 16000 g (4°C) wurde der so erhaltene

Uberstand fiir weitere Arbeitsschritte eingesetzt.

3.1.3.2 Pichia pastoris als Wirtsorganismus fiir die heterologe Expression

Die Hefe P. pastoris ist methylotroph, das heif}t, sie besitzt die Fihigkeit Methanol als einzige
Kohlenstoff- bzw. Energiequelle zu verwerten. Die Alkoholoxidase ist das erste Enzym dieses
Stoffwechselweges und oxidiert Methanol mit molekularem Sauerstoff zu Formaldehyd. Da
Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt dieser Reaktion auftritt, findet die Metabolisierung des
Methanols in den Peroxisomen statt, deren Anteil am Zellvolumen auf 80% ansteigen kann
(Veenhuis et al., 1983). Aufgrund der schwachen Affinitéit der Alkoholoxidase zu molekularem
Sauerstoff, steigt deren Konzentration zur Kompensation dieses Effektes auf bis zu 30% des
l16slichen Gesamtproteinanteils der Zelle an. Glucose wirkt als Repressor auf die Expression der
Alkoholoxidase, Methanol hebt diese Repression wieder auf. Die Induzierbarkeit des Promo-
tors der Alkoholoxidase durch Methanol macht man sich bei der heterologen Expression rekom-
binanter Proteine in P. pastoris zunutze (Ellis et al., 1985; Tschopp et al., 1987; Koutz et al.,
1989), wobei Ausbeuten bis zu einem Gramm pro Liter Kultur moglich sind. Geht dem zu ex-
primierenden Protein eine N-terminale Signalsequenz fiir die Sekretion voran, wird das Expres-
sionsprodukt in das Kulturmedium sezerniert. Hierzu hat sich die Signalsequenz des
Saccharomyces cerevisiae-0-Faktors bewéhrt (Cregg et al., 1993; Scorer et al., 1993), die nach
der Erkennungssequenz EKR durch die Proteinase KEX2 im Golgi-Apparat abgespalten wird,
insbesondere wenn nach dem Arginin die Dipeptidwiederholung EAEA folgt. Die Abspaltung
dieses Tetrapeptides erfolgt durch die Dipeptidylpeptidase STE13, die ebenfalls im Golgi-Ap-
parat lokalisiert ist. Besitzt das rekombinante Protein potentielle N-Glykosylierungsstellen des
Typs NX(S/T), so kann eine N-Glykosylierung iiberwiegend vom mannosereichen Typ mit
durchschnittlich 8 - 14 Zuckerresten pro Seitenkette erfolgen (Grinna und Tschopp, 1989). Eine

O-Glykosylierung wird bei P. pastoris nur in sehr geringem Umfang beobachtet.
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3.1.3.3 Pichia pastoris KM71 und X33

Die P. pastoris Stimme KM71 und X33 wurden entweder durch Elektroporation (bei Verwen-
dung des pPIC9-Vektors) oder mit Hilfe des Pichia EasyComp™ Kits (bei Verwendung des
pPICZo-Vektors) (Invitrogen, 2000b; Invitrogen, 1999¢) nach Angaben des Herstellers trans-

formiert.

Bei der darauf folgenden Analyse der Hefeklone, die das gewiinschte Protein exprimieren, hat
sich eine vereinfachte Kolonie-Blot-Technik bewihrt. Dabei wurden die zu untersuchenden He-
feklone mit einem sterilen Holzstibchen auf BMMH-Agarplatten (13 mM K,HPO,4, 87 mM
KH,PO,, pH 6, 1,34% YNB, 0,4 mg/1 Biotin, 40 mg/l L-Histidin, 0,5% (v/v) Methanol, 20 g/
Agar mit 10x Yeast Nitro Base [13,4% YNB]: 15 mM K,HPOy4, 130 mM KH,PO,4, 40 mM
MgSOy, 35 mM NaCl, 14 mM CaCl,, 750 mM (NHy4),SOy4, 250 mg/l Vitaminmix) ausgesit,
und unmittelbar im Anschluf3 mit einer PVDF(Polyvinylidendifluorid)-Membran bedeckt. Die
Kulturen wurden fiinf Tage bei 28°C inkubiert, die Membran dann vorsichtig abgezogen und
durch Waschen mit dH,O von anhaftenden Hefezellen befreit. Die Detektion der erfolgreich
transformierten und somit exprimierenden Hefeklone erfolgte mit spezifischen Antikérpern ge-

gen das zu exprimierende Protein.

Eine Ergénzung zur oben beschriebenen Methode, stellte die analytische PCR mit Hilfe von
Klonierungs- bzw. AOX-Primern dar. Die AOX-Primer dienten zur Amplifikation der Expres-
sionskassette des Vektor pPICZo A. Zur Analyse wurde eine geringe Menge des zu untersu-
chenden Hefeklons mit Hilfe eines sterilen Holzstibchens in den PCR-Ansatz iibergefiihrt und
gemdl des unter 3.1.5.2 angegebenen PCR-Programms zur Amplifikation eingesetzt. Der erste
Denaturierungsschritt wurde hierzu von 3 auf 5 min verldngert und folgender 10x PCR-Puffer
(500 mM TRIS, pH 8,25, 500 mM KCl, 15 mM MgCl,, 1% (v/v) Tween 20) zusammen mit der

AmpliTaq Polymerase von PerkinElmer verwendet.

Die erfolgreich transformierten und das rekombinante Protein exprimierenden Hefezellen wur-
den in Wachstumsmedium (10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 13 mM K,HPO,4, 87 mM
KH,PO,, pH 6, 1,34% YNB, 0,4 mg/1 Biotin, 1% (v/v) Glycerin) bei 28°C unter Schiitteln (200

rpm) bis zu einer optischen Dichte ODg von 5 bis 20 kultiviert. Danach wurden die Zellen fiir
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15 min bei 1700 g (RT) pelletiert und in Expressionsmedium (10 g/l Hefeextrakt, 20 g/1 Pepton,
13 mM K,HPO,, 87 mM KH,POy, pH 6, 1,34% YNB, 0,4 mg/l Biotin, 0,5 - 1% (v/v) Metha-
nol) resuspendiert. Dabei wies das resultierende Kulturmedium des Mut*-Stammes X33 eine
optische Dichte ODgy zwischen 5 bis 10 und das des Mut>-Stammes KM71 eine optische
Dichte ODg zwischen 10 bis 20 auf. Die Kultivierung der Hefezellen zur heterologen Expres-
sion erfolgte dann iiber einen Zeitraum von 4 Tagen bei einer Temperatur von 28°C, wobei alle
24 Stunden 0,5% (v/v) Methanol zur Kultur hinzugefiigt wurden. Die Ernte des Kulturiiberstan-
des erfolgte durch Zentrifugation des Hefekultur fiir 20 min bei 2500 g (4°C). Im Anschluf3 wur-
de der vom Zellpellet getrennte Uberstand fiir weitere 30 min bei 16000 g (4°C) zentrifugiert.

Das so erhaltene Kulturmedium wurde dann fiir weitere Experimente eingesetzt.

Alternativ wurden auch Wachstums- und Expressionsmedien ohne Hefeextrakt und Pepton
bzw. auch ohne K,HPO,/KH,PO,-Puffer (pH 6) eingesetzt. In den ersten beiden Fillen muf3te
das Medium im Fall des KM71-Stammes 40 mg/l L-Histidin enthalten. Dariiber hinaus wurde
der pH-Wert des Mediums in einigen Féllen auf pH 7 angehoben um die Expression unter phy-
siologischeren Bedingungen durchzufiihren. Gegebenenfalls wurde den Nédhrmedien bis zu
0,01% (v/v) Antischaummittel zugesetzt. Jegliche Abweichungen von der oben angegebenen
Rezeptur sind im Ergebnisteil gesondert gelistet. Die Kultivierung der Hefezellen erfolgte, je
nach benétigter Menge der rekombinaten Proteine in unterschiedlichen Gefdfen. Fiir Testex-
pression wurden Erlenmeyerkolben (50 ml und 300 ml) mit Schikanen verwendet. Gro3expres-
sionen wurden entweder in Fernbachkolben (750 ml) mit Schikanen oder aber in einem 2 1-
Fermenter mit Scheibenriiher und Gaseinleitungsrohr (Eigenbau, Universitit Bielefeld) durch-

gefiihrt.
3.1.4  Zellkultur

Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen bei 37°C kultiviert und bei einer Konfluenz von
80 - 90% passagiert (ca. alle 3 - 4 Tage). Hierzu wurden die Zellen mit sterilem PBS (Life Tech-
nologies) gewaschen und mit einer 0,05%igen (w/v) EDTA/PBS-Losung abgelost und 5 min
bei 1000 g pelletiert. Das Zellpellet wurde sofort in frischem Néihrmedium resuspendiert und
die gewiinschte Zellmenge in neue Gewebekulturflaschen ausgesit. Die Kultivierung der Zellen

erfolgte in 5% (v/v) CO,-Atmosphire wobei folgende Medien zum Einsatz kamen:
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OV-MZ-6-Medium: DMEM mit Glutamax I (Life Technologies), 10 mM HEPES (Life Tech-
nologies), 550 mM L-Arginin (Sigma-Aldrich), 272 mM L-Asparagin (Sigma-Aldrich), 1000
U Penicillin/Streptomycin (Seromed Biochrom KG), 10% (v/v) FCS (Life Technologies)

CHO-Medium: MEM alpha (Life Technologies), 10 mM L-Glutamin (Life Technologies),
1000 U Penicillin/Streptomycin (Seromed Biochrom KG), 10% (v/v) FCS (Life Technologies)

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden ca. 5-10° Zellen in Einfriermedium (90% (v/v) FCS,
10% (v/v) DMSO) aufgenommen und fiir ein bis drei Tage bei -80°C gelagert. Danach konnten
die Zellen in fliissigen Stickstoff (-196°C) gegeben werden. Zum Auftauen der Zellen wurden
diese vorsichtig im Kryorohrchen in ein Wasserbad (37°C) gehalten und danach in FCS resus-
pendiert. Unmittelbar danach wurden die Zellen pelletiert, in frischem Medium resuspendiert
und in eine ebenfalls mit frischem Medium gefiillte Gewebekulturflasche pipettiert und fiir min-

destens zwoOlf Stunden bei 37°C inkubiert.
3.1.4.1 Stabile Transfektion

Die stabile Transfektion der humanen Ovarialkarzinomzellinie OV-MZ-6 und der Ovarialzelli-
nie CHO aus Hamster wurde nach Herstellerangaben mit dem kationischen Transfektionsrea-
genz Lipofectin® (Life Technologies) durchgefiihrt. Im Anschlufl an die Transfektion wurden
die Zellen im Verlauf von sieben Tagen zur Selektion mit Medium, welches das Antibiotikum
G418 (Calbiochem Novabiochem) in einer Konzentration von 1 g/l enthielt, versorgt. Die iiber-
lebenden Zellen muBten somit das Resistenzgen fiir das Gentamycin-verwandte Aminoglykosid
G418 enthalten, welches sie im Falle einer erfolgreichen Transfektion mit dem Klonierungs-
plasmid aufgenommen hatten, so dafl ihre Expansion unter Selektionsbedingungen moglich
war. Um klonale Zellinien zu erhalten wurden einzelne Klone in 12-Loch-Platten passagiert, die
im Falle einer geniigend hohen Zelldichte in microchamber slides eingesit wurden. Diese Klo-
ne wurden nach Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen Laserscanmikroskop charakterisiert.
Erfolgreich transfizierte Zellen wurden in die nichste Selektionsrunde gebracht, kultiviert, ex-
pandiert und wiederum durch Immunfluoreszenzfarbung charakterisiert. Diese Prozedur wurde
bis zur fiinften Klonierungsrunde fortgesetzt, und die Zellen in schwach, mittel und stark das

jeweilige rekombinante Protein exprimierende Zellklone eingeteilt.
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3.1.4.2 Immunfluoreszenzfirbung fiir die konfokale Laserscanmikroskopie

Fiir die Immunfluoreszenzfarbung wurden Vier-Kammer-Glasobjekttriger iiber Nacht bei 4°C
mit Vitronektin (Calbiochem) (10 pg/ml) beschichtet, dann mit 2% (w/v) hitze-denaturiertem
BSA in PBS fiir zwei Stunden bei RT blockiert und dreimal mit PBS gewaschen. In jede Kam-
mer wurden 50000 Zellen ausgesit und diese iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Im Anschlufl wur-
den die Zellen fiir eine Stunde bei 4°C in 1% (w/v) Paraformaldehyd mit 0,1% (v/v) Triton X-
100 in PBS fixiert, dann zweimal mit 2% (w/v) Glycin in PBS (Inaktivierung des Paraformal-
dehydes) und zweimal mit PBS gewaschen. Der Primirantikorper wurde fiir eine Stunde bei RT
auf den Zellen belassen und nach mehreren Waschschritten wurde der Sekundirantikorper
(konjugiert mit den Chromophoren Alexa-488 oder Alexa-568 (Molecular Probes)) fiir 45 min
zur lichtgeschiitzten Inkubation bei RT eingesetzt. Die Zellen wurden abschlieBend wieder mit
PBS gewaschen und am Laserscanmikroskop (Emission A = 580 nm, Absorption A = 495 nm)

untersucht.

3.1.4.3 Zelladhisionstest

In Zellen ist ein lysosomales Enzym, die N-Acetyl--D-Hexosaminidase vorhanden, welches
fiir den Abbau von glykosylierten Zellbestandteilen zustindig ist. Die Proportionalitiit der En-
zymaktivitdt mit der Zellzahl wurde in einem Zelladhédsionsversuch (modifiziert nach Lande-
gren, 1984) ausgenutzt. Dazu wurde das chromogene Substrat p-Nitrophenol-N-Acetyl--D-
Glucosaminid verwendet, welches von N-Acetyl-B-D-Hexosaminidase abgebaut wurde und die
Abbauprodukte somit durch die Absorption bei 405 nm in einem Titertek Multiscan MCC/340

ELISA-Reader (Labsystems) gemessen werden konnten.

96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Vi-
tronektin (Calbiochem) (10 pg/ml) iiber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach Waschen der Platten
mit sterilem PBS (Life Technologies) wurden freie Bindungsstellen mit 2% (w/v) BSA in PBS
fiir zwei Stunden bei RT blockiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, aus dem Kulturge-
faB abgelost, zentrifugiert (5 min bei 1000 g), in Adhédsionsmedium (DMEM, 20 mM HEPES,
0,5% (w/v) BSA) resuspendiert und gezihlt. Die Mikrotiterplatten wurden dreimal mit PBS ge-
waschen und pro Vertiefung die gleiche Anzahl an Zellen (20000 bis 50000) ausgesit. Als Ne-
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gativkontrolle diente 2% (w/v) BSA in PBS ohne Zellen. Nach einer Stunde Inkubation bei
37°C wurden nicht adhirente Zellen durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Als Stan-
dardreihe zur Ermittlung der Zellzahl wurde eine Zellverdiinnungsreihe mit 6 Verdiinnungen
(1:2 Verdiinnungsschritte) in die Locher pipettiert. Pro Vertiefung wurden 50 ul Hexosamini-
daselosung (100 mM Natriumcitrat, pH 5, 0,5% (v/v) Triton X-100, 15 mM p-Nitrophenol-N-
Acetyl-B-D-Glucosaminid) zugefiigt und nach einer Stunde Inkubation bei 37°C die Reaktion
mit Stoppuffer (200 mM NaOH, 5 mM EDTA) beendet. Die Menge an umgesetzten Substrat
konnte durch Messung der Absorption bei 405 nm ermittelt werden. Die pro Vertiefung kolori-

metrisch ermittelte Enzymaktivitit ist proportional zur Anzahl der Zellen pro Vertiefung.

3.1.4.4 Bestimmung der Zellzahl durch den MTT-Test

Der MTT-Test dient der Bestimmung der Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen le-
bender Zellen, wobei die DNA-Syntheserate der Zellen bei diesem Test nicht miterfalit wird.
Bei diesem Test wird die Reduktion des Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blauen Formazan-Produkt durch die Dehydroge-
nasen gemessen. Durch den MTT-Test wurde die Gesamtzahl adhirent wachsender Zellen nach

einer modifizierten Methode nach Carmichael et al. (1987) bestimmt.

In den Lochern einer 96-Loch-Mikrotiterplatte, die mit verschiedenen Konzentrationen an Vi-
tronektin (Calbiochem) beschichtet wurden, sind je Loch 5000 Zellen in 50 ul Medium ausgesiit
und fiir definierte Zeiten bei 37°C kultiviert worden. Die MTT-L6sung wurde in einer Endkon-
zentration von 200 pg/ml je Loch hinzugefiigt. Nach zwei weiteren Stunden der Inkubation
wurde das Medium entfernt und die sich gebildeten violetten Kristalle getrocknet. Die Kristalle
wurden dann in 50 ul DMSO gel6st und bei einer Wellenlédnge von A = 570 nm in einem Titertek

Multiscan MCC/340 ELISA-Reader (Labsystems) vermessen.
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3.1.5 Amplifikation von Nukleinsiuren

3.1.5.1 Reverse Transkription

Die zur reversen Transkription eingesetzte Gesamt-RNA wurde aus den beiden humanen Ova-
rialkarzinomzellinien OV-MZ-6 und OVCAR-3 und der humanen Mammakarzinomzellinie
MDA-MB-231 mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers (Qia-
gen, 1997a) isoliert. Die so erhaltene Gesamt-RNA wurde zur reversen Transkription nach fol-

gendem Protokoll eingesetzt:

5 ul Gesamt-RNA (5 nug) werden mit 0,3 ul d(T)12-18 Oligonukleotid (Life Technologies) und
5,7 ul dH,O vermischt und 8 min bei 80°C inkubiert. Im Anschlu3 werden 5 pl RT-Puffer [5x]
(Life Technologies), 2 ul DTT [100 mM] (Promega), 1 ul dNTPs [10 mM] (Genecraft), 0,7 ul
BSA [10 pg/ml] (NEB) und 0,3 ul RNAsin (Promega) addiert und das resultierende Gemisch
fiir 3 min auf 40°C erwidrmt. Zum Schlufl werden 1 pl SuperScript™ RNAseH™ Reverse Tran-
skriptase (Life Technologies) hinzugefiigt und der Reaktionsansatz fiir 90 min bei 40°C inku-
biert. Die so synthetisierte cDNA konnte direkt fiir weitere Amplifikationen genutzt werden

(Kapitel 3.1.5.2)

3.1.5.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Amplifikationen der bendtigten DNA-Fragmente wurde nach einem modifizierten PCR-
Standardprotokoll durchgefiihrt wobei sdmtliche fiir die PCR benotigten Reagenzien und Enzy-
me bei 4°C gehandhabt wurden (Qiagen, 1997b). Der verwendete MiniCycler stammte von der
Firma MJ Research, Watertown, USA.
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Reagenz bzw. Enzym Hersteller

1,5 ul DNA-Templat (200 ng)

0,5 ul 57-Oligonukleotid MWG Biotech
Life Technologies
Metabion

0,5 ul 37-Oligonukleotid MWG Biotech
Life Technologies
Metabion

0,5 ul DeepVent™ Polymerase New England Biolabs (NEB)

0,5 ul Pfu Polymerase Promega

0,5 ul AmpliTaq Polymerase PerkinElmer

0,5 ul Expand High Fidelity Roche

0,5 ul MasterTaq Polymerase Eppendorf

5 ul DeepVent™ Polymerase-Puffer [10x]

New England Biolabs (NEB)

5 ul Pfu Polymerase-Puffer [10x] Promega

5 ul AmpliTaq Polymerase-Puffer [10x] PerkinElmer

5 ul Expand High Fidelity-Puffer [10x] Roche

5 ul MasterTaq Polymerase-Puffer [10x] Eppendorf

I ul dNTP[10 mM] Genecraft

40,5 ul dH,O

0,5 ul DMSO Sigma-Aldrich
Programmschritt Dauer Temperatur | Modifikation
1. Denaturierung 3 min 94°C
2. Denaturierung 45s 94°C
Primerbindung 30s 50 - 63°C + 0,1°C/Zyklus
Polymerisation 30-90s 72°C + 1 s/Zyklus
Zyklenanzahl 35
Extension 10 min 72°C
Endstufe 4°C

Tab. 3.1: Zusammenstellung der zur PCR eingesetzen Reagenzien, Enzyme und Programme.

34
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3.1.5.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Synthese der cDNAs nach reverser Transkription. Diese wurden aufgrund
der publizierten DNA-Sequenz von Metargidin (Kritzschmar et al, 1996) konstruiert.
Oligonukleotide (MWG Biotech)

Pro-RT-F 5"-AAA TAT AGG TGG CAC TGA GGA GCA-3”
MP-RT-R 5°-GCT CCA CAA ACA TAT TTC CGC AGA-3°
Sig-RT-F 5’-CCA TGC GGC TGG CGC TGC TCT GGG-3~
ZP-RT-R 5°-GAG GCA GCG GAA CCT CCG GAG AGG-37

Oligonukleotide fiir die Klonierung in die Vektoren pET-11a, pET-12b und pET-15b:

Oligonukleotide (MWG Biotech)

Pro-Nde-F 5°-CAT ATG ACT GAG GAG CAG CAG GCA GAG-37
MP-BamH-R  5°-GGA TCC TAA GGG GGT AGG CTA GGC AGC-3”
MP-Nde-F 5°-CAT ATG GAT GTG GTA ACA GAG ACC AAG-3”

Oligonukleotide fiir die Klonierung in die Vektoren pPIC9 und pPICZo A:
Oligonukleotide (Life Technologies)

Pro-Xho-F 5°-CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT ACT GAG GAG CAG CAG GCA GAG-3°
MP-Xho-F 5°-CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAT GTG GTA ACA GAG ACC AAG-3”

MP-Not-R 5°-GCG GCC GCC TAA GGG GGT AGG CTA GGC AGC CG-3”
MPMH-Xba-R 5°-TCT AGA GGG GGT AGG CTA GGC AGC CG-3°
Dis-Not-R 5-GCG GCC GCC TAC TCG CCA TCC CCT AGG CTG AC-3°

Oligonukleotid (Metabion)

EGFMH-Xba-R 5°-TCT AGA GCT TTG AGC TGA GTG GTG CAG TCA GG-3°

Oligonukleotide fiir die Klonierung in den Vektor pcDNA 3.1 Myc-His A:
Oligonukleotide (Life Technologies)

Sig-Hind-F 5"-AAA AAA AGC TTA TGC GGC TGG CGC TGC TC-3°
EGFF-Xba-R  5-AAA AAT CTA GAG CTG GTT GCT TTG AGC TGA-3~

ZPF-Xba-R 5-AAA CAT CTA GAG AGG TAG AGC GAG GAC AC-3°
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Oligonukleotide fiir Mutagenesen:

Oligonukleotide (Life Technologies)

Bgl-Del-F 5-ATT TCG CGA ATC CAG GAT CTC CAC CTG-3"

Bgl-Del-R 5°-CAG GTG GAG ATC CTG GAT TCG CGA AAT-3"

Mut-EA-F 5°-TCC ATA GCC CAT GCG TTG GGC CAC AGC-3°

Mut-EA-R 5°-GCT GTG GCC CAA CGC ATG GGC TAT GGA-3~

Sma-Sel 5-GCA AAA AGC TCC TGG GAG GTT GTA TAT CC-3°
RAD-Mut 5-GTG TCG TCC TAC CAG AGC GGA TTG TGA CTT GCC TG-3~
SGA-Mut 5-GTG TCG TCC TAC CAG TGG GGC TTG TGA CTT GCC TG-3°

Oligonukleotide fiir Sequenzierungen und PCR-Analysen:

Oligonukleotide (Life Technologies)

P361-F 5°-ATG ATT TGC CTG GGA ATA GC-3~
P361-R 5°-GCT ATT CCC AGG CAA ATC AT-3"
SEQ-631-F 5°-TCC GCG AAT CCA AGA TCT CC-3~
BGHrev 5°-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3°
5°A0X1 5-GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC-3”°
3’A0X1 5°-GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC-3~
Oligonukleotide (TOPLAB)

15-7/2 5°-GAT TGT GGC TGA TCA CTC GG-3~
15-7/3 5°-CTC CTG GAT GGA ATG GGC-3°
15-rev2 5°-GTC CAC GGC ATT TGC TTC G-3°
15-rev3 5°-CTG GTA GGA CGA CAC TGC C-3°

3.1.6 DNA-Sequenzierung

Nukleinsdure-Sequenzierungen erfolgten mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden an ei-
nem LI-COR Sequencer (MWG Biotech) bzw. mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden
an einem ABI-DNA Sequencer (Perkin-Elmer) (Durchfiihrung Frau Dr. W. Engelhardt und
Herr F. Hecht, IIT, Universitit Bielefeld).
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3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Probenvorbereitung fiir die Dialyse, Ultrafiltration und Chromatographie

Alle zur Dialyse, Ultrafiltration oder chromatographischen Reinigung eingesetzten Proben wa-
ren frei von Staub und sonstigen unldslichen Bestandteilen. Dieses wurde je nach Probenmenge
und Beschaffenheit durch 30 min Zentrifugieren bei 48000 g (4°C), Partikelfiltration (0,45 pm

bzw. 5 um) oder Sterilfiltration (0,2 pwm) erreicht.

3.2.1.1 Dialyse

Alle zur Dialyse eingesetzten Proben wurden grundsitzlich bei 4°C gegen mindestens das
25fache Volumen des entsprechenden Puffers dialysiert. Zum Einsatz kamen dazu Visking Dia-

lysemembranen der Firma Roth aus Zellulose mit einer Molekulargewichtsausschlu3grenze

von 14 kDa.

3.2.1.2 Ultrafiltration

Ultrafiltrationen erfolgten bei 4°C in Kammern der Firma Amicon mit YM-Zellulosemembran
(MolekulargewichtsausschlufSgrenze: 3 kDa, 10 kDa oder 30 kDa) unter 3 bar
Stickstoffatmosphire. Dariiber hinaus wurden Centri- bzw. Mikroconrohrchen (Amicon)
(ebenfalls mit YM-Zellulosemembranen) durch Zentrifugieren bei 1500 g (4°C) bzw. 15000 g

(4°C) verwendet.

3.2.2 Renaturierung der Expressionsprodukte aus Escherichia coli

Die in E. coli exprimierten Proteine waren aufgrund der Expressions- und Aufarbeitungsbedin-
gungen vollstindig denaturiert und muften fiir einen Nachweis auf proteolytische Aktivitit
renaturiert werden. Hierzu wurden mehrere Strategien angewandt, die im folgenden kurz erliu-
tert werden sollen. Die nach Renaturierung erhaltenen Proben konnten dann fiir in vitro Spal-

tungen potentieller Substrate oder in der Zymographie eingesetzt werden.
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3.2.2.1 Renaturierung durch sukzessives Entfernen von Harnstoff und B-Mercaptoetha-

nol

Die Proben der rekombinant in E. coli hergestellten hADAM 15-Fragmente (MP bzw. ProMP)
wurden entweder nach Q-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) oder direkt als ib-Auf-
schluB} gegen Faltungspuffer (50 mM TRIS, pH 8, 150 mM NaCl) bei 4°C fiir jeweils 16 h gegen
absteigende Harnstoff- (4 M, 3 M, 2 M, 1 M, 0,5 M, 0 M) und 3-Mercaptoethanol- (100 mM,
50 mM, 25 mM, 10 mM, 5 mM, 0 mM) Konzentrationen dialysiert. Im Anschluf erfolgte eine
Dialyse fiir 16 h gegen Nativpuffer (25 mM TRIS, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,, 100
UM ZnCl,) bei 4°C und eine Ultrafiltration (4°C) bei der die Proben auf ca. 25% ihres Volu-

mens eingeengt wurden (modifiziert nach Anfinsen, 1973).

3.2.2.2 Renaturierung der an Q-Sepharose immobilisierten Expressionsprodukte durch

sukzessives Entfernen von Harnstoff und -Mercaptoethanol

Proben der rekombinant in E. coli hergestellten hADAM 15-Fragmente (MP bzw. ProMP) wur-
den als ib-Aufschluf bei niedriger lonenstirke (20 mM TRIS, pH 8,5, 8 M Harnstoff, 100 mM
B-Mercaptoethanol) an den Anionenaustauscher Q-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech)
bei 4°C gebunden. Das Material wurde mit absteigenden Harnstoff- (4 M, 3 M, 2 M, 1 M, 0,5
M, 0 M) und B-Mercaptoethanol- (100 mM, 50 mM, 25 mM, 10 mM, 5 mM, 0 mM) Konzen-
trationen dquilibriert. Die Elution erfolgte mit Natriumchlorid (25 mM TRIS, pH 8,5, 1 M Na-
Cl) bei 4°C. Im Anschlu3 wurde das Eluat gegen Nativpuffer dialysiert und durch Ultrafiltration
konzentriert. Alternativ erfolgte die fraktionierte Elution der Proben von der Q-Sepharose durch

einen linearen Natriumchlorid-Gradienten (0 - 1 M).

3.2.2.3 Renaturierung der an Ni-NTA-Agarose immobilisierten Expressionsprodukte

durch sukzessives Entfernen von Harnstoff und -Mercaptoethanol

Eine Probe des ib-AufschluBes des rekombinant in E. coli hergestellten ProMP mit einem N-
terminalen Hexa-Histidin-fag wurde bei 4°C an Ni-NTA Agarose (Qiagen) gebunden und suk-
zessive mit folgenden Puffern &dquilibriert: Waschpuffer I (10 mM TRIS, pH 8, 100 mM
NaH,PO,, 8 M Harnstoff), Waschpuffer II (10 mM TRIS, 100 mM NaH,POy,, pH 6,3, 8 M
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Harnstoff, 10 mM B-Mercaptoethanol), Naturierungspuffer I (10 mM TRIS, pH 7,5, 8 M Harn-
stoff, 500 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol, 20% (v/v) Glycerin), Naturierungspuffer 11
(10 mM TRIS, pH 7,5, 8 M Harnstoff, 500 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,, 10 mM -
Mercaptoethanol, 20% (v/v) Glycerin), Naturierungspuffer III (10 mM TRIS, pH 7,5, 500 mM
NaCl, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,, 10 mM B-Mercaptoethanol, 20% (v/v) Glycerin), Naturie-
rungspuffer IV (10 mM TRIS, pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,, 20% (v/v)
Glycerin), Naturierungspuffer V (10 mM TRIS, pH 7,5, 500 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 1 uM
ZnCl,), Elutionspuffer (10 mM TRIS, pH 7.5, 150 mM NacCl, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,, 250
mM Imidazol). Im Anschlufl wurde das Imidazol durch Dialyse gegen Nativpuffer (25 mM
TRIS, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,) entfernt.

3.2.2.4 Renaturierung durch Verdiinnung mit dem Redoxsystem Glutathion/Dithio-
threitol

Der ib-Aufschluf3 der rekombinanten hADAM 15-Fragmente (MP bzw. ProMP) wurde minde-
stens mit dem 50fachen Volumen an Redoxpuffer (50 mM TRIS, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM
CaCl,, 100 uM ZnCl,, 100 mM L-Arginin, 3 mM oxidiertes Glutathion, 1 mM DTT) bei 4°C
verdiinnt und die Mischung iiber Nacht bei dieser Temperatur belassen. Danach wurde die Lo-
sung durch Ultrafiltration auf 10% ihres Volumens konzentriert und gegen Nativpuffer (25 mM
TRIS, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,) dialysiert (modifiziert nach Buch-
ner et al., 1992).

3.2.3 Chromatographische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten chromatographischen Methoden wurden prinzipiell nach Vor-
schriften der Hersteller (Amersham Pharmacia Biotech, Baker, Qiagen und Serva) durchge-
fiihrt.

3.2.3.1 Ionenaustauchchromatographie

Ionenaustauschchromatographien mit den Anionenaustauschern Q-Sepharose und CM-Sepha-

rose (Amersham Pharmacia Biotech) und dem Kationenaustauscher SP-Sepharose (Amersham
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Pharmacia Biotech) wurden bei RT oder 4°C bei FluBraten von 1 - 5 ml/min (in Abhéngigkeit
vom Durchmesser der verwendeten Siule) mit Aquilibrierungspuffern durchgefiihrt, deren pH-
Werte 1 - 3 pH-Einheiten iiber bzw. unter den theoretischen isoelektrischen Punkten der jewei-
ligen hADAM 15-Fragmenten lagen. Die Elutionen erfolgten fraktioniert mit linearen oder ge-

stuften Natriumchlorid-Gradienten oder mit gestuften pH-Gradienten bei RT oder 4°C.

3.2.3.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie wurde Phenyl-Sepharose und Octyl-Sepharo-
se (Amersham Pharmacia Biotech) eingesetzt. Die Proben wurden hierzu bei RT mit einem
Aquilibrierungspuffer (pH 5 - 7) der 1 - 2 M (NH,),SO, enthielt an die Matrix gebunden und
mit einem linearen Gradienten zu einer (NH,4),SO4-Konzentration von Null eluiert (FluBrate: 1

- 2 ml/min) und fraktioniert gesammelt.

3.2.3.3 Affinititschromatographie mit an Sepharose immobilisierten Farbstoffen

Zur Reinigung der aus E. coli erhaltenen Expressionsprodukte wurden verschiedene an Sepha-
rose CL-6B immobilisierte Farbstoffe (z.B. Procion Red HE 3B oder auch Cibacron Blue F3G-
A) nach Angaben des Herstellers eingesetzt (Amersham Pharmacia Biotech, 1998). Die Proben
wurden hierzu bei geringer Ionenstirke (25 mM TRIS, pH 8,5, 100 mM [-Mercaptoethanol)
und RT mit der Matrix inkubiert, wonach die Elution fraktioniert durch einen linearen Gradien-

ten zu 1 M Natriumchlorid im gleichen Puffer erfolgte.

3.2.3.4 Gelfiltrationschromatographie

Die fiir die Gelfiltrationschromatographie eingesetzten Materialien waren Sephacryl S-200 HR
(Amersham Pharmacia Biotech), Sephadex G-75 (Amersham Pharmacia Biotech) und AcA-44
(Serva). Die Gelfiltrationen wurden sowohl unter denaturierenden Bedingungen (Sephacryl S-
200 HR und Sephadex G-75: 50 mM TRIS, pH 8,5, 4 M Harnstoff, 50 - 100 mM [-Mercap-
toethanol, 200 - 500 mM NacCl, 0,005 - 0,016% (v/v) Triton X-100 (alternativ 0,1% (w/v) SDS);
AcA-44:20 mM TRIS, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,1% (w/v) SDS) bei RT als auch unter nativen
Bedingungen (Sephacryl S-200 HR: 50 mM TRIS, pH 7,5, 150 - 500 mM NacCl, 5 mM CacCl,)
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bei 4°C durchgefiihrt. Die FluBraten betrugen 0,3 - 0,5 ml/min.

3.2.3.5 Affinititschromatographie an Ni-NTA-Agarose

Die Ni-NTA-Agarose (Qiagen) wurde zur Reinigung der mit einem Hexa-Histidin-fag fusio-
nierten Expressionsprodukte eingesetzt. Hierbei befand sich im Fall der in E. coli exprimierten
Proteine der Hexa-Histidin-fag am N-Terminus und im Fall der in P. pastoris exprimierten hA-
DAM 15-Fragmente am C-Terminus der Expressionsprodukte. Im allgemeinen wurde die Pro-
be unter denaturierenden (50 mM NaH,POy, pH 7,5 bzw. §, 300 mM NaCl, 4 M Harnstoff, 10
mM Imidazol bei RT) oder nativen Bedingungen (50 mM NaH,POy4, pH 8, 300 mM NacCl, 10
mM Imidazol bei 4°C) nach Vorschrift des Herstellers (Qiagen, 1999) gebunden, dann gewa-
schen und abschlieBend mit einem 250 mM Imidazol Stufengradienten eluiert. Im Fall der in P.
pastoris exprimierten Proteine sind den Waschpuffern alternative Reagenzien wie z.B. 20 - 50
mM Imidazol, 6 M Harnstoff, 2 M NaCl, 0,1% (w/v) SDS, 0,1 - 1% (v/v) Triton X-100, 50%
(v/v) Glycerin oder auch 20% (v/v) Ethanol zugesetzt worden. Die Elution erfolgte auch hier

grundsitzlich mit einem 250 mM Imidazol Stufengradienten bei pH 7,5 bzw. 8.

3.2.3.6 Affinititschromatographie an Con A-Sepharose

Concanavalin A ist ein tetrameres Metalloprotein, das bevorzugt o.-D-Mannopyranosyl- und o-
D-Glucopyranosyl-haltige Glycoproteine bindet. Dadurch 146t es sich in immobilisierter Form
zur Anreicherung entsprechend glycosylierter Proteine verwenden. Die Con A-Sepharose
(Amersham Pharmacia Biotech) wurde zur Reinigung der in P. pastoris exprimierten hADAM
15 Fragmente eingesetzt, die aufgrund von drei NX(S/T)-Motiven in der MP-Doméne glykosy-
liert sind. Die Bindung an das Material gelang bei pH 7,4 in 20 mM TRIS und 500 mM NaCl.
Die Elution (FluBrate: 0,75 - 1,5 ml/min) erfolgte fraktioniert mit einem linearen Gradienten bis

zu einer o-D-Methylglucosid-Konzentration von 500 mM.

3.2.3.7 Heparin-Sepharose

Die Heparin-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) wurde sowohl als Kationenaustau-

scher (Heparin enthélt einen hohen Anteil an anionischen Sulfatgruppen) (Bindungspuffer: 20
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mM Natriumacetat, pH 5; Elutionspuffer: 20 mM Natriumacetat, pH 5, 1 M NaCl) als auch als
Affinitdtsmatrix (Bindungspuffer: 20 mM TRIS, pH 7.4 (alternativ mit 500 uM bzw. 5SmM
CaCl, und 50 uM bzw. 500 uM ZnCl,); Elutionspuffer: 20 mM TRIS, pH 7,4, 1 M NaCl (al-
ternativ mit 500 uM bzw. 5SmM CaCl, und 50 uM bzw. 500 uM ZnCl,)) zur Reinigung der in
P. pastoris exprimierten Proteine bei 4°C eingesetzt. Eluiert wurde durch einen linearen Gradi-
enten von 100% Bindungspuffer zu 100% Elutionspuffer bei 4°C. Die Proben wurden fraktio-

niert gesammelt bei FluBraten bis zu 3,5 ml/min.

3.2.3.8 Immobilisierter Hydroxamatinhibitor

Zur Herstellung eines immobilisierten Hydroxamatinhibitors wurden 20 mg des peptidischen
Inhibitors Pro-Leu-Gly-NHOH-HCI (Bachem) nach Vorschrift des Hersteller an 1 g aktivierte
CH Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech, 1998) gekoppelt. Die so erhaltene Affinitéts-
matrix wurde bei 4°C mit Nativpuffer (20 mM TRIS, pH 7,4, 150 mM NacCl, 5 mM CacCl,) dqui-
libriert und im Anschlufl mit gegen den Nativpuffer dialysierten Hefeiiberstand (hADAM 15-
ProMP) beladen. Ungebundene Probenbestandteile wurden durch Waschen mit dem gleichen
Nativpuffer entfernt. Die Elution erfolgte mit einem Stufengradienten aus 50 mM EDTA und
500 mM NacCl bei pH 7.,4.

3.2.3.9 Immobilisierter Antikorper

An 1 g CNBr-aktivierte Sepharose 4 B (Amersham Pharmacia Biotech) wurden 9 mg durch Pro-
tein A-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) gereinigten polyklonalen anti-MP-An-
tikorper nach Vorschrift des Herstellers (Amersham Pharmacia Biotech, 1998) gekoppelt. Der
immobilisierte Antikorper wurde zur Reinigung derjenigen in P. pastoris rekombinant herge-
stellten hADAM 15 Fragmente eingesetzt, die die MP-Domiine enthielten. Nach Aquilibrierung
mit Bindungspuffer (50 mM TRIS, pH 7,5, 500 mM NaCl) wurde versucht das rekombinante

Protein entweder mit Glycin-Puffer bei pH 2,5 oder mit 3 M MgCl, zu eluieren.
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3.2.3.10 Reversed Phase - High Performance Liquid Chromatography

Die RP-HPLC (reversed phase-high performance liquid chromatography) wurde zur Analytik
der fiir die Immunisierung einzusetzenden Proteinlosungen angewendet. 500 ul des Antigens
(300 pg/ml) gelost in PBS wurden mit einer Bakerbond Standard Wide-Pore Octadecyl (C;g) 5
pum (4,6 x 250 mm) an einer LaChrom-HPLC-Anlage (Merck-Hitachi) durch einen linearen
Gradienten von Puffer A (0,1% (v/v) Trifluoressigsidure) zu Puffer B (80% (v/v) Acetonitril,

0,08% (v/v) Trifluoressigsiure) iiber einen Zeitraum von einer Stunde bei RT analysiert.

3.24 Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE und Western-Blotting

3.2.4.1 Lyse von Escherichia coli

Dem Expressionsmedium wurden 1 ml Zellsuspension entnommen, diese im Anschluf} fiir 3
min bei 15000 g pelletiert und das Zellpellet in 125 pl Probenpuffer (20 mM TRIS, pH 8, 8 M
Harnstoff, 100 mM B-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 0,001% (w/v) BPB) resuspendiert und

fiir 10 min bei 100°C erhitzt. Das so erhaltene Lysat wurde fiir die weitere Analysen verwendet.

3.2.4.2 Lyse von Pichia pastoris

Zur Lyse von P. pastoris wurde folgender Aufschlupuffer verwendet: 62 mM TRIS, pH 8§, 8
M Harnstoff, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 10 mM EDTA, 100 mg/ml Pefabloc
SC, 1 Tablette/ml Complete Inhibitor Mix (Roche). Das aus 500 pl Suspensionskultur stam-
mende Hefepellet wurde mit 100 mg Glasperlen (0,2 mm) und 200 pl AufschluBpuffer versetzt
und resuspendiert. Die Suspension wurde 10 min auf 70°C erhitzt und 1 min intensiv vermischt
(VortexGenie). Danach wurde 5 min bei 15000 g (4°C) pelletiert und zwei Drittel des Uberstan-
des auf Eis verwahrt. Der verbliebene Rest wurde erneut resuspendiert und 5 min auf 100°C er-
hitzt und 1 min intensiv vermischt (VortexGenie). Es folgte nochmals eine Zentrifugation fiir 5
min bei 15000 g (4°C), wonach beide Uberstiinde (s.0.) miteinander vereinigt wurden. Die Pro-

be wurden dann fiir weitere Analysen eingesetzt.
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3.2.4.3 Lyse von Siaugetierzellen

Die zu untersuchenden Zellen wurden bei 80 - 90% Konfluenz (T 25 Gewebekulturflasche)
dreimal mit PBS gewaschen und in 1 ml Lysepuffer (50 mM TRIS, pH 7,4, 150 mM NaC(l, 1
mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1% (v/v) Nonidet P-40, 1 Tablette/10 ml Complete Inhibitor Mix
(Roche)) fiir 10 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde 15 min bei 15000 g (4°C) zentrifugiert

und dann weiterfithrend analysiert.

Zur Anreicherung der Glykoproteine wurden dann 900 ul des Uberstandes mit 25 pl Con A-
Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) versetzt und tiber Nacht bei 4°C geschiittelt. Danach
wird das Sepharose-Pellet einmal mit Lysepuffer gewaschen und in 100 pl Probenpuffer (125
mM TRIS, pH 6,8, 10 mM EDTA, 15% (w/v) Sucrose, 10 mM DTT) resuspendiert. Die Sus-

pension wurde 5 min bei 100°C erhitzt und dann weiterfiihrend analysiert.

3.2.4.4 Immunprizipitation

200 pl der zu untersuchenden Probe (Gesamtproteingehalt: 50 - 500 pg/ml) wurden mit 25 pl
Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) versetzt und 2 h bei 4°C geschiittelt. Die
Probe wurde pelletiert und der Uberstand mit einem geeigneten Antikérper (2 pg) und 25 pl
Protein A Sepharose versetzt und 24 h bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Das Protein A-Sepha-
rose-Pellet wurde zweimal mit 25 mM TRIS, pH 7,5, 150 mM NaCl gewaschen und in SDS-
PAGE-Probenpuffer (62 mM TRIS, pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-
Mercaptoethanol, 0,001% (w/v) BPB) resuspendiert und 10 min auf 100°C erhitzt. Die Probe

wurde dann fiir weitere Analysen eingesetzt.

3.2.4.5 Chloroform-Methanol-Fillung

Zur Probenvorbereitung fiir die Gelelektrophorese oder die Proteinsequenzierung wurde die
Chloroform-Methanol-Fillung nach einer abgewandelten Vorschrift von Wessel und Fliigge
(1984) verwendet. Hierzu versetzte man 150 pl wisserige Proteinlosung mit 600 pl Methanol,
150 pl Chloroform und 450 ul dH,O. Im Anschlufl wurde der Ansatz intensiv vermischt (Vor-

texGenie) und 5 min bei 7000 g (RT) zentrifugiert. Die obere wisserige Phase wurde verworfen,
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das Proteinpellet in der Interphase zuriickbehalten und es wurden nochmals 450 ul Methanol
hinzugefiigt, wonach der Ansatz erneut intensiv vermischt wurde (VortexGenie). Nach 5 min
Zentrifugieren bei 7000 g (RT) wurde die organische Phase komplett entfernt und das Protein-
pellet getrocknet. Diese Methode hatte den Vorteil, da3 sie auch in Gegenwart von Detergen-
zien und hohen Salzkonzentrationen zuverlédssig arbeitete und Proteinmengen bis zu 20 ng
sicher gefillt wurden. Das transparente Pellet bestand aus dem getrockneten Protein, weitge-

hend frei von Riickstinden des Fillungsmittels oder der Pufferkomponenten.

3.2.4.6 Deglykosylierung mit PNGase F

Die mit Hilfe der Chloroform-Methanol-Féllung erhaltenen Proben wurden nach Angaben des
Herstellers mit PNGase F (New England Biolabs) deglykosyliert. Nach Beendigung der Inku-
bation wurden die Proben mit Chloroform und Methanol gefillt und standen nach Lésen in Pro-
benpuffer (62 mM TRIS, pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-
Mercaptoethanol, 0,001% (w/v) BPB) fiir die Analyse in der SDS-PAGE bzw. dem Western-
Blotting zur Verfiigung. Alternativ wurden Proben, die fiir weitere Analysen ihrer biologischen
Aktivitdt verwendet werden sollten, unter nativen Bedingungen ohne vorherige Denaturierung

deglykosyliert.

3.2.5 Analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur analytischen SDS-PAGE wurden zumeist 15%ige Gele (alternativ auch 7, 10, 12 oder auch
20%ige Gele) in Vertikalkammern verwendet (Eigenbau, Universitit Bielefeld). Die Gelelek-
trophoresen wurden in Gegenwart von SDS (sodium dodecyl sulfate) und reduzierend wirken-
dem B-Mercaptoethanol bei einer Stromstirke von 20 - 30 mA durchgefiihrt (Laemmli, 1970).
Als Alternative zu Gelen nach Laemmli (1970) wurden bei Applikationen, die eine besonders
hohe Trennschirfe erforderten, auch Gele nach Schigger und von Jaggow (1987) eingesetzt.
Der Nachweis der getrennten Proteine erfolgte entweder durch Anfiarbung mit Coomassie Bril-
liant Blue R-250 (Serva), durch Silbernitrat (Schoenle et al., 1984) oder durch Zinksulfat (Har-
dy et al., 1997). Als Molekulargewichtsmarker wurde das LMW Elektrophoresis Calibration

Kit (Amersham Pharmacia Biotech) eingesetzt.
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3.2.6  Priparative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur priparativen SDS-PAGE wurden 10%ige Polyacrylamidgele nach Laemmli in Verti-
kalkammern verwendet (Laemmli, 1970). Die Gele wurden im Anschluf} mit Zinksulfat (Hardy
et al., 1997) gefarbt, die interessierenden Proteinbanden mit einem Skalpell ausgeschnitten und
die Gelstiicke zerkleinert. Diese wurden dann bei RT in 500 ul Gelelutionspuffer (S0 mM TRIS,
pH 9,0, 2% (w/v) SDS, 1% (v/v) Triton X-100) fiir drei Stunden geschiittelt (VortexGenie), der
Uberstand lyophylisiert, in 150 ul dH,O gelést und die Proteine mit Hilfe der Chloroform-Me-
thanol-Fillung (Wessel und Fliigge, 1984) von Salz und Detergenzien befreit. Das Proteinpellet

stand dann fiir weitere Untersuchungen bzw. fiir die Immunisierung von Kaninchen zur Verfii-

gung.

3.2.7 Western-Blotting

Das Blotten der Proteine auf die PVDF-Immobilon-P-Transfermembran (Millipore) erfolgte im
Anschluf} an eine 15 miniitige Inkubation der Gele im Blotpuffer (25 mM TRIS, pH 8,3, 192
mM Glycin, 10% (v/v) Ethanol) (Towbin et al., 1979). Der immunologische Nachweis erfolgte
mit entsprechenden Primérantikorpern, wobei diese mit an alkalische Phosphatase konjugierten
Sekundirantikorpern unter Verwendung des NBT(Nitroblautetrazoliumchlorid)/BCIP(5-Bro-
mo-4-chlor-3-indolyl-phosphat-p-Toluidinsalz)-Farbstoffsystems unter Anwendung von Stan-
dardvorschriften (Bio-Rad, 1998) detektiert wurden.

3.2.8 Proteinsequenzierung

Der automatisierte Edman-Abbau (Edman und Begg, 1967) wurde mit einem Protein-Sequen-
zierer 810/910 der Firma Knauer durchgefiihrt. Die Proben wurden entweder immobilisiert auf
einer PVDF-Membran (Blotpuffer: 50 mM Borsédure, pH 9,0, 20% (v/v) Ethanol) oder in lyo-
phylisiertem Zustand zur Sequenzierung gegeben (Durchfiihrung Frau S. Grabolle, Frau K.
Koster und Herr M.-O. Luther, Universitit Bielefeld).
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3.2.9 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
3.2.9.1 BCA-Test

Die Reduktion von Cu?* zu Cu* durch Proteine mit anschliessender photometrischer Bestim-
mung des Cu*/Bicinchoninsiure-Komplexes bei 560 nm im Spektralphotometer Ultrospec
3000 (Amersham Pharmacia Biotech) wurde gemifl dem Protokoll des BCA-Tests (Pierce,
1997) durchgefiihrt. Als Standard diente eine Losung mit 2 mg/ml BSA.

3.2.9.2 Photometrische Bestimmung

Die Proteinkonzentrationen in PBS wurde bei 280 nm nach dem Lambert-Beer Gesetz (A =
g-c-d) mit € = 13020 M"!.cm! fiir die MP-Domiine von hADAM 15 (berechnet nach Gill und
Hippel (1989)) bestimmt.

3.2.10 Nachweis proteolytischer Aktivitit

Bei vielen der hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden die zu charakterisierenden hADAM
15-Fragmente vor Zugabe des betreffenden Substrates mit potentiellen Aktivatoren, wie z.B.
HgCl,, APMA (4-Aminophenylmercuricacetat), Trypsin oder auch Furin vorinkubiert. Diese

Modifikationen sind im Ergebnisteil gesondert angegeben.
3.2.10.1 In vitro Spaltungen potentieller Substrate

Die Probe des entsprechenden rekombinanten hADAM 15-Fragmentes und das zu untersuchen-
de Substrat (Insulin-B-Kette (Sigma), o,,-Makroglobulin (Roche) oder das MBP (Sigma)) wur-
den in Nativpuffer (20 mM TRIS, pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5 - 10 mM CaCl,, 0,025 - 0,5 mM
ZnCl,) fiir 5 min bis 16 h - in Abhéngigkeit von Probe, Substrat und Substratmenge - bei 37°C
inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte zu definierten Zeitpunkten und die Analyse wurde mit-

tels SDS-PAGE oder Western-Blotting durchgefiihrt.
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3.2.10.2 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight-Mass Spectrometry

Der in vitro Verdau der oxidierten Insulin-B-Kette (Sigma) wurde durch MALDI-TOF-MS
(matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry) analysiert. Hier-
zu wurden die Spaltungsansitze nach Beendigung der Inkubation mit Hilfe der Chloroform-
Methanol-Fillung von Pufferbestandteilen befreit und konzentriert. Nach Trocknung der Pro-
teinpellets wurden diese in 50 mM TRIS, pH 8,0 resuspendiert und 5 min bei 100°C erhitzt. Ein
Mikroliter der so erhaltenen Losungen wurden mit je einem weiteren Mikroliter Matrixlosung
(49,95% (v/v) Methanol, 49,95% (v/v) Acetonitril, 0,1% (v/v) Trifluoressigsdure, 10 mg/ml -
Cyano-Hydroxyzimtsédure) vermischt und auf den Probentridger zur Kristallisation aufgetropft
und getrocknet. Im Anschlufl wurden die Proben in einer Voyager-DE™ BioSpectrometry™
Workstation (PerSeptive Biosystems) unter Verwendung eines N,-Laser bei einer Wellenldnge

von A = 337 nm und einer Beschleunigungsspannung von 20000 V analysiert.

3.2.10.3 Zymographie

Die Zymographie ist eine Methode zur Detektion proteolytischer Aktivitit, die auch bei inho-
mogenen Proben mit hoher Sensitivitit angewandt werden kann. Hierzu wurden 10 - 12%ige
Polyacrylamidgele nach Laemmli angefertigt (Laemmli, 1970), die pro Milliliter Gelpuffer 1
mg des zu spaltenden Substrates (Kollagen Typ I, II, III, VI oder VII (Sigma), Gelatin (Sigma),
o- und B-Casein (Fluka) oder auch Plasma-Fibronektin (Jens Unger, Universitit Bielefeld) ent-
hielten. Die Elektrophorese wurde bei 20 mA in Vertikalgelkammern durchgefiihrt um eine
wirmebedingte Denaturierung der Proben - gelost in nicht-reduzierend wirkenden Probenpuffer
- zu vermeiden. Im Anschlufl wurde das Gel zweimal in Triton X-100 haltigem Nativpuffer (25
mM TRIS, pH 7,4, 150 mM NacCl, 1 - 5 mM CaCl,, 25 - 500 mM ZnCl,, 0,02% (v/v) Brij 35,
2,5% (v/v) Triton X-100) gewaschen, und dann iiber Nacht in Nativpuffer (25 mM TRIS, pH
7,4, 150 mM NaCl, 1 - 5 mM CacCl,, 25 - 500 mM ZnCl,, 0,02% (v/v) Brij 35) bei 37°C inku-

biert. Die Farbung des Zymogramms erfolgte durch Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva).
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3.2.10.4 Spaltung fluorogener Peptide

Zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitdt der rekombinant hergestellten hADAM 15-
Fragmente wurden diese zur Spaltung fluoreszenzmarkierter Peptide in einem Fluoreszenz-
spektrometer LS50B (Perkin Elmer) eingesetzt. Hierzu wurde die zu untersuchende Probe in
Nativpuffer (20 mM TRIS, pH 7.5, 150 mM Nac(l, 0,5 - 10 mM CaCl,, 0,025 - 0,5 mM ZnCl,)
vorgelegt, 10 min bei 37°C vorinkubiert und mit 0,25 - 1 uM Peptid versetzt. Der Abbau des
Peptides wurde bei 37°C iiber die Detektion der Emission iiber einen Zeitraum von einer Stunde

dokumentiert. Die zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitit eingesetzten Peptide waren:

TACE-Substrat, fluorogen (Bachem)
MCA-Pro-Leu-Ala-Glu-Ala-Val-Dpa-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH,
Anregungswellenldnge: A = 328 nm, Emissionswellenldnge: A = 393 nm, effektive Konzentra-

tion: 1 uM

MMP2/MMP7-Substrat, fluorogen (Calbiochem)
MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,
Anregungswellenldnge: A = 328 nm, Emissionswellenldnge: A = 393 nm, effektive Konzentra-

tion: 0,5 uM

P1m-Peptid, fluorogen (L. Schindler und N. Sewald, Universitit Bielefeld)
Abz-Ser-His-His-Gly-Asp-Gln-Met-Ala-Gln-Lys-Ser-Gln-Ser-Thr-Gln-Ile-Tyr(NO,)-Gly-NH,
Anregungswellenldnge: A = 320 nm, Emissionswellenlidnge: A = 420 nm, effektive Konzentra-

tion: 0,38 UM

P2m-Peptid, fluorogen (L. Schindler und N. Sewald, Universitit Bielefeld)
Abz-Leu-Arg-Ala-Glu-Gln-Gln-Arg-Leu-Lys-Ser-Gln-Asp-Leu-Glu-Tyr(NO,)-Gly-NH,
Anregungswellenldnge: A = 320 nm, Emissionswellenldnge: A = 420 nm, effektive Konzentra-

tion: 0,25 uM
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P16m-Peptid, fluorogen (L. Schindler und N. Sewald, Universitit Bielefeld)
Abz-Leu-His-His-Gly-Asp-Gln-Met-Ala-Gln-Lys-Ser-Gln-Ser-Thr-Gln-Ile-Tyr(NO,)-Gly-NH,
Anregungswellenldnge: A = 320 nm, Emissionswellenlidnge: A = 420 nm, effektive Konzentra-

tion: 0,38 UM

3.2.11 Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikorper

Nach Reinigung des Antigens (MP-Doméne von hADAM 15, rekombinant hergestellt in E. co-
[i) durch préiparative SDS-PAGE wurden 300 pg in 1 ml PBS gelost und zur Immunisierung von
Kaninchen verwendet. Die Proben wurden mit der gleichen Menge komplettem Freud schen
Adjuvanz vermischt und diese Emulsion den Kaninchen an 2 Stellen unter die Riickenhaut in-
jiziert. Vier und sechs Wochen spiter erhielten die Tiere eine intravendse Injektion von jeweils
300 pg Antigen in 1 ml PBS (Durchfiihrung Dr. Alfons Radunz, Universitit Bielefeld). Aus den
Serenproben der siebten Woche erfolgte die Praparation der polyklonalen Antikorper. Hierzu
wurde 1 ml Antiserum mit 9 ml Bindungspuffer (10 mM NaH,PO,, pH 8, 150 mM NaCl) ver-
mischt und mit 1 ml Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) fiir zwei Stunden bei
4°C geschiittelt. Im Anschlufl wurde das Material mit 150 ml Bindungspuffer gewaschen und
die Antikorper mit 10 ml Glycinpuffer (200 mM Glycin, pH 2,7) eluiert, wobei das Eluat direkt
in 4,4 ml Neutralisationspuffer (1 M NaH,POy4, pH 9) getropft wurde. Danach wurde das Eluat
mehrmals gegen dH,O dialysiert und lyophylisiert. Alternativ wurde auf die Lyophylisierung
verzichtet oder es wurden 3 M MgCl, zur Elution eingesetzt, wobei dann der Bindungs- und

Neutralisationspuffer nicht Phosphat- sondern TRIS-gepuffert war.
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese und Klonierung der humanen ADAM 15-cDNA

Die fiir hADAM 15 kodierende DNA wurde mittels RT-PCR (reverse transcription-polymera-
se chain reaction) generiert. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA aus den beiden humanen
Ovarialkarzinomzellinien OV-MZ-6 und OVCAR-3 und der humanen Mammakarzinomzelli-
nie MDA-MB-231 isoliert und zur reversen Transkription eingesetzt. Fiir die cDNA-Synthese
wurden spezifischen Primer (Pro-RT-F und MP-RT-R bzw. Sig-RT-F und ZP-RT-R) verwen-
det, die anhand der verdffentlichten cDNA-Sequenz von Metargidin konstruiert wurden (Kritz-

schmar et al., 1996).
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Abb. 4.1: A) Nachweis der Amplifikation der hADAM 15-ProMP-cDNA: 1220 bp (siehe Pfeil).
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Farbung) Primer: Pro-RT-F und MP-RT-R
B) Nachweis der Amplifikation der full length hADAM 15-cDNA: 2476 bp (siche Pfeil).
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Farbung) Primer: Sig-RT-F und ZP-RT-R

Die hADAM 15-mRNA-Expression wurde in allen drei untersuchten Zellinien nachgewiesen.
Es wurde hierbei sowohl die komplette cDNA (full length) (Abb. 4.1 B) als auch ein verkiirztes,
nur fiir die Pro- und Metalloproteinase-Domine (ProMP) kodierendes Fragment (Abb. 4.1 A)
amplifiziert. Die erhaltenen cDNA-Fragmente wurden in den Vektor pCR® 2.1 TOPO® klo-
niert und in einer ersten DNA-Sequenzierungsrunde iiber eine Linge von 400 bp sowohl vom
5’- als auch vom 3°-Ende sequenziert. Dabei zeigte sich fiir alle klonierten Fragmente eine fast
vollstindige Ubereinstimmung mit der bereits publizierten cDNA-Sequenz von Metargidin

(Kriatzschmar et al., 1996). Die Unterschiede betrafen zwei Positionen am 3”°-Ende der cDNA,
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die fiir die die zytoplasmatische Domine von hADAM 15 kodiert (Abb. 4.2). Im Anschluf} an
die erste cDNA-Sequenzierungsrunde wurde die aus der humanen Ovarialkarzinomzellinie
OVCAR-3 stammende cDNA komplett sequenziert und mit den beiden bereits bekannten
cDNA-Sequenzen (Kritzschmar et al., 1996; Herren et al., 1997) auf Basis der Aminosiureab-
folge verglichen, indem zuvor die Primérstrukturen aus den cDNA-Sequenzen abgeleitet wur-
den (Abb. 4.2). Die Abweichungen der Primirstrukturen betreffen die Aminoséurereste 714
und 791 innerhalb der zytoplasmatischen Doméne. Durch die Synthese und Klonierung der
vollstindigen cDNA fiir hADAM 15 aus der Ovarialkarzinomzellinie OVCAR-3 wurde eine
cDNA-Klon etabliert, der fiir alle weiteren Polymerasekettenreaktionen in dieser Arbeit als

Templat diente.

Um nun die Metalloproteinase- und Disintegrin-Doméne von hADAM 15 charakterisieren zu
konnen, wurden eine Vielzahl unterschiedlicher Expressionssysteme fiir die rekombinanten
hADAM 15-Fragmente etabliert. Die dazu verwendeten Wirtsorganismen waren das Bakterium

Escherichia coli, die Hefe Pichia pastoris und die beiden Sdugerzellinien OV-MZ-6 und CHO.

Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit sollen in den folgenden Kapiteln die hier dargestellten Ab-

kiirzungen fiir die diversen hADAM 15-Fragmente verwendet werden:

SigEGF (Ecto) Ecto-Doméne mit Signalpeptid M! - §93)

SigZP (full length) Gesamtprotein ! - L34

ProMP Pro- und Metalloproteinase-Doméne (T29 - P419)

ProMPDis Pro-, Metalloproteinase- und Disintegrin-Doméne (T? - B>19)
ProEGF Ecto-Domine ohne Signalpeptid (T?? - §593)

MP Metalloproteinase-Doméne (D207 - P419)

MPDis Metalloproteinase- und Disintegrin-Doméne (D207 - 310y

MPEGF Ecto-Doméne ohne Signalpeptid und Pro-Domine (D207 - §693)
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Signalpeptid Pro-Doméne
hADAM 15 1 MRLALLWALGLLGAGSPLPSWPLPNIGGTEEQQAESEKAPREPLEPQVLQDDLPISLKKVLQTSLPEPLRIKLEL 75
Metargidin 1 MRLALLWALGLLGAGSPLPSWPLPNIGGTEEQQAESEKAPREPLEPQVLQDDLPISLKKVLQTSLPEPLRIKLEL 75
hMDC 15 1 MRLALLWALGLLGAGSPLPSWPLPNIGGTEEQQAESEKAPREPLEPQVLQODDLPISLKKVLQTSLPEPLRIKLEL 75
hADAM 15 76 DGDSHILELLQNRELVPGRPTLVWYQPDGTRVVSEGHTLENCCYQGRVRGYAGSWVSICTCSGLRGLVVLTPERS 150
Metargidin 76 DGDSHILELLQNRELVPGRPTLVWYQPDGTRVVSEGHTLENCCYQGRVRGYAGSWVSICTCSGLRGLVVLTPERS 150
hMDC 15 76 DGDSHILELLQNRELVPGRPTLVWYQPDGTRVVSEGHTLENCCYQGRVRGYAGSWVSICTCSGLRGLVVLTPERS 150
Metalloproteinase-Doméne
hADAM 15 151 YTLEQGPGDLQGPPIISRIQDLHLPGHTCALSWRESVHTQTPPEHPLGQRHIRRRRDVVTETKTVELVIVADHSE 225
Metargidin 151 YTLEQGPGDLQGPPIISRIQDLHLPGHTCALSWRESVHTQTPPEHPLGQRHIRRRRDVVTETKTVELVIVADHSE 225
hMDC 15 151 YTLEQGPGDLQGPPIISRIQDLHLPGHTCALSWRESVHTQTPPEHPLGQRHIRRRRDVVTETKTVELVIVADHSE 225
Cysteine-Switch-Motiv Furin-Spaltstelle
hADAM 15 226 AQKYRDFQHLLNRTLEVALLLDTFFRPLNVRVALVGLEAWTQRDLVEISPNPAVTLENFLHWRRAHLLPRLPHDS 300
Metargidin 226 AQKYRDFQHLLNRTLEVALLLDTFFRPLNVRVALVGLEAWTQRDLVEISPNPAVTLENFLHWRRAHLLPRLPHDS 300
hMDC 15 226 AQKYRDFQHLLNRTLEVALLLDTFFRPLNVRVALVGLEAWTQRDLVEISPNPAVTLENFLHWRRAHLLPRLPHDS 300
hADAM 15 301 AQLVTGTSFSGPTVGMAIQNSICSPDFSGGVNMDHSTSILGVASSIAHELGHSLGLDHDLPGNSCPCPGPAPAKT 375
Metargidin 301 AQLVTGTSFSGPTVGMAIQNSICSPDFSGGVNMDHSTSILGVASSIAHELGHSLGLDHDLPGNSCPCPGPAPAKT 375
hMDC 15 301 AQLVTGTSFSGPTVGMAIQNSICSPDFSGGVNMDHSTSILGVASSIAHELGHSLGLDHDLPGNSCPCPGPAPAKT 375
Zinkbindungsmotiv
Disintegrin-Domine
hADAM 15 376 CIMEASTDFLPGLNFSNCSRRALEKALLDGMGSCLFERLPSLPPMAAFCGNMFVEPGEQCDCGFLDDCVDPCCDS 450
Metargidin 376 CIMEASTDFLPGLNFSNCSRRALEKALLDGMGSCLFERLPSLPPMAAFCGNMFVEPGEQCDCGFLDDCVDPCCDS 450
hMDC 15 376 CIMEASTDFLPGLNFSNCSRRALEKALLDGMGSCLFERLPSLPPMAAFCGNMFVEPGEQCDCGFLDDCVDPCCDS 450
Met-Turn
Cystein-reiche Dom.
hADAM 15 451 LTCQLRPGAQCASDGPCCQNCQLRPSGWQCRPTRGDCDLPEFCPGDSSQCPPDVSLGDGEPCAGGQAVCMHGRCA 525
Metargidin 451 LTCQLRPGAQCASDGPCCQNCQLRPSGWQCRPTRGDCDLPEFCPGDSSQCPPDVSLGDGEPCAGGQAVCMHGRCA 525
hMDC 15 451 LTCQLRPGAQCASDGPCCONCQLRPSGWQCRPTRGDCDLPEFCPGDSSQCPPDVSLGDGEPCAGGQAVCMHGRCA 525
RGD-Motiv
hADAM 15 526 SYAQQCQSLWGPGAQPAAPLCLQTANTRGNAFGSCGRNPSGSYVSCTPRDAICGQLQCQTGRTQPLLGSIRDLLW 600
Metargidin 526 SYAQQCQSLWGPGAQPAAPLCLQTANTRGNAFGSCGRNPSGSYVSCTPRDAICGQLQCQTGRTQPLLGSIRDLLW 600
hMDC 15 526 SYAQQCQSLWGPGAQPAAPLCLQTANTRGNAFGSCGRNPSGSYVSCTPRDAICGQLQCQTGRTQPLLGSIRDLLW 600
EGF-&dhnliche Doméne
hADAM 15 601 ETIDVNGTELNCSWVHLDLGSDVAQPLLTLPGTACGPGLVCIDHRCQRVDLLGAQECRSKCHGHGVCDSNRHCYC 675
Metargidin 601 ETIDVNGTELNCSWVHLDLGSDVAQPLLTLPGTACGPGLVCIDHRCQRVDLLGAQECRSKCHGHGVCDSNRHCYC 675
hMDC 15 601 ETIDVNGTELNCSWVHLDLGSDVAQPLLTLPGTACGPGLVCIDHRCQRVDLLGAQECRSKCHGHGVCDSNRHCYC 675
Transmembran-Dom. zytoplasmatische Doméne
hADAM 15 676 EEGWAPPDCTTQLKATSSLTTGLLLSLLVLLVLVMLGASYWYRARLHQRLCQLKGPTCQYRAAQSGPSERPGPPQ 750
Metargidin 676 EEGWAPPDCTTQLKATSSLTTGLLLSLLVLLVLVMLGAGYWYRARLHQRLCQLKGPTCQYRAAQSGPSERPGPPQ 750
hMDC 15 676 EEGWAPPDCTTQLKATSSLTTGLLLSLLVLLVLVMLGASYWYRARLXQRLCQLKGPTCQYRAAQSGPSERPGPPQ 750
714

hADAM 15 751 RALLARGTKSQGPAKPPPPRKPLPADPQGRCPSGDLPGPGAGIPPLVVPSRPAPPPPTVSSLYL 814

Metargidin 751 RALLARGTKSQGPAKPPPPRKPLPADPQGRCPSGDLPGPGAGIPPLVVPSRPAPPPPTVSSLYL 814

hMDC 15 751 RALLARGTKSQGPAKPPPPRKPLPADPQGRCPSGDLPGPGPGIPPLVVPSRPAPPPPTVSSLYL 814

Prolin-reiche Region 1 791 Prolin-reiche Region 2

Abb. 4.2: Vergleich der Aminosiuresequenz des neu klonierten hADAM 15 mit den beiden bereits publi-
zierten Aminosauresequenzen von Metargidin (Kritzschmar et al., 1996) und hMDC 15 (Herren
et al., 1997). Die hier blau dargestellten Charakteristika sind in Kapitel 2.4 beschrieben worden. Die
Unterschiede zwischen den Aminosiduresequenzen sind rot dargestellt und betreffen die Aminoséure-
reste 714 und 791. N-Glykosylierungsstellen sind griin dargestellt.
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4.2 Heterologe Expression von hADAM 15-Doméinen in Escherichia coli

Der erste Ansatz zur Charakterisierung der proteolytischen Eigenschaften von hADAM 15 war
die Etablierung bakterieller Expressionssysteme, indem die fiir die MP und die ProMP kodie-
rende DNA in bakterielle Expressionsvektoren des pET-Typs kloniert wurde. Hierzu wurden
die relevanten cDNA-Fragmente mit Hilfe spezifischer Primer amplifiziert und durch diese
auch mit zu den Expressionsvektoren kompatiblen Restriktionsstellen versehen. Die Amplifi-
kation des MP-cDNA gelang mit dem Primerpaar MP-Nde-F/MP-BamH-R, die der ProMP-
cDNA mit dem Primerpaar Pro-Nde-F/MP-BamH-R. Die so erhaltenen cDNA-Fragmente
konnten unter Verwendung der Nde I- und BamH I-Restriktionsstellen in die Vektoren pET-
11a, pET-12b und pET-15b kloniert werden. Im Anschlu3 wurden alle Klonierungsprodukte se-
quenziert um PCR-bedingte Mutationen, Deletionen und Insertionen auszuschlieBen. Durch die
Wabhl der Restriktionsstelle Nde I waren die in den Vektor pET-15b klonierten Fragmente nach
heterologer Expression mit einem N-terminalen Hexa-Histidin-tag fusioniert, was eine spétere

Reinigung der Expressionsprodukte iiber Ni-NTA-Agarose ermoglichen sollte.

Die generierten Expressionsplasmide wurden dann zur Transformation des E. coli-Stammes
BL21(DE3) verwendet. Nach Transformation wurden durch Testexpressionen im 50 ml-MaB-
stab diejenigen Klone identifiziert, die die gewiinschten hADAM 15-Fragmente nach Induktion
mit IPTG (Isopropylthiogalaktosid) exprimierten. Die zur heterologen Expression geeigneten
Klone wurden zur Expression im 750 ml-Mafstab eingesetzt um grof3ere Mengen an rekombi-
nanten Proteinen zur weiteren Charakterisierung zu erhalten. Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick
tiber die hergestellten Konstrukte, Modifikationen und die verwendeten Expressionsvektoren.
Bei der heterologen Expression in E. coli wurden die rekombinanten hADAM 15-Fragmente als
unldsliche Proteinaggregate (inclusion bodies) im Zytosol der Bakterien deponiert. Diese inclu-
sion bodies konnten aufgrund ihrer hohen spezifischen Dichte nach Lyse der Zellen durch Zen-
trifugation von den {ibrigen Bestandteilen des Zelllysates getrennt werden. Der Nachteil der
Methode bestand jedoch darin, daB3 die inclusion bodies unter denaturierenden Bedingungen so-

lubilisiert und das in ihnen enthaltene Expressionsprodukt wieder renaturiert werden mufte.
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hADAM 15-Doméinen BL21(DE3) | BL21(DE3) | BL21(DE3)
pET-11a pET-12b pET-15b
-P [WT] [WT] [6H~]
- [WT] [WT] [6H~]

Tab.4.1: Zusammenstellung der klonierten und im E. coli-Stamm BL21(DE3) exprimierten hADAM 15-

Fragmente. Die Expressionsraten werden wie folgt kategorisiert: starke Expression, mittlere Expres-
sion, schwache bis keine Expression. Die zur Expression im 750 ml-MafBstab eingesetzten Systeme
sind im Fettdruck dargestellt. Abkiirzungen: [WT] Wildtyp; [6H~] N-terminaler Hexa-Histidin-fag.

4.2.1 Heterologe Expression der Metalloproteinase-Domiine in BL21(DE3)

Die heterologe Expression der MP im E. coli-Stamm BL21(DE3) gelang in sehr guten Ausbeu-
ten (durchschnittlich 2,0 g Rohprotein pro Liter Bakterienkultur). Abbildung 4.3 gibt einen
Uberblick iiber den Expressionsverlauf der hADAM 15-MP nach Induktion mit IPTG. Die Kul-
tivierung der Zellen wurde nach vier Stunden beendet, da die Menge an rekombinantem Protein
nicht mehr signifikant zunahm. Durch die Lyse der Bakterien und mehrmaligem Waschen der
inclusion bodies konnte die MP sehr gut angereichert werden und stand nach Solubilisierung in
ib-Aufschlupuffer fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung. Im SDS-PAGE erschien das
Expressionsprodukt als Doppelbande bei 28 und 30 kDa. Durch N-terminale Aminosdurese-
quenzierung konnte gezeigt werden, dall beide MP-Fragmente (Abb. 4.3 B, a und b) den glei-

chen N-Terminus besaBen:

H,N-D?7-V_-V-T-E-T-K-T-V-E-L-V-I-V?%
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Abb. 4.3: A) Nachweis der Expression der MP (750 ml-MafBstab; BL21(DE3) pET-11a hADAM 15 MP) und
Dokumentation der anschlieBenden Aufarbeitung des Zellpellets (Waschschritte 1 - 4; Kapitel
3.1.3.1). Das Expressionsprodukt erscheint als verbreiterte Bande zwischen 28 und 30 kDa (siehe
Pfeil); (kontinuierliche SDS-PAGE (10% PAA), reduzierte Proben, Coomassie-Fiarbung).

B) Verdiinnungsreihe des ib-Aufschlusses (siche A) der MP. Expressionsprodukt: Doppelbande bei
28 kDa (b) bzw. 30 kDa (a); (Kontinuierliche SDS-PAGE (10% PAA), reduzierte Proben, Coomassie-
Farbung).

4.2.2  Heterologe Expression der Pro- und Metalloproteinase-Doméine in BL21(DE3)

Die heterologe Expression der ProMP im E. coli-Stamm BL21(DE3) gelang im Vergleich zur
MP nur in geringen bis mittleren Ausbeuten (durchschnittlich 100 mg Rohprotein pro Liter
Bakterienkultur), wobei die mit einem N-terminalen Hexa-Histidin-tag fusionierte Variante in
hoheren Ausbeuten (durchschnittlich 400 mg Rohprotein pro Liter Bakterienkultur) erhalten
werden konnte. Abbildungen 4.4 A und B geben einen Uberblick iiber den Expressionsverlauf
beider Varianten der hADAM 15-ProMP nach Induktion mit IPTG. In Analogie zur Expression
der MP zeigte sich auch in diesen beiden Fillen, dafl das Zeitoptimum der Expression nach vier
Stunden erreicht war. Durch die Lyse der Bakterien und anschlieBender Aufarbeitung der inclu-
sion bodies liel sich die mit dem N-terminalen Hexa-Histidin-tag fusionierte Variante
(ProMP~Myc-6H) bedeutend besser anreichern (Abb. 4.4 B) als die Variante (ProMP) ohne N-
terminalen Hexa-Histidin-tag (Abb. 4.4 A). Nach Solubilisierung der beiden ProMP-Varianten
in ib-AufschluBpuffer standen diese fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung. Die Bestim-
mung des N-Terminus der beiden Expressionsprodukte war nicht méglich, da dieser vermutlich
blockiert war. Auch durch die Spaltung mit Bromcyan wurden keine, dem Edman-Abbau zu-

ginglichen, Proteinfragmente erhalten.
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Abb. 4.4: A) Nachweis der Expression der ProMP (750 ml-Ma@istab; BL21(DE3) pET-11a hADAM 15
ProMP) und Dokumentation der anschlieBenden Aufarbeitung des Zellpellets (Waschschritte 1 -
3; Kapitel 3.1.3.1). Expressionsprodukt: schwache Bande bei 42 kDa (siehe Pfeil); (kontinuierliche
SDS-PAGE (10% PAA), reduzierte Proben, Coomassie-Fiarbung).
B) Nachweis der Expression der mit einem N-terminalen Hexa-Histidin-fag fusionierten ProMP
(750 ml-MaBstab; BL21(DE3) pET-11a hADAM 15 6H~ProMP) und Dokumentation der anschlie-
Benden Aufarbeitung des Zellpellets (Waschschritte 1 - 3; Kapitel 3.1.3.1). Expressionsprodukt:
Bande bei 45 kDa (siehe Pfeil); (kontinuierliche SDS-PAGE (10% PAA), reduzierte Proben, Coomas-
sie-Féarbung).

4.3 Chromatographische Reinigung der rekombinanten hADAM 15-Doménen (MP,
ProMP und ProMP~Myc-6H)

Es wurde versucht, die in E. coli rekombinant hergestellten hADAM 15-Fragmente (MP,
ProMP, 6H~ProMP) durch unterschiedliche chromatographische Verfahren anzureichern und
zu reinigen. Hierbei zeigte sich, daf} keine der angewandten Methoden, wie z.B. Anionen- oder
Kationenaustauschchromatographie, hydrophobe Interaktionschromatographie oder Gelfiltrati-
onschromatographie zu befriedigenden Resultaten fiihrte. Versuche, die mit einem N-termina-
len Hexa-Histidin-fag fusionierte ProMP iiber Ni-NTA-Agarose anzureichern und dabei von
unerwiinschten Probenbestandteilen zu befreien und als homogenes Protein zu eluieren, schei-

terten ebenfalls.

4.4 Charakterisierung der Expressionsprodukte aus Escherichia coli

Um die proteolytische Aktivitit der in E. coli exprimierten hADAM 15-Fragmente (MP und

ProMP) charakterisieren zu konnen wurden verschiedenen Renaturierungsstrategien fiir die de-
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naturierten Expressionsprodukte angewandt (Kapitel 3.2.2). Zum jetzigen Zeitpunkt sind kei-
nerlei in vivo- oder auch in vitro-Substrate fiir hADAM 15 beschrieben. Eine Kontrolle der
Renaturierungsstrategie auf Erfolg war somit nicht moglich. Beispielsweise lief sich bei Ein-
satz der ,,renaturierten hADAM 15-Fragmente keinerlei proteolytische Aktivitit durch Zymo-
graphie (Gelatin, o- und B-Casein) detektieren. Aufgrund der bestehenden Schwierigkeiten
wurden die Untersuchungen mit den rekombinant in E. coli hergestellten hADAM 15-Doménen
eingestellt und das P. pastoris-Expressionssystem als Alternative ausgewdhlt, da es korrekt ge-

faltete Expressionsprodukte zugénglich machen sollte (Kapitel 4.6).

4.5 Herstellung und Charakterisierung eines polyklonalen Antikorpers gegen die

Metalloproteinase-Domiine von hADAM 15

Zur Charakterisierung und Detektion der in dieser Arbeit rekombinant hergestellten hADAM
15-Fragmente, die grundsitzlich die MP beinhalteten, war ein gegen die MP gerichteter poly-
klonaler Antikérper notwendig. Zu diesem Zweck wurden Kaninchen mit der rekombinant in
E. coli hergestellten MP immunisiert. Die MP konnte zwar in sehr guten Ausbeuten im E. coli
exprimiert werden, doch ihre Reinigung mit konventionellen chromatographischen Methoden
erwies sich als sehr schwierig und unzureichend fiir diesen Zweck. Deshalb wurde das zur Im-
munisierung einzusetzende Antigen (MP) durch préparative SDS-Gelelektrophorese zur Ho-
mogenitit gereinigt. Hierzu wurden bis zu 100 ul ib-Aufschlufl zur Elektrophorese eingesetzt,
das Gel mit Zink geférbt, das 28 kDa-MP-Fragment (Abb. 4.3 B, b) ausgeschnitten, eluiert, ly-
ophylisiert, anschlieBend in dH,O gel6st und durch Chloroform-Methanol-Féllung von Deter-
genzien und anderen Pufferkomponenten befreit. Die so erhaltene Probe konnte in PBS gelost
und zur Immunisierung der Kaninchen eingesetzt werden. Abbildung 4.5 A dokumentiert die
Effizienz der Reinigung durch die préaparative SDS-Gelelektrophorese und veranschaulicht, daf3
das 28 kDa-MP-Fragment zur Homogenitédt gereinigt werden konnte. Zusitzlich zur SDS-
PAGE-Analyse wurde die Antigenprobe durch RP-HPLC analysiert. Auch hierbei wurden kei-
nerlei Kontaminationen detektiert (Abb. 4.5 B). Durch Anwendung dieser Reinigungsstrategie
konnten bis zu 3,5 ug reines Protein pro Mikroliter ib-Aufschlufl gewonnen werden. Nach der
Immunisierung (Kapitel 3.2.11) der Kaninchen wurde das Antiserum der siebenten Immunisie-
rungswoche zur Priparation der IgG-Fraktion durch Reinigung iiber Protein A-Sepharose ein-

gesetzt. Im Durchschnitt konnten 8 - 9 mg IgG pro Milliliter Antiserum gewonnen werden.
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Abb. 4.5: A) Nachweis des durch priparative Gelelektrophorese gereinigten 28 kDa-MP-Fragmentes (sie-
he Pfeil) (kontinuierliche SDS-PAGE (10% PAA), reduzierte Probe, Silber-Fiarbung).
B) Kontrolle des Reinheitsgrades des 28 kDa-MP-Fragmentes durch RP-HPLC.
Puffer A: 0,1% (v/v) Trifluoressigsiure
Puffer B: 80% (v/v) Acetonitril, 0,08% (v/v) Trifluoressigsidure
Sédule: Wide-Pore Octadecyl (C;g) 5 mm (4,6 x 250 mm)

Zur Charakterisierung des anti-MP-Antikorpers wurden zwei unterschiedliche, rekombinant in
P. pastoris hergestellte ProMPs verwendet. Die eine Form entsprach der Wildtyp-ProMP, die
andere Form war mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-tag fusioniert
(ProMP~Myc-6H) und konnte dadurch zusitzlich durch einen anti-Myc-Antikorper detektiert
werden. Durch Vergleich der Spezifitit der beiden Antikorper im Western-Blot konnte die Qua-

litdt des neu hergestellten anti-MP-Antikorpers verifiziert werden (Abb. 4.6).

Der anti-MP-Antikorper detektierte beziiglich der Expression der ProMP in P. pastoris ein
Fragment von 32 kDa (Abb. 4.6, a). Das aus der Primérstruktur der ProMP ermittelte Moleku-
largewicht entsprach 43 kDa. Unter der Annahme, daf} die im Golgi-Apparat von P. pastoris
existierende furinartige KEX2-Proteinase die Furin-Spaltstelle innerhalb der ProMP erkennt
und prozessiert, wiirde man ein 23 kDa-Fragment fiir die MP erwarten. Beriicksichtigt man zu-
sdtzlich die drei in der MP existierenden N-Glykosylierungsstellen (Abb. 4.2) und geht von ei-
ner Glykosylierungseffizienz von 8 - 14 Mannose-Resten pro N-Glykosylierungsstelle in P.

pastoris aus (Invitrogen, 2000b), wiirde sich das theoretisch errechnete Molekulargewicht der
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MP um ungefihr 7 kDa, von 23 kDa auf 30 kDa erhohen. Dieser Wert stimmte relativ gut mit

dem gefundenen Wert von 32 kDa (s.0.) liberein.
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Abb. 4.6: Charakterisierung des anti-MP-Antikorpers durch Vergleich mit dem anti-Myc-Antikorper
(Western-Blot-Analyse, diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben).
Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml) bzw. anti-Myc (0,2 pg/ml)

Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml) bzw. anti-Maus IgG-AP (0,2 pg/ml)

Die mit PNGase F behandelten Proben (Kapitel 3.2.4.6) sind mit einem * gekennzeichnet.

a (32 kDa) MP und ¢, e (35 kDa) MP~Myc-6H nach intrazellulidrer Prozessierung

b (27 kDa) MP und d, f (29 kDa) MP~Myc-6H nach intrazelluldrer Prozessierung und PNGase F-Be-
handlung

Wurde diese ProMP-Probe zuvor mit PNGase F (Peptid-N-(N-acetyl-B-glucosaminyl)-aspara-
ginamidase) inkubiert (Entfernung aller N-glykosidisch gebundenen Mannose-Reste), konnte
tatsichlich eine Verringerung des Molekulargewichtes um 5 - 6 kDa beobachtet werden (Abb.
4.6, b). Wurde der anti-MP-Antikorper zur Detektion der ProMP~Myc-6H eingesetzt konnten
analoge Beobachtungen gemacht werden. Auch hier betrug der GroBBenunterschied zwischen
glykosylierter und deglykosylierter Form ungefihr 5 - 6 kDa (Abb. 4.6, ¢ und d), wobei die
Fragmente aufgrund des C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-fag um ungefihr 3 kDa
groBer erscheinen. Wenn die Detektion der letztgenannten Proben (Abb. 4.6, ¢ und d) nicht mit
dem anti-MP-Antikorper sondern mit dem anti-Myc-Antikorper (detektiert das c-Myc-Epitop
des tag) erfolgte (Abb. 4.6, e und f), zeigte sich in allen vier Féllen (Abb. 4.6, ¢ bis f) das gleiche
Bandenmuster, so dal davon ausgegangen werden konnte, daf3 der neu hergestellte anti-MP-

Antikorper die MP im Western-Blot detektiert.
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4.6 Pichia pastoris als heterologes Expressionssystem fiir rekombinante hADAM 15-

Fragmente: Konzept und Analyse

Die Charakterisierung der proteolytischen Aktivitit der MP von hADAM 15 erforderte die re-
kombinante Darstellung dieser Doméne in einem Expressionssystem, welches die Expressions-
produkte im nativen Zustand, also mit korrekter Konformation und Disulfidbriickenmuster
zugénglich machen wiirde. Aus diesem Grund wurde der eukaryontische Wirtsorganismus P.
pastoris ausgewdihlt. Da Informationen iiber die Beeinflussung der proteolytischen Aktivitit der
MP durch die anderen Dominen, wie z.B. die Disintegrin- oder Cystein-reiche Domine des
hADAM 15 fehlten, wurden Expressionssysteme etabliert, die verschieden groe Fragmente
der Ecto-Domiine zugiinglich machten. Die Amplifikation der cDNAs dieser Fragmente gelang
mit spezifischen Primern, die auch die Klonierung in Expressionsvektoren iiber die Einfiihrung

kompatibler Restriktionsstellen ermdglichten (Tab. 4.2).

hADAM 15 cDNA-Fragmente | Primerpaar Modifikationen
(GroBe des Amplifikates)
MP (674 bp) MP-Xho-F/MP-Not-R Wildtyp
MP-Xho-F/MPMH-Xba-R C-terminaler c-Myc-Epi-
top-Hexa-Histidin-tag
ProMP (1208 bp) Pro-Xho-F/MP-Not-R Wildtyp
Pro-Xho-F/MPMH-Xba-R C-terminaler c-Myc-Epi-
top-Hexa-Histidin-fag
MPDis (947 bp) MP-Xho-F/Dis-Not-R Wildtyp
ProMPDis (1481 bp) Pro-Xho-F/Dis-Not-R Wildtyp
MPEGF (1481 bp) MP-Xho-F/EGFMH-Xba-R C-terminaler c-Myc-Epi-

top-Hexa-Histidin-fag

ProEGF (2015 bp) Pro-Xho-F/EGFMH-Xba-R C-terminaler c-Myc-Epi-
top-Hexa-Histidin-fag

Tab. 4.2: Zusammenstellung der fiir die Klonierung in P. pastoris-Expressionsvektoren verwendeten Pri-
merpaare. Die Klonierung iiber die Xho I-Restriktionsstelle bewirkte sowohl bei der Ligation in den
pPIC9- als auch in den pPICZa. A-Vektor, dafi das Expressionsprodukt N-terminal mit dem o-Faktor-
Sekretionssignal fusioniert wurde. Wurde die Xba I-Restriktionsstelle fiir die Ligation in den pPICZa.
A-Vektor verwendet, so wurde das Expressionsprodukt zusétzlich mit einem C-terminalen c-Myc-Epi-
top-Hexa-Histidin-fag fusioniert.
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Samtliche Klonierungsprodukte wurden sequenziert um PCR-bedingte Mutationen, Deletionen
und Insertionen auszuschlieBen. Zur heterologen Expression der hADAM 15-Fragmente in P.
pastoris wurden entweder elektrokompetente oder chemisch kompetente P. pastoris-Zellen der

Stamme KM71 und X33 mit den hergestellten Plasmiden transformiert.

Die Analyse der transformierten Hefezellen erfolgte grundsitzlich mit drei unterschiedlichen

Methoden (A - C), deren Prinzipien hier kurz erldutert werden sollen.

A) Die transformierten Hefezellen wurden durch Anfertigung von Kolonie-Blots (Kapitel
3.1.3.3) analysiert, die eine Vorauswahl der Hefeklone zulie3en, die die gewiinschte hADAM
15-Domine exprimierten. Die Detektion der rekombinanten Proteine erfolgte durch Verwen-
dung des anti-MP-Antikorpers. Alternativ wurde im Fall von mit einem C-terminalen c-Myc-
Epitop-Hexa-Histidin-fag fusionierten Expressionsprodukten der anti-Myc-Antikorper zur De-
tektion eingesetzt. Zur Kontrolle der Antikorperspezifitit wurden stets Leervektor-transfor-
mierte Hefezellen (Leervektorkontrolle) in die Analyse mit einbezogen, um die durch die
konstitutiv exprimierten Hefeproteine hervorgerufene Farbreaktion zu beriicksichtigen. Grund-
satzlich war bei dieser Analysemethode zu beachten, dal} eine Farbreaktion nicht zwingend be-
deutete, daB das Expressionsprodukt in das umgebende Medium sekretiert worden war. Eine
Farbreaktion konnte auch dadurch zustande kommen, daf} der Zellinhalt abgestorbener Hefezel-
len, und mit diesem auch die nicht sekretierten rekombinanten hADAM 15-Fragmente mit der
PVDF-Membran in Kontakt gerieten. Trotz dieser Einschrinkung erwies sich die Kolonie-Blot-
Analyse als eine sehr effektive Methode zur Identifizierung der Hefeklone, die die rekombinan-
ten hADAM 15-Fragmente exprimierten. Abbildung 4.7 zeigt eine Zusammenstellung dieser P.
pastoris-Klone. Die Analyse unter Verwendung des anti-MP-Antikorpers erbrachte fiir alle P.
pastoris-Klone, die hADAM 15-Fragmente heterolog exprimieren sollten, positive Signale, de-
ren Intensitit intensiver als die der Leervektorkontrollen war. Der anti-Myc-Antikorper hinge-
gen zeigte eine ausgeprigte Kreuzreaktivitit mit den konstitutiven Expressionsprodukten des
Hefestammes X33 (rot umrandete Klone), so da3 auch diejenigen Hefeklone als positiv erschie-
nen, deren Expressionsprodukte nicht mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-

tag fusioniert waren.
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Abb. 4.7: Kolonie-Blot-Analyse zum Nachweis der in P. pastoris exprimierten hADAM 15-Fragmente.
Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml) bzw. anti-Myc (0,2 pg/ml)
Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml) bzw. anti-Maus IgG-AP (0,2 pg/ml)
Abkiirzungen: [SGA] R484S Aminosédureaustausch und D486A Aminoséureaustausch; [~NMH] C-ter-
minaler c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-tag. Die rot umrandeten Klone sind falschpositive Signale (siehe
Text).

B) Parallel erfolgte die Charakterisierung der Hefeklone durch Analyse ihrer genomischen
DNA mittels PCR. Mit dieser Methode sollte sicher gestellt werden, dal} die zur Transformation
eingesetzte hADAM 15-cDNA vollstidndig in das Hefegenom integriert worden war. Die Inte-
gration erfolgt durch homologe Rekombination von Teilbereichen der Vektor-DNA mit ent-
sprechenden DNA-Sequenzen im Hefegenom. Diese zum Hefegenom homologen DNA-
Sequenzen (5°AOX1-Promoterregion und AOX1-Transkriptionterminationsregion) waren Be-
standteile der Vektor-DNA (Abb. 3.3) und flankierten die Expressionskassette am 5°- und 3°-
Ende, in deren Mitte sich die in den Vektor ligierte hADAM 15-cDNA befand. Dadurch konn-
ten die betreffenden hADAM 15-cDNAs durch homologe Rekombination der Vektor-DNA zu-

satzlich in das Hefegenom integriert werden.

Die PCR-Analysen wurden durch Verwendung der Klonierungsprimer (5 °KP und 3°KP: spezi-
fische Amplifikation der hADAM 15-cDNA) und der AOX-Primer (5" AOX1 und 3"AOXI1:
spezifische Amplifikation der gesamten Expressionskassette) durchgefiihrt (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Schematische Darstellung der PCR-Analyse zum Nachweis der in das Hefegenom integrierten
Expressionskassette. Die spezifische Amplifikation der gesamten Expressionskassette gelingt durch
Verwendung der AOX-Primer (5’AOX1 und 3°’AOX1) und die der hADAM 15-cDNA durch Verwen-
dung der Klonierungsprimer (5°KP und 3 ’KP).

Ein Zusammenstellung der Amplifikatgroen bei Verwendung der Klonierungsprimer (siehe

auch Tab. 4.2) und der AOX-Primer ist in Tabelle 4.3 dargestellt.

hADAM 15-Fragmente GroBe des Amplifikates bei GroBe des Amplifikates
Verwendung der bei Verwendung der
Klonierungsprimer (Tab. 4.2) AOX-Primer

MP 674 bp 1224 bp

ProMP 1208 bp 1758 bp

MPDis 947 bp 1497 bp

ProMPDis 1481 bp 2031 bp

MPEGF 1481 bp 2031 bp

ProEGF 2015 bp 2565 bp

Tab. 4.3: Zusammenstellung der GroBlen der Amplifikationsprodukte bei Verwendung der Klonierungs-
und AOX-Primer zur Analyse der transformierten Hefezellen.

Bei Verwendung der AOX-Primer entstanden um 550 bp groflere Amplifikate als bei Verwen-
dung der Klonierungsprimer, da sie den Bereich des gesamten Expressionskassette (550 bp) mit
einschlossen. Durch Verwendung der AOX-Primer konnte somit die Integration der gesamten
Expressionskassette in das Hefegenom zusétzlich nachgewiesen werden (Abb. 4.8). Bei Analy-
se der genomischen DNA der Hefeklone des Stammes X33 (Phinotyp Mut™) durch die AOX-
Primer wurde ein weiteres Amplifikat der Grée 2200 bp erhalten. Dieses entsprach dem nati-

ven AOX1-Gen im Hefegenom.

C) Die mit den hADAM 15-cDNAs transformierten Hefezellen wurden zusétzlich durch Ex-
pressionen in Suspensionskultur (20 ml-MalBlstab) analysiert. Die anschlieBende Analyse der

Kulturiiberstinde oder Zelllysate erfolgte durch Western-Blotting unter Verwendung spezifi-
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scher Antikorpern (anti-MP bzw. anti-Myc). Hierdurch sollte getestet werden ob die transfor-
mierten Hefezellen die betreffenden hADAM 15-Fragmente nach Induktion mit Methanol in
das Medium sezernierten. Die Kulturiiberstinde wurden direkt oder nach Deglykosylierung mit
PNGase F analysiert. Falls keine Expressionsprodukte im Kulturiiberstand nachzuweisen wa-

ren, wurden die betreffenden Hefezellen lysiert und das Zelllysat analysiert.

Die beziiglich der heterologen Expression als positiv kategorisierten P. pastoris-Klone wurden
zur Expression im 750 ml-MaBstab (Fernbachkolben) oder 1500 ml-MaBstab (Fermenter) ein-
gesetzt, um grofBere Mengen an rekombinanten Proteinen zur weiteren Charakterisierung zu er-
halten. Der pPIC9-Vektor erwies sich als ungeeignet Hefezellen mit hADAM 15-cDNAs zu
transformieren, da in keinem Fall eine Expression der rekombinanten Proteine beobachtet wer-
den konnte. Tabelle 4.4 gibt einen Uberblick iiber simtliche Konstrukte, Modifikationen und

die jeweiligen Hefestamme.

hADAM 15-Domiinen KM71 X33
pPICZo A pPICZo A

[WT] [WT]
[M1] [M1]
0 [~Myc-6H] [~Myc-6H]

[M1~Myc-6H] | [M1~Myc-6H]

[WT] [WT]

: [M1] [M1]
‘ 6 [~Myc-6H] [~Myc-6H]

[M1~Myc-6H] | [M1~Myc-6H]

_, [WT] [WT]
- [M1] [M1]
[M2] [M2]

s [WT] [WT]
b s> [M1] [M1]
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hADAM 15-Domiinen KM71 X33
pPICZo A pPICZo A

D D @ | MycoH] | [-Myc6H]

@ E ¢ wnnn@® | (MycoH] | [~Myc6H]

Tab. 4.4: Zusammenstellung der klonierten und in P. pastoris exprimierten hADAM 15-Fragmente. Die
relativen Expressionsraten in Suspensionskultur werden wie folgt kategorisiert: starke Expression,
mittlere Expression, schwache bis keine Expression. Die im Kolonie-Blot (Abb. 4.7) analysierten Klo-
ne sind im Fettdruck dargestellt. Abkiirzungen: [WT] Wildtyp; [M1] E349A Aminosiureaustauch;
[M2] R484S Aminosidureaustausch und D486A Aminosiureaustausch, im folgenden auch als SGA be-
zeichnet; [~Myc-6H] C-terminaler c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-tag.

4.6.1 Kontrolltransformationen von Pichia pastoris

Die rekombinanten Expressionsprodukte der mit den hADAM 15-cDNA-Konstrukten transfor-
mierten Hefezellen sollten durch Kolonie- und Western-Blotting analysiert werden. Hierzu war
eine geringe Kreuzreaktivitit des anti-MP-Antikorpers mit konstitutiv sekretierten Hefeprotei-
nen erforderlich. Zur Kontrolle der Antikorperspezifitit sind P. pastoris-Klone etabliert wor-
den, die mit ,leerem* pPICZo A-Vektor (Leervektorkontrolle) transformiert wurden. Die
Integration der folglich ,,leeren* Expressionskassette in das Hefegenom wurde durch PCR-Ana-
lyse verifiziert (Abb. 4.9 A). Ergiinzend wurden Kulturiiberstinde dieser Klone nach viertdgiger
Kultivierung unter Expressionsbedingungen analysiert. Es zeigte sich hierbei keinerlei Reakti-
vitdt des anti-MP-Antikorpers mit den im Kulturiiberstand befindlichen Proteinen, so daf} der
anti-MP-Antikorper fiir die Analyse der aus P. pastoris gewonnen rekombinanten Expressions-

produkte geeignet war (Abb. 4.9 B).
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Abb. 4.9: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels AOX-Primern (Agarose-Gel (1%),
Ethidiumbromid-Firbung) zum Nachweis der Integration des ,leerem* pPICZa A-Vektor (Leer-
vektorkontrolle).

a (2200 bp) natives AOX1-Gen (Mut*-Phiinotyp)

b (550 bp) ,,Jeere* Expressionskassette

B) Western-Blot-Analyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) der
Kulturiiberstinde von P. pastoris (Kultivierung: 20 ml-MaBstab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C).
Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml)

Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml)

Die mit PNGase F behandelten Proben (Kapitel 3.2.4.6) sind mit einem * gekennzeichnet.

4.7 Die heterologe Expression diverser rekombinanter hADAM 15-Fragmente in Pi-

chia pastoris

Insgesamt wurden sechs verschiedene cDNA-Fragmente, die jeweils fiir unterschiedliche Be-
reiche der Ecto-Domine von hADAM 15 kodieren, zur Transformation der beiden P. pastoris-
Stamme KM71 und X33 eingesetzt (Tab. 4.4). Durch die heterologe Expression dieser cDNAs
in P. pastoris sollten neben den Wildtypformen der meisten Fragmente auch Aminosédure-Mu-
tanten und/oder durch einen C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-tag erweiterte Fusions-
proteine zugidnglich werden. Eine der Mutanten [M1] bestand in einem Austausch des
Glutamat(349)-Restes durch einen Alanin-Rest im Zinkbindungsmotiv der MP. Sie sollte als
Kontrollmutante zur Verifikation der potentiellen proteolytischen Aktivitit des Proteins ver-
wendet werden. Die zweite Mutante [M2] bestand in einem Austausch des RGD-Motivs inner-
halb der Disintegrin-Doméne. Hier wurde der Arginin(484)-Rest gegen ein Serin-Rest und der
Aspartat(486)-Rest gegen einen Alanin-Rest ausgetauscht. Diese Mutante sollte zur Verifikati-

on der integrinantagonistischen Funktion des RGD-Motives dienen.
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4.7.1  Expression der Metalloproteinase-Doméine in Pichia pastoris

Beide Hefestimme, KM71 und X33 wurden mit den MP-cDNA-Konstrukten (Tab. 4.4) trans-
formiert. Durch Kolonie-Blot-Analyse konnte die heterologe Expression aller vier Fragmente
nachgewiesen werden (Abb. 4.7) und dariiber hinaus belegt Abbildung 4.10 die Integration der
vier cDNA-Fragmente in das Genom des Hefestammes X33. Ein Nachweis der Expressionspro-
dukte gelang jedoch weder im Kulturiiberstand einer Suspensionskultur noch im Lysat der He-

fezellen.

5090
3054
2036

Abb. 4.10: PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern (Aga-
rose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Féarbung) zum Nachweis der Integration von MP-cDNA-Kon-
strukten (pPICZa hADAM 15 MP; MP, E349A; MP~Myc-6H; MP~Myc-6H, E349A).

a (2200 bp) natives AOX-Gen (Mut*-Phiinotyp)
b (1224 bp) Expressionskassette + hADAM 15-MP-cDNAs
¢ (674 bp) hADAM 15-MP-cDNAs

4.7.2  Expression der Pro- und Metalloproteinase-Doméne in Pichia pastoris

Die Transformation der beiden Hefestimme KM71 und X33 gelang mit allen klonierten
ProMP-cDNA-Konstrukten (Tab. 4.4). Die in das Hefegenom integrierten cDNAs konnte durch
analytische PCR nachgewiesen werden (Abb. 4.11 A). Sowohl in der Kolonie-Blot- (Abb. 4.7)
als auch in der Western-Blot-Analyse (Abb. 4.11 B) erwiesen sich die transformierten Hefezel-
len des Stammes KM71 als besonders gut geeignet zur heterologen Expression der diversen

ProMP-Formen.
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Abb. 4.11: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Farbung) zum Nachweis der Integration von ProMP-cDNA-
Konstrukten (pPICZa hADAM 15 ProMP; ProMP, E349A; ProMP~Myc-6H; ProMP~Myc-6H,
E349A).

a (1758 bp) Expressionskassette + hADAM 15-ProMP-cDNAs

b (1208 bp) hADAM 15-ProMP-cDNAs

B) Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten durch Western-Blot-Ana-
lyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) der Kulturiiberstiinde.
Kultivierung: 20 ml-MaB3stab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C

Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml)

Sekundirantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml)

Die mit PNGase F behandelten Proben (Kapitel 3.2.4.6) sind mit einem * gekennzeichnet.

a, ¢ (32 kDa) MP und e, g (35 kDa) MP~Myc-6H nach intrazelluldrer Prozessierung

b, d (27 kDa) MP und f, h (29 kDa) MP~Myc-6H nach intrazellulirer Prozessierung und PNGase F-
Behandlung

4.7.3  Expression der Metalloproteinase- und Disintegrin-Doméine in Pichia pastoris

Fiir die Expression der MPDis in P. pastoris wurden ebenfalls verschiedene cDNA-Konstrukte
(Tab. 4.4) kloniert und zur Transformation der Hefestimme KM71 und X33 eingesetzt. Abbil-
dung 4.12 A belegt die Integration der kodierenden DNA-Fragmente in das Genom der betref-
fenden Hefestimme. Die heterologe Expression der rekombinanten MPDis konnte sowohl in
der Kolonie-Blot- (Abb. 4.7) als auch in der Western-Blot-Analyse (Abb. 4.12 B) der Kul-

turiiberstinde belegt werden.
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Abb. 4.12: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Fiarbung) zum Nachweis der Integration von MPDis-cDNA-
Konstrukten (pPICZo hADAM 15 MPDis; MPDis, E349A; MPDis, SGA).

a (2200 bp) natives AOX-Gen (Mut*-Phiinotyp)

b (1497 bp) Expressionskassette + hADAM 15-MPDis-cDNAs

¢ (947 bp) hADAM 15-MPDis-cDNAs

B) Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten durch Western-Blot-Ana-
lyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) der Kulturiiberstiinde.
Kultivierung: 20 ml-MaB3stab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C

Primérantikorper: anti-MP (1 pug/ml)

Sekundirantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml)

Die mit PNGase F behandelten Proben (Kapitel 3.2.4.6) sind mit einem * gekennzeichnet.

a, d, g (43 kDa) MPDis nach intrazellulédrer Prozessierung

¢ (38 kDa) und f, i (36 kDa) MPDis nach intrazellulidrer Prozessierung und PNGase F-Behandlung
b (22 kDa) und e, h (24 kDa) MP-Fragment

4.7.4  Expression der Pro-, Metalloproteinase- und Disintegrin-Doméine in Pichia pasto-

ris

Die heterologe Expression der ProMPDis wurde in den Hefestimmen KM71 und X33 durchge-
fiihrt, wobei die Transformation und Expression durch analytische PCR (Abb. 4.13 A), Kolo-
nie-Blot- (Abb. 4.7) und Western-Blot-Analyse (Abb. 4.13 B) nachgewiesen wurde.
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Abb. 4.13: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Fzrbung) zum Nachweis der Integration von ProMPDis-
cDNA-Konstrukten (pPICZo. hADAM 15 ProMPDis; ProMPDis, E349A).

a (2031 bp) Expressionskassette + hADAM 15-ProMPDis-cDNAs

b (1481 bp) hADAM 15-ProMPDis-cDNAs

B) Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten durch Western-Blot-Ana-
lyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) der Kulturiiberstiinde.
Kultivierung: 20 ml-MaB3stab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C

Primérantikorper: anti-MP (1 pug/ml)

Sekundirantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml)

Die mit PNGase F behandelten Proben (Kapitel 3.2.4.6) sind mit einem * gekennzeichnet.

a, ¢ (43 kDa) MPDis nach intrazelluldrer Prozessierung

b (38 kDa) und ¢ (36 kD) MPDis nach intrazellulédrer Prozessierung und PNGase F-Behandlung

4.7.5 Expression der um die Pro-Doméne verkiirzten Ecto-Doméine in Pichia pastoris

Die heterologe Expression der um die Pro-Doméne verkiirzten Ecto-Doméne (MPEGF) wurde
mit einem C-terminalen fusionierten c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-fag durchgefiihrt, wobei kei-
ne Sekretion des rekombinanten Proteins in das Kulturmedium erfolgte. Im Zelllysat des betref-
fenden Hefeklones konnte sowohl unter Verwendung des anti-MP- als auch des anti-Myc-
Antikorpers ein Fragment detektiert werden, daf aufgrund seiner Grée von fast 90 kDa einer
unprozessierten Form des Expressionsproduktes - inklusive o-Faktor - entsprach. Theoretisch
wiirde das Molekulargewicht eines derartigen Expressionsproduktes 85 kDa betragen: 52 kDa
(MPEGF) + 12,5 kDa (fiinf N-Glykosylierungsstellen innerhalb der MPEGF) + 3 kDa (C-ter-
minaler c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-tag) + 10 kDa (a-Faktor) + 7,5 kDa (drei N-Glykosylie-

rungsstellen innerhalb des o-Faktors).
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Abb. 4.14: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Farbung) zum Nachweis der Integration des MPEGF-cDNA-
Konstruktes (pPICZo hADAM 15 MPEGF~Myc-6H).

a (2031 bp) Expressionskassette + hADAM 15-MPEGF-cDNAs

b (1481 bp) hADAM 15-MPEGF-cDNAs

B) Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten durch Western-Blot-Ana-
lyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) des Zelllysates.
Kultivierung: 20 ml-MaB3stab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C

Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml) bzw. anti-Myc (0,2 pg/ml)

Sekundirantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 png/ml) bzw. anti-Maus IgG-AP (0,2 pg/ml)
Unprozessierte MPEGF~Myc-6H (inklusive o-Faktor: 90 kDa, siche Pfeil)

4.7.6  Expression der Ecto-Domiine in Pichia pastoris

Die Versuche die Ecto-Doméine (ProEGF) in P. pastoris zu exprimieren schienen an dhnlichen
Problemen zu scheitern, wie sie auch schon bei der Expression der um die Pro-Doméne verkiirz-
ten Ecto-Domine auftraten. Die Transformation der Hefezellen war zwar erfolgreich (Abb. 4.15
A) aber das Expressionsprodukt konnte nur intrazelluldr nachgewiesen werden (Abb. 4.15 B).
Das im Western-Blot detektierte Fragment wies ein Molekulargewicht von annihernd 100 kDa
auf. Dieser Wert deutet ebenfalls auf die unprozessierte Form des Expressionsproduktes inklu-

sive o-Faktor hin (theoretisch: 85 kDa (s.0.) + 20 kDa (Pro-Doméne) = 105 kDa).
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Abb. 4.15: A) PCR-Analyse der genomischen P. pastoris-DNA mittels Klonierung- und AOX*-Primern
(Agarose-Gel (1%), Ethidiumbromid-Fiarbung) zum Nachweis der Integration des ProEGF-cDNA-
Konstruktes (pPICZo hADAM 15 ProEGF~Myc-6H).

a (2565 b) Expressionskassette + hADAM 15-ProEGF-cDNAs

b (2015 bp) hADAM 15-ProEGF-cDNAs

¢ (2200 bp) natives AOX1-Gen (Mut™-Phinotyp)

B) Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten durch Western-Blot-Ana-
lyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) des Zelllysates.
Kultivierung: 20 ml-Maf@stab, 4 Tage, Schiittelkolben, 28°C

Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml) bzw. anti-Myc (0,2 pg/ml)

Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml) bzw. anti-Maus IgG-AP (0,2 pg/ml)
Unprozessierte ProEGF~Myc:6H (inklusive a-Faktor: 100 kDa, siehe Pfeil)

4.8 Optimierung der heterologen Expression in Pichia pastoris

Nachdem die heterologe Expression einer ganzen Reihe von hADAM 15-Fragmenten zuziig-
lich diverser Aminosdure-Mutanten (Tab. 4.4) in der Hefe P. pastoris etabliert worden war, be-
stand die nidchste Aufgabe in der Optimierung der Expressionsbedingungen fiir die
GroBlexpression bzw. Fermentation. Hierzu wurden unterschiedliche Nihrmedien (Komplett-
medium BMMY, Minimalmedium BMM, ungepuffertes Minimalmedium MM), Methanol-
konzentrationen (Induktion der Expression) und unterschiedliche Zelldichten vor Induktion
der heterologen Expression getestet. Bei diesen Untersuchungen erwies sich das Komplettme-
dium BMMY (enthilt Hefeextrakt und Pepton) und eine Methanolkonzentration zwischen
0,5 - 1% (v/v) als optimal. Zelldichten von 5108 Zellen/ml (ODgq0 = 10) fiir den Hefestamm
KM71 und 2,5-10% Zellen/ml (0D = 5) fiir den Hefestamm X33 vor Induktion erwiesen sich
als besonders geeignet. Trotz dieser Optimierungen waren die Rohausbeuten an rekombinanten

hADAM 15-Fragmenten gering. Beispielsweise waren die Expressionsprodukte bei der Expres-
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sion der ProMP~Myc-6H in einem durch Silbernitrat gefiarbten Polyacrylamidgel nicht oder nur
sehr schwach als Proteinbande zu erkennen (Abb. 4.16 A). Setzt man bei der Anfirbung von
Proteinen durch Silbernitrat eine untere Nachweisgrenze von 5 Nanogramm pro Proteinbande
voraus und ermittelt aufgrund der zur Gelelektrophorese eingesetzten Probenmenge die Menge
an rekombinanten Protein pro Liter Kulturiiberstand, wurden Rohausbeuten von unter 50 ug
Rohprotein pro Liter Kulturiiberstand erhalten. Aufgrund dieser geringen Rohausbeute
wirkten sich einerseits die konstitutiv in das Medium sekretierten P. pastoris-Proteine und an-
dererseits die Medienbestandteile Hefeextrakt und Pepton im Komplettmedium als stérend bei
den nachfolgenden chromatographischen Reinigungen aus. Abbildung 4.16 A zeigt bei der he-
terologen Expression der ProMP~Myc-6H einerseits die Zunahme der konstitutiv sekretierten
P. pastoris-Proteine (sowohl im Komplettmedium BMMY als auch im Minimalmedium BMM)
und anderseits die Kontamination des Kulturiiberstandes durch Medienbestandteile im Kom-
plettmedium BMMY. Abbildung 4.16 B dokumentiert die heterologe Expression der
ProMP~Myc-6H durch Nachweis der intrazellulédr prozessierten und anschlieBend sekretierten

MP~Myc-6H (35 kDa) unter Verwendung des anti-Myc-Antikorpers im Western-Blot.
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Abb. 4.16: Nachweis der heterologen Expression der mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Hexa-Histidin-
tag fusionierten ProMP (X33 pPICZo hADAM 15 ProMP~Myc-6H) in P. pastoris iiber einen Zeit-
raum von 3 bzw. 4 Tagen in zwei verschiedenen Nihrmedien (Komplettmedium BMMY und Mi-
nimalmedium BMM) bei 28°C.

A) Kontinuierliche SDS-PAGE (12% PAA), reduzierte Proben, Silber-Fiarbung.

Das Expressionsprodukt (MP~Myc-6H, 35 kDa) ist durch Silber-Fiarbung nicht zu detektieren (siehe
Pfeil).

B) Western-Blot-Analyse, kontinuierliche SDS-PAGE (12% PAA), reduzierte Proben
Primérantikorper: anti-Myc (0,2 pg/ml)

Sekundarantikorper: anti-Maus [gG-AP (0,2 pg/ml).

a (43 kDa) ProMP~Myc-6H nach unvollstiindiger intrazellulidrer Prozessierung

b (35 kDa) MP~Myc-6H nach intrazelluldrer Prozessierung
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Es wird deutlich, dal die Expression des gewiinschten Fragmentes im Komplettmedium we-
sentlich effektiver ist mit dem Nachteil der stirkeren Kontamination des zu erntenden Kul-

turiiberstandes durch peptid- bzw. proteinartige Medienbestandteile.

Neben der heterologen Expression im Fernbachkolben (750 ml-Maf3stab) wurde auch die hete-
rologe Expression im Fermenter (1500 ml-MaBstab) etabliert. Diese sollte aufgrund der besse-
ren Versorgung der Hefezellen mit Sauerstoff hohere Expressionsraten ermoglichen.
Abbildung 4.17 zeigt die Expression der ProMP iiber einen Zeitraum von sechs Tagen im Fer-
menter. Es ist zu erkennen das die Konzentration des rekombinanten Expressionsproduktes
nicht signifikant zunahm und der Expressionsverlauf aufgrund der geringen Ausbeute im We-
stern-Blot analysiert werden muf3te. Ergo konnte durch die heterologe Expression im Fermenter
keine Steigerung der Expressionsraten erzielt werden.
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Abb. 4.17: Nachweis der heterologen Expression der ProMP (KM71 pPICZo hADAM 15 ProMP) in P. pa-
storis iiber einen Zeitraum von 6 Tagen bei 28°C im Fermenter durch Western-Blot-Analyse
(diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) des Kulturiiberstandes.
Primérantikorper: anti-MP (1 pg/ml)

Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml)
MP (32 kDa) nach intrazelluldrer Prozessierung (sieche Pfeil)

Neben den oben genannten Beispielen (ProMP und ProMP~Myc-6H) wurde ebenfalls versucht
die Expressionsraten anderer hADAM 15-Fragmente, wie z.B. der entsprechenden E349A-Mu-
tanten der ProMP und ProMP~Myc-6H, der MPDis oder auch der ProMPDis zu steigern. Bei
keinem der Fragmente gelang die Steigerung der Rohausbeuten, weder im Fernbachkolben

noch im Fermenter.
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4.9 Chromatographische Reinigung der rekombinanten hADAM 15-Fragmente aus

Pichia pastoris

Bei der chromatographischen Reinigung der in P. pastoris rekombinant hergestellten hRADAM
15-Fragmente erwies sich das ungiinstige Mengenverhiltnis zwischen gewiinschten Expressi-
onsprodukten und unerwiinschten Hefeproteinen und Nahrmedienbestandteilen als Problem.
Dariiber hinaus erfolgte die intrazellulidre Prozessierung der Proformen an der Furin-Spaltstelle
durch die Proprotein-Konvertase KEX2 im Golgi-Apparat der Hefe P. pastoris nicht quantita-
tiv, so daf stets auch die unprozessierte Proformen der hADAM 15-Fragmente im Kulturiiber-
stand vorhanden waren. Hierbei war ferner zu beachten, dafl die Pro-Domine trotz
proteolytischer Spaltung der Furin-Spaltstelle an der MP gebunden blieb. Die beiden letztge-
nannten Aspekte sollen durch das folgende Beispiel veranschaulicht werden. In Abbildung 4.18
ist die Elution einer Ni-NTA-Agarose durch einen 250 mM-Imidazol-Stufengradienten darge-
stellt. Die Matrix wurde zuvor mit dem gegen Startpuffer dialysierten Hefekulturiiberstand be-
laden, der durch die heterologe Expression der ProMP~Myc-6H gewonnen worden war. Bei der
Elution der Ni-NTA-Agarose fanden sich neben dem erwarteten Fragment MP~Myc-6H (Abb.
4.18, b, 35 kDa) auch hohermolekulare Fragmente, die auf unprozessierte Proformen
(ProMP~Myc-6H) hinwiesen (Abb. 4.18, a), bei denen noch Teile der Pro-Doméne mit der MP

kovalent iiber die Furin-Spaltstelle verbunden waren.
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Abb. 4.18: Nachweis von hADAM 15-ProMP~Myc-6H-Fragmenten durch Analyse einzelner Fraktionen
der chromatographischen Reinigung des Kulturiiberstandes durch Ni-NTA-Agarose (kontinu-
ierliche SDS-PAGE (12% PAA), reduzierte Proben, Silber-Féarbung).

a (diffuser Bereich) ProMP~Myc-6H-Fragmente nach unvollstindiger intrazelluldrer Prozessierung
b (35 kDa) MP~Myc+6H nach intrazelluldrer Prozessierung
¢, d, e, f (18 bis 25 kDa) Pro-Domiinen-Fragmente
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Des weiteren fanden sich gleichzeitig Fragmente der Pro-Domine (Abb. 4.18, ¢ bis f) neben
dem prozessierten Fragment MP~Myc-6H (Abb. 4.18, b, 35 kDa). Dies wies auf die Wechsel-
wirkung zwischen Pro- und MP-Domiine trotzt proteolytischen Spaltung der Furin-Spaltstelle
hin. Die Wechselwirkungen zwischen Pro- und MP-Doméne waren nicht kovalent. Wurde das
Eluat der Ni-NTA-Agarose zur Analyse im SDS-PAGE weder reduziert noch hitze-denaturiert
konnte das gleiche Bandenmuster wie in Abbildung 4.18 beobachtet werden. Disulfidbriicken
schieden somit als Ursache fiir die Wechselwirkung zwischen Pro- und MP-Doméne aus. Die-
ser ,,Komplex* zwischen Pro- und MP-Domine erwies sich als widerstandsfihig gegeniiber ei-
ner Vielzahl denaturierender Reagenzien, wie z.B. 6 M Harnstoff, 0,1% (v/v) Triton X-100,
0,1% (w/v) SDS, 2 M NaCl, 50% (v/v) Glycerin oder 20% (v/v) Ethanol. Hohere Konzentratio-
nen dieser Reagenzien konnten nicht eingesetzt werden, da diese nicht kompatibel zur Ni-NTA-
Agarose gewesen wiren. Die durch Elution der Ni-NTA-Agarose erhaltene Fraktion 24 (Abb.
4.18) wurde durch Western-Blot-Analyse nédher charakterisiert um die oben geschilderten Be-
funde zu verifizieren. Durch Verwendung des anti-MP- und des anti-Myc-Antikorpers gelang
es den den diffusen Bereich a (Abb. 4.18 und 4.19) als unprozessierte Proformen
(ProMP~Myc-6H) und das Fragment b (Abb. 4.18 und 4.19) als MP~Myc-6H nach intrazellula-
rer Prozessierung zu bestétigen. Die Fragmente ¢ bis f (Abb. 4.18 und 4.19) konnten durch Ver-

wendung des anti-Pro-Antikorpers als Fragmente der Pro-Doméne bestétigt werden.
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Abb. 4.19: Western-Blot-Analyse (diskontinuierliche SDS-PAGE (4%/15% PAA), reduzierte Proben) der
Fraktion 24 (Abb. 4.18) der chromatographischen Reinigung der hADAM 15-ProMP~Myc:6H
durch Ni-NTA-Agarose.

Primérantikorper: anti-Pro (1 pg/ml), anti-MP (1 pg/ml) bzw. anti-Myc (0,2 pg/ml)
Sekundarantikorper: anti-Kaninchen IgG-AP (0,2 pg/ml) bzw. anti-Maus IgG-AP (0,2 pg/ml)

a (diffuser Bereich) ProMP~Myc-6H-Fragmente nach unvollstindiger intrazelluldrer Prozessierung
b (35 kDa) MP~Myc+6H nach intrazelluldrer Prozessierung

¢, d, e, f (16 bis 23 kDa) Pro-Domiinen-Fragmente
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Dariiber hinaus konnten die beiden groBeren Pro-Doménen-Fragmente (23 kDa und 18 kDa)
durch N-terminale Aminosiduresequenzierung charakterisiert werden. Die N-terminale Amino-

sdauresequenzierung ergab fiir das 23 kDa-Fragment (Abb. 4.18 und 4.19, ¢) folgende Sequenz:
H,N-T?°-E-E-Q-Q-A-E-S-E*’
Die Sequenz fiir das 18 kDa-Fragment (Abb. 4.18 und 4.19, d) war:
H,N-L*-E-P-Q-V-L-Q-D°!

Dadurch waren die beiden grofleren Fragmente eindeutig als Teile der Pro-Domine identifi-

ziert.

Insgesamt erwies sich bei der chromatographischen Reinigung der heterolog in P. pastoris ex-
primierten hADAM 15-Fragmente die geringe Menge des zur Verfiigung stehenden Ausgangs-
materials als problematisch, da die Rohausbeuten 50 g pro Liter Kulturiiberstand (Kapitel 4.8)
nicht iibertrafen. Ein Steigerung der Rohausbeuten durch Optimierung der Expressionsbedin-
gungen konnte nur bedingt erzielt werden. Faktisch ergab sich zwar eine stirkere Expression
der rekombinanten hADAM 15-Fragmente in Komplettmedium (verglichen mit Minimalmedi-
um), doch die Menge an erhaltenen Expressionsprodukten stagnierte ein bis zwei Tage nach In-
duktionsbeginn (Abb. 4.16 B und 4.17) und nahm selbst bei ldngerer Kultivierung nicht
signifikant zu (Abb. 4.17). Dadurch fiihrten die in dieser Arbeit angewendeten chromatographi-
schen Methoden (Kapitel 3.2.3) zu keiner signifikanten Anreicherung der rekombinanten Ex-
pressionsprodukte in Relation zu den unerwiinschten P. pastoris-Proteinen und
Néhrmedienbestandteilen. Tabelle 4.5 ist eine Zusammenstellung der angewendeten chromato-

graphischen Methoden.
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Matrix Bemerkungen Resultate
Anionenaustauscher Elution durch lineare NaCl-Gradi- | Keine signifikante Anreicherung
Q-Sepharose enten, NaCl-Stufengradienten, pH- | der rekombinanten hADAM 15-
CM-Sepharose Stufengradienten Fragmente
(3.2.3.1) 4°C bzw. RT
Kationenaustauscher Elution durch lineare NaCl-Gradi- | Keine signifikante Anreicherung
SP-Sepharose enten, NaCl-Stufengradienten, pH- | der rekombinanten hADAM 15-
(3.2.3.1) Stufengradienten Fragmente

4°C bzw. RT
Hydrophobe  Interakti- | Bindung durch (NH4),SOy, Keine signifikante Anreicherung
onschromatographie RT der rekombinanten hADAM 15-
Phenyl-Sepharose Fragmente

Octyl-Sepharose
(3.23.2)

Gelfiltration
Sephacryl S-200 HR
Sephadex G-75
AcA-44

(3.2.3.4)

native und denaturierende Puffer
4°C bzw. RT

Eine Trennung des Komplexes zwi-
schen Pro- und MP-Domine war
nicht moglich

Ni-NTA-Agarose
(3.2.3.5)

verschiedene Zusdtze zu den
Waschpuffern: 20 - 50 mM Imida-
zol; 6 M Harnstoff; 0,1% (v/v) Tri-
ton X-100; 0,1% (w/v) SDS; 2 M
NaCl; 50% (v/v) Glycerin; 20% (v/

Eine Trennung des Komplexes zwi-
schen Pro- und MP-Domine war
nicht moglich

v) Ethanol
4°C bzw. RT
Con A-Sepharose Elution durch linearen o-D-Methyl- | Keine signifikante Anreicherung
(3.2.3.6) glucosid-Gradienten der rekombinanten hADAM 15-
4°C bzw. RT Fragmente
Heparin-Sepharose Elution durch lineare NaCl-Gradi- | Keine signifikante Anreicherung
(3.2.3.7) enten bei unterschiedlichen pH- | der rekombinanten hADAM 15-
Werten (pH 5,0 und pH 7,4) Fragmente

4°C

Immobilisierter
xamatinhibitor
Pro-Leu-Gly-NHOH
(3.2.3.8)

Hydro-

Bindung unter nativen Bedingun-
gen

Elution durch EDTA

4°C

Keine Bindung der MP an den
immobilisierten Hydroxamatinhibi-
tor

Immobilisierter anti-MP-

Bindung unter nativen Bedingun-

Die Elution der rekombinanten

79

Antikorper gen hADAM 15-Fragmente war nicht
(3.23.9) Elution durch 200 mM Glycin pH | moglich
2,5 oder 3 M MgCl,
4°C
Tab. 4.5: Zusammenstellung chromatographischer Methoden, die zur Reinigung der in P. pastoris expri-

mierten hADAM 15-Fragmente angewendet wurden. Es sind jeweils nur die wesentlichen chroma-
tographischen Bedingungen bemerkt.
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4.10 Charakterisierung der proteolytischen Aktivitiit der rekombinant in Pichia pa-

storis dargestellten hADAM 15-Fragmente

Da zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitit von hADAM 15 keine zur Homogenitit
gereinigten rekombinanten Expressionsprodukte zur Verfiigung standen, wurde mit ungereinig-
ten Hefekulturiiberstdanden oder mit Hefekulturiiberstinden die gegen Nativpuffer dialysiert
worden waren gearbeitet. Zur Verifikation der Ergebnisse dienten Kulturiiberstinde der ent-
sprechenden E349A-Mutanten bzw. Kulturiiberstinde, die von mit ,,leerem* pPICZo A-Vektor

(Leervektorkontrolle) transformierten Hefezellen gewonnen wurden.

4.10.1 Zymographie

Die in P. pastoris rekombinant hergestellten hADAM 15-Fragmente wurde zur Charakterisie-
rung der proteolytischen Aktivitidt der MP in der Zymographie eingesetzt. Abbildung 4.20 A
gibt eine Ubersicht iiber die proteolytische Aktivitit, die in den Kulturiiberstinden aus der he-
terologen Expression einiger rekombinanter hADAM 15-Fragmente gegeniiber Gelatin detek-
tiert werden konnten. Zwei nicht zu identifizierende Proteinasen in der Grof3e von 80 kDa (Abb.
4.20 A, a) und 40 kDa (Abb. 4.20 A, b) fiihrten in fast allen Proben (inklusive der E349A-Mu-
tanten und der Leervektorkontrollen) zu einer Degradation des Gelatins. Es muf3te sich hierbei
um konstitutiv exprimierte Proteinasen aus P. pastoris handeln. Auffillig war, daf} die durch die
80 kDa-Proteinase hervorgerufene Degradationsbande im Fall des ProMP-Kulturiiberstandes
weniger intensiv war als die entsprechenden Degradationsbande des Leervektoriiberstandes und
der E349A-Mutante (Abb. 4.20 B, a). Die durch die 40 kDa-Proteinase hervorgerufene Degra-
dationsbande (Abb. 4.20 B, b) zeigte diesen Effekt nicht. Neben Gelatin wurde noch eine Reihe
anderer potentieller Substrate in der Zymographie getestet: Kollagen Typ [, II, III, VI, VII, -
Casein, B-Casein und Plasma-Fibronektin. Bei keinem der genannten Substrate war eine Degra-
dation zu beobachten, die auf proteolytischen Eigenschaften der rekombinanten hADAM 15-

Fragmente schliefen lieB3.
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Abb. 4.20: A) Gelatin-Zymogramm (kontinuierliche SDS-PAGE (12% PAA) mit 1 mg/ml Gelatin) zur Charak-
terisierung der proteolytischen Aktivitit der reckombinanten hADAM 15-Fragmente. Die Proben
sind ungereinigte Kulturiiberstinde der entsprechenden Expressionen in P. pastoris.

Konstitutiv exprimierte P. pastoris-Proteinasen mit Molekulargewichten von 80 kDa (a) und 40
kDa (b) fiihrten zur Spaltung von Gelatin.

B) Gelatin-Zymogramm (kontinuierliche SDS-PAGE (12% PAA) mit 1 mg/ml Gelatin) zur Cha-
rakterisierung der proteolytischen Aktivitiit der ProMP gegeniiber einer konstitutiv exprimier-
ten P. pastoris-Proteinase. Die Proben sind ungereinigte, gegen Nativpuffer dialysierte
Kulturiiberstinde der entsprechenden Expressionen im P. pastoris-Stamm KM71.

a (80 kDa) Diese konstitutiv exprimierte P. pastoris-Proteinase fiihrte zur Spaltung von Gelatin im Fall
der Leervektorkontrolle und der Expression der ProMP, E349A (Kontrollmutante), doch ihre proteo-
lyische Aktivitidt war bei Expression der ProMP nicht mehr zu beobachten.

b (40 kDa) Die Aktivitdt dieser konstitutiv exprimierte P. pastoris-Proteinase wurde nicht durch die
Expression der ProMP beeinfluf3t.

4.10.2 Spaltung fluorogener Peptide

Bei der Spaltung des fluorogenen MMP2/MMP9-Substrates durch gegen Nativpuffer dialysier-
te Kulturiiberstinde (ProMP; ProMP, E349A; Leervektorkontrolle) zeigte sich ein unerwarteter
Effekt (Abb. 4.21). Wurde der ProMP-Kulturiiberstand zur Spaltung eingesetzt, war eine Spal-
tung des Substrates iiber einen Zeitraum von 60 min kaum zu detektieren. Die Kulturiiberstinde
der Kontrollmutante (ProMP, E349A) und der Leervektorkontrolle zeigten hingegen eine deut-
liche Spaltung des Substrates. Bei Verwendung des TACE-Substrates konnten dhnliche Beob-
achtungen gemacht werden. Wurden die entsprechenden Kulturiiberstinde zur Spaltung der
fluorogenen Substrate P1m, P2m und P16m eingesetzt, konnte in keinem Fall ein Abbau detek-
tiert werden. Versuche die Proformen der hADAM 15-Fragmente durch HgCl,, APMA, Tryp-

sin oder Furin zu aktivieren zeigten ebenfalls keinerlei Wirkung.
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Abb. 4.21: Charakterisierung der proteolytischen Aktivitit in P. pastoris-KM71-Kulturiiberstinden
(ProMP; ProMP, E349A; Leervektorkontrolle) durch in vitro-Spaltung des fluorogenen MMP2/
MMP7-Substrates. Die Kulturiiberstinde aus der heterologen Expression der ProMP, E349A und
die Leervektorkontrolle des P. pastoris-Stammes KM71 zeigen proteolytische Aktivitit gegeniiber
dem MMP2/MMP7-Substrat. Der Kulturiiberstand aus der heterologen Expression der ProMP im
gleichen Hefestamm zeigt hingegen eine deutlich verringerte proteolytische Aktivitiit.

4.10.3 Spaltung der oxidierten Insulin-B-Kette

Bei der Spaltung der oxidierten Insulin-B-Kette durch die oben genannten Kulturiiberstinde
(ProMP; ProMP, E349A, Leervektorkontrolle) zeigte sich ein dhnlicher Effekt, wie bei der
Spaltung des fluorogenen MMP2/MMP7-Substrates. Keine Spaltung der oxidierten Insulin-B-
Kette bei Verwendung des ProMP-Kulturiiberstandes (Abb. 4.22) und Spaltung der oxidierten
Insulin-B-Kette bei Verwendung der Kulturiiberstinde der Kontrollmutante (ProMP, E349A)
(Abb. 4.23) und der Leervektorkontrolle (4.24). Auch hier zeigten Versuche die Proformen der
hADAM 15-Fragmente durch HgCl,, APMA, Trypsin oder Furin zu aktivieren keinerlei Wir-
kung.
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Abb. 4.22: Analyse der Insulin-B-Ketten-Spaltung (oxidierte Form) durch MALDI-TOF-MS. Der gegen Na-
tivpuffer dialysierte Kulturiiberstand stammte aus der heterologen Expression der ProMP im P. pa-
storis-Stamm KM71. Es liegen keine Hinweise auf eine Spaltung der Insulin-B-Kette vor.
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Abb. 4.23: Analyse der Insulin-B-Ketten-Spaltung (oxidierte Form) durch MALDI-TOF-MS. Der gegen Na-
tivpuffer dialysierte Kulturiiberstand stammte aus der heterologen Expression der ProMP, E349A im
P. pastoris-Stamm KM71. Bei diesem Experiment sind drei Fragmente der Insulin-B-Kette zu detek-
tieren: 1715,8, 1799,0 und 2788,2.
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Abb. 4.23: Analyse der Insulin-B-Ketten-Spaltung (oxidierte Form) durch MALDI-TOF-MS. Der gegen Na-
tivpuffer dialysierte Kulturiiberstand stammte aus dem mit ,,Jeerem* pPICZo A-Vektor (Leervektor-
kontrolle) transformierten P. pastoris-Stamm KM71. Bei diesem Experiment sind drei Fragmente der
Insulin-B-Kette zu detektieren: 1715,2, 1799,0 und 2787,2.

Die bei der Spaltung der oxidierten Insulin-B-Kette durch MALDI-TOF-MS detektierten Frag-
mente von 1715,4 und 1798,7 und 2787,3 (Abb. 4.23 und 4.24) lassen sich eindeutig als Frag-

mente der oxidierten Insulin-B-Kette identifizieren (Abb. 4.25).

3494,2
1715,4 1798,7

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF*FYTPKA
2787,3

Abb. 4.25: Zuordnung der durch MALDI-TOF-MS identifizierten Fragmente zur oxidierten Insulin-B-
Kette. Das Fragment der Masse 3494,2 entspricht der ungespaltenen Insulin-B-Kette. Die Fragmente
der Massen 1715,4 und 1798,7 resultieren aus der Spaltung zwischen Leucin(15) und Tyrosin(16). Das
Fragment der Masse 2787,3 resultiert aus der Spaltung zwischen Phenylalanin(24) und Phenylala-
nin(25).

Die Untersuchungen der Kulturiiberstinde (ProMP; ProMP, E349A; Leervektorkontrolle)
durch Gelatin-Zymographie (Abb. 4.20 B), durch Spaltung des fluorogenen MMP2/MMP7-
Substrates (Abb. 4.21) und durch Spaltung der oxidierten Insulin-B-Kette lieBen den Schluf3 zu,
daf} alle Spaltungen durch eine konstitutiv exprimierte P. pastoris-Proteinase hervorgerufen

wurden. Diese P. pastoris-Proteinase hat ein Molekulargewicht von 80 kDa (Abb. 4.20 B) und
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zeigte keinerlei proteolytische Aktivitéit in den ProMP-Kulturiiberstanden. In den Kulturiiber-
standen der Kontrollmutante (ProMP, E349A) und der Leervektorkontrolle ist die proteolyti-
sche Aktivitdt der P. pastoris-Proteinase deutlich zu detektieren. Moglicherweise degradiert die
durch intrazelluldre Prozessierung aus der ProMP entstehende MP diese P. pastoris-Proteinase
proteolytisch. Auf diese Weise wiirde wiederrum das proteolytische Potential der P. pastoris-
Proteinase zerstort werden. Damit wire erstmals ein Hinweis auf die proteolytische Aktivitit
von hADAM 15 gefunden worden. Eine Isolierung der P. pastoris-Proteinase durch RP-HPLC

oder ihre Charakterisierung durch N-terminale Aminosduresequenzierung gelang nicht.

4.10.4 Spaltung von MBP und o,-Makroglobulin in vitro

Zur Spaltung des MBP und des o,-Makroglobulins in vitro wurde eine ganze Vielzahl rekom-
binanter hADAM 15-Fragmente (ProMP, ProMP~Myc-6H, MPDis, ProMPDis,
MPEGF~Myc-6H) eingesetzt, wobei keinerlei proteolytische Aktivitit, auch nicht nach Einsatz
potentieller Proenzymaktivatoren wie z.B. HgCl,, APMA, Trypsin und Furin beobachtet wur-

de. Tabelle 4.5 faflt alle Ergebnisse der Spaltungsversuche nochmals zusammen.

Substrat Bemerkung

Gelatin Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Frag-
mente; die rekombinante ProMP unterdriickt die Aktivitit einer
Gelatin-spaltenden P. pastoris-Proteinase

a-Casein Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

B-Casein Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Kollagen Typ I Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Kollagen Typ I Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Kollagen Typ III Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Kollagen Typ VI Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Kollagen Typ VII Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Plasma-Fibronektin

Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Insulin-B-Kette

Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Frag-
mente; die ProMP unterdriickt die Aktivitdt einer die Insulin-B-
Kette-spaltenden P. pastoris-Proteinase

0p-Makroglobulin

Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente
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Substrat Bemerkung

MBP Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

MMP2/MMP7-Substrat Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Frag-
mente; die rekombinante ProMP unterdriickt die Aktivitit einer das
MMP2/MMP7-Substrat-spaltenden P. pastoris-Proteinase

TACE-Substrat Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Frag-
mente; die rekombinante ProMP unterdriickt die Aktivitéit einer das
TACE-Substrat-spaltenden P. pastoris-Proteinase

P1m-Peptid Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente
P2m-Peptid Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente
P16m-Peptid Keine direkte Spaltung durch rekombinante hADAM 15-Fragmente

Tab. 4.6: Uberblick iiber alle zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitiit von hADAM 15 einge-
setzten in vitro-Substrate.

4.11 Expression der Ecto-Doméine und des kompletten (full length) hADAM 15-Mole-

kiils in Sdugerzellen

Zur Charakterisierung der Ecto-Doméne wurde die fiir diese Domine kodierende DNA mit Hil-
fe des Primerpaars Sig-Hind-F/EGFF-Xba-R amplifiziert und iiber die Restriktionsstellen Hind
111 und Xba I in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 Myc-His A ligiert. Die fiir das gesamte (full
length) hAADAM 15-Molekiil kodierende DNA konnte durch das Primerpaar Sig-Hind-F/ZPF-
Xba-R amplifiziert und anschlieBend ebenfalls iiber die Restriktionsstellen Hind 11l und Xba I
in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 Myc-His A ligiert werden. Die nach heterologer Expres-
sion resultierenden rekombinanten Proteine waren C-terminal mit einem c-Myc-Epitop-Hexa-
Histidin-tag fusioniert. Dieser fag sollte die Detektion und Charakterisierung der rekombinan-
ten Proteine durch den anti-Myc-Antikorper ermoglichen. Neben der Wildtypform der Ecto-
Domiine und des gesamten (full length) Proteins wurden zusitzlich zwei Mutanten etabliert, bei
denen das RGD-Motiv innerhalb der Disintegrin-Domine durch ein SGA-Motiv ersetzt wurde

(Tab. 4.7).
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CHO OV-MZ-6

hADAM 15-Doménen pcDNA 3.1A | pcDNA 3.1A

_ [~Myc-6H] [~Myc-6H]
P >0 [M2~Myc-6H] | [M2~Myc-6H]
[~Myc-6H] [~Myc-6H]

VB EP O WFW» | |\ Myc6H] | [M2~Myc-6H]

Tab. 4.7. Zusammenstellung der klonierten und in den Siugerzellen CHO und OV-MZ-6 exprimierten
hADAM 15-Fragmente. Abkiirzungen: [M2] R484S Aminosdureaustausch und D486A Aminosiure-
austausch, im folgenden auch als SGA bezeichnet; [~Myc-6H] C-terminaler c-Myc-Epitop-Hexa-Hi-
stidin-tag.

Die oben gezeigten cDNA-Konstrukte (Tab. 4.6) und der ,,Jleere* Vektor pcDNA 3.1 Myc-His
A (Leervektorkontrolle) wurden zur stabilen Transfektion der humanen Ovarialkarzinomzelli-

nien OV-MZ-6 und der Ovarialzellinie CHO aus Hamster eingesetzt.

4.11.1 Heterologe Expression von rekombinantem hADAM 15 in CHO-Zellen

Zur stabilen Transfektion von CHO-Zellen wurden die vier cDNA-Konstrukte (Ecto RGD, Ecto
SGA, full length RGD und full length SGA) eingesetzt (Tab. 4.7). Die Charakterisierung der
transfizierten Zellen erfolgte durch konfokale Laserscanmikroskopie unter Verwendung des
anti-Myc-Antikorpers. Bei Zellen der fiinften Klonierungsrunde zeigte sich, daB die Expressi-
onsprodukte iiberwiegend im Zytoplasma aber auch in der Plasmamembran der Zellen lokali-
siert waren. Im Bereich des Zellkerns konnten keine Expressionsprodukte nachgewiesen
werden (Abb. 4.26). Die stabile Transfektion der CHO-Zellen sollte bei entsprechend hohen
Expressionsraten einen Zugang zu rekombinanten hADAM 15-Fragmenten darstellen. Da aber
aufgrund der Schwierigkeiten die Expressionsprodukte im Western-Blot zu detektieren kein
spezifischer Nachweise etabliert werden konnte, sind Untersuchungen in dieser Richtung ein-

gestellt worden.
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Abb. 4.26: Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten in stabil transfizierten CHO-
Zellen durch konfokale Laserscanmikroskopie.
Immunfluoreszenzuntersuchung fixierter CHO-Zellen.
Primirantikorper: anti-Myc (1 pg/ml)
Sekundirantikorper: anti-Maus IgG-Alexa-488 (1 pg/ml)
Abkiirzungen: [WT] Wildtyp

4.11.2 Heterologe Expression von rekombinantem hADAM 15 in der Ovarialkarzinom-

zellinie OV-MZ-6

Die stabile Transfektion der humanen Ovarialkarzinomzellinie OV-MZ-6 wurde ebenfalls mit
den vier cDNA-Konstrukten (Ecto RGD, Ecto SGA, full length RGD und full length SGA)
durchgefiihrt. Durch die Immunfluoreszenzuntersuchung der transfizierten OV-MZ-6-Zellen
der fiinften Klonierungsrunde mit dem anti-Myc-Antikérper konnte die heterologe Expression
von hADAM 15 im Vergleich zum OV-MZ-6-Wildtyp nachgewiesen werden. Wie bei den
CHO-Zellen erfolgte der Nachweis der Expressionsprodukte nur in der Plasmamembran und im
Zytoplasma der OV-MZ-6-Zellen, nicht aber im Bereich des Zellkerns (Abb. 4.27). Durch die
Transfektion der Zellen mit diesen cDNA-Konstrukten sollte der Einflu von hADAM 15 auf

die Adhision und Proliferation dieser Zellinie untersucht werden.
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Abb. 4.27: Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten in stabil transfizierten OV-
MZ-6-Zellen durch konfokale Laserscanmikroskopie.
Immunfluoreszenzuntersuchung fixierter OV-MZ-6-Zellen.
Primirantikorper: anti-Myc (1 pg/ml)
Sekundirantikorper: anti-Maus IgG-Alexa-488 (1 pg/ml)
Abkiirzungen: [WT] Wildtyp

Um einen weiteren spezifischen Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15 in OV-
MZ-6-Zellen zu fiihren, wurde der anti-Ecto-Antikorper zur Detektion des in der Plasmamem-

bran verankerten Gesamtproteins (full length RGD) verwendet.
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Abb. 4.28: Nachweis der heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten in stabil transfizierten OV-
MZ-6-Zellen durch konfokale Laserscanmikroskopie.
Immunfluoreszenzuntersuchung lebender OV-MZ-6-Zellen.
Primérantikorper: anti-Ecto (Antiserum 1:500)
Bei der Kontrolle wurde dieser Antikorper nicht verwendet.
Sekundirantikorper: anti-Kaninchen IgG-Alexa-568 (1 pg/ml)
Abkiirzungen: [WT] Wildtyp



ERGEBNISSE 90

Mit Hilfe dieses Antikorpers konnte sowohl das konstitutiv exprimierte hADAM 15 auf nicht
transfizierten OV-MZ-6-Zellen (Abb. 4.28, Mitte) als auch das aufgrund der Transfektion mit
hADAM 15-cDNA (full length RGD) verstirkt exprimierte Protein (Abb. 4.28, Rechts) nach-

gewiesen werden.

4.11.3 Die Beeinflussung der Adhision und Proliferation der OV-MZ-6-Zellen durch
hADAM 15

Die mit den vier unterschiedlichen cDNA-Konstrukten (Ecto RGD, Ecto SGA, full length RGD
und full length SGA) stabil transfizierten OV-MZ-6-Zellen wurden hinsichtlich ihres adhésiven
und proliferativen Phédnotyps auf Vitronektin untersucht. Durch diese Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dal die Zellen bei Expression der Wildtypformen von hADAM 15 (full length
RGD und Ecto RGD) eine signifikant erniedrigte Adhésion im Vergleich zu den entsprechen-
den SGA-Mutanten (full length SGA und Ecto SGA) aufwiesen.
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Abb. 4.29: Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Adhiision von mit hADAM 15-cDNAs trans-
fizierten OV-MZ-6-Zellen auf Vitronektin (3 Messungen pro Klon). Bei den beiden Wildtypformen
von hADAM 15 (full length RDG und Ecto RGD) war die Adhésion signifikant reduziert. Die entspre-
chenden SGA-Mutanten (full length SGA und Ecto SGA) zeigten ein dhnliches Adhisionsverhalten
wie der Wildtyp und die Leervektorkontrolle. Abkiirzungen: [FL] full length; [WT] Wildtyp; [Vektor]
Leervektorkontrolle.

Bei der Untersuchung der transfizierten OV-MZ-6-Zellen, des OV-MZ-6-Wildtyps und der

Leervektorkontrolle beziiglich ihrer Proliferation auf Vitronektin konnte gezeigt werden, daf}
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die mit der Wildtypform von hADAM 15 transfizierten Zellen (full length RGD und Ecto RGD)
ein geringere Proliferationsrate aufwiesen. Besonders die heterologe Expression der Wildtyp-

Ecto-Domine (Ecto RGD) fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Proliferationsrate.
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Abb. 4.29: Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Proliferation von mit hADAM 15-cDNAs
transfizierten OV-MZ-6-Zellen auf Vitronektin (MTT-Test, eine Messung pro Zeitpunkt und
Klon). Eine signifikante Reduktion der Proliferation zeigten vor allem die OV-MZ-6-Zellen, die die
Ecto-Domine der Wildtypform von hADAM 15 (Ecto RGD) exprimierten. Abkiirzungen: [FL] full
length; [WT] Wildtyp; [Vektor] Leervektorkontrolle.
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5 Diskussion

Das Interesse der aktuellen Forschung an den Mitgliedern der Familie der ADAMs ist in den
letzten Jahren deutlich gestiegen, da ihre Beteiligung an einer Reihe physiologischer und patho-
logischer Prozesse nachgewiesen werden konnte. Hinsichtlich ihrer proteolytischen Aktivitit
spielen die ADAMs eine wichtige Rolle bei der Prozessierung membrangebundener Proteine
(ecto domain shedding), doch erst fiir 35% der potentiell proteolytisch aktiven ADAMs konnten
in vivo- oder in vitro-Substrate identifiziert werden. Durch Identifizierung ihrer biologischen
Substrate und Untersuchung ihrer Hemmung durch physiologische oder synthetischen Inhibito-
ren wiren neue Ansitze bei der Diagnose und Therapie pathologischer Verianderungen, wie bei-
spielsweise der Alzheimer-Erkrankung oder der Arteriosklerose, denkbar. Das hADAM 15
tragt innerhalb seiner MP-Doméne das Zinkbindungsmotiv der Metzinkine; ein Indiz fiir eine
proteolytische Aktivitdit von hADAM 15. Bisher ist es jedoch nicht gelungen Substrate von
hADAM 15 zu identifizieren. Die Tatsache, daB hADAM 15 in arteriosklerotischen und
osteoarthritischen Lisionen, jedoch nicht in gesunden Gefdfen und Knorpeln exprimiert wird,
motivierte zur Untersuchung der proteolytischen Eigenschaften von hADAM 15 in der vorlie-

genden Arbeit.

5.1 Expression der hADAM 15-mRNA in Karzinomzellen

Durch RT-PCR-Experimente konnte die Expression der hADAM 15-mRNA in den humanen
Ovarialkarzinomzellinien OV-MZ-6 und OVCAR-3 und der humanen Mammakarzinomzelli-
nie MDA-MB-231 nachgewiesen werden. Da die Zellen vor der Isolierung der Gesamt-RNA
keinem transkriptionsinduzierenden Stimulus ausgesetzt waren, ist anzunehmen, dal hADAM
15 in diesen drei Zellinien konstitutiv exprimiert wird. Dieser Befund ist konform mit der Be-
obachtung, dal hADAM 15 ubiquitir in vielen Geweben exprimiert wird und dariiber hinaus
bei malignen Blut- und Prostataerkrankungen gefunden wurde (Krédtzschmar et al., 1996; Wu et
al., 1997; McCulloch et al., 2000). Das Gen fiir hADAM 15 ist in einer Region (Chromosomen-
bande 1q21.3) lokalisiert, die in vielen Krebsarten verstirkt amplifiziert wird (Kérkkéinen et al.,
2000), also ein weiteres Indiz dafiir, da3 hADAM 15 eine Beteiligung am Krebsgeschehen zu-

kommen konnte. Beim Vergleich der Primérstruktur des hier neu klonierten hADAM 15 mit
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den beiden bereits publizierten Primérstrukturen von Metargidin (Krédtzschmar et al., 1996) und
hMDC 15 (Herren et al., 1997) wurden Abweichungen der Primérstruktur an den Aminosiure-
positionen 714 und 791 identifiziert. Da die zur Synthese der cDNA verwendete RNA in allen
drei Untersuchungen aus unterschiedlichen Zellinien isoliert worden war, konnten die Abwei-

chungen auf zellspezifische Isoformen von hADAM 15 hindeuten.

5.2 Die Metalloproteinase-Domiine

Ziel in der vorliegenden Arbeit war es, die MP-Domine von hADAM 15 beziiglich ihrer pro-
teolytischen Eigenschaften zu charakterisieren. Der erste Ansatz bestand in der heterologen Ex-
pression des MP- und ProMP-Fragmentes von hADAM 15 in dem prokaryontischen Wirt E.
coli. Da die rekombinanten Proteine nach ihrer Isolierung aus E. coli in reduzierter und denatu-
rierter Form vorlagen, war eine Renaturierung zur Wiederherstellung ihrer nativen Konforma-
tion notig. Hierzu wurden unterschiedliche Methoden (Kapitel 3.2.2) angewandt, die die
schrittweise Entfernung der denaturierenden und reduzierenden Reagenzien erméglichten. Die-
ser Vorgang war insofern kompliziert, da die Pro-Doméne von hADAM 15 fiinf und die MP-
Domine sogar sechs Cystein-Reste enthilt. Die unter reduzierenden Bedingungen ungepaart
vorliegenden Cystein-Reste tendieren bei Entfernung der Reduktionsmittel zur zufélligen Aus-
bildung von Disulfidbriicken, wobei dieser Vorgang die Bildung der nativen Konformation des
Molekiils verhindern kann. Auflerdem kann es bei der Renaturierung zur erneuten Aggregation
der Expressionsprodukte kommen (Lilie et al., 1998). Um diesen Problemen zu begegnen wur-
den die Renaturierungen unter hohen Verdiinnungen der Expressionsprodukte durchgefiihrt,
doch ein Nachweis proteolytischer Aktivitit der ,,renaturierten” hADAM 15-Fragmente durch
Zymographie (Gelatin, o- und B-Casein) gelang nicht. Dies war moglicherweise auf die Aus-
bildung eines nicht der nativen Konformation entsprechenden Disulfidbriickenmusters bei der
Renaturierung zuriickzufiihren. Eine experimentelle Uberpriifung des Renaturierungserfolges
durch andere Analysemethoden war nicht moglich, da potentielle in vivo- oder in vitro-Substra-
te unbekannt waren. Die in E. coli exprimierte und anschlieBend durch priaparative Gelelektor-
phorese gereinigte MP-Domine ermoglichte jedoch die Herstellung eines polyklonalen
Antikorpers. Erst durch die Verwendung dieses anti-MP-Antikorpers bei Western-Blot- und
Kolonie-Blot-Analysen war es moglich, die in P. pastoris rekombinant hergestellten hADAM

15-Fragmente zu detektieren und ihre Expression und Reinigung zu dokumentieren.
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Alternativ zur heterologen Expression von hADAM 15-Fragmenten in bakteriellen Expressi-
onssystemen wurde die heterologe Expression verschiedener hADAM 15-Fragmente in dem
eukaryontischen Wirtsorganismus P. pastoris etabliert. Dieses Expressionssystem sollte die
Gewinnung der rekombinanten Proteine unter nativen Bedingungen mit korrekter Konformati-
on und Disulfidbriickenmuster ermoglichen (Cereghino und Cregg, 2000). Die rekombinanten
Proteine wurden in das Medium sezerniert und konnten somit direkt zur Charakterisierung oder
Aufarbeitung eingesetzt werden. Hierbei zeigte sich, daB3 die Expressionsraten gering waren
und bei allen hADAM 15-Fragmenten unterhalb von 50 pg pro Liter Kulturiiberstand lagen.
Moglicherweise konnte einer der Griinde fiir die relativ niedrigen Expressionsraten darin liegen,
daB sich der Aspartat(207)-Rest am N-Terminus der prozessierten MP-Domiine befindet. Die-
ser Aspartat-Rest wird wahrscheinlich durch die Prozessierung der Proformen der hADAM 15-
Fragmente im Golgi-Apparat durch die furinartige KEX2-Proteinase exponiert, die nach dem
Arginin(206)-Rest der Furin-Spaltstelle RRRR spaltet (Abb. 5.1). Es ist bekannt, dafl die
KEX?2-Proteinase nach der Erkennungssequenz EKR spaltet und dadurch normalerweise den o-
Faktor, ein Sekretionssignal, dal Proteine (hier die rekombinanten hADAM 15-Fragmente) in
den Golgi-Apparat dirigiert, entfernt. Die Sequenz EKR stimmt gut mit der typischen Furin-
Spaltstelle RX(K/R)R iiberein (Nakayama, 1997). Beispielsweise wurde in zwei Arbeiten, die
die heterologe Expression der ProMP von hADAM 9 in P. pastoris (Schwettmann und Tsche-
sche, 2001) und der ProMP von hADAM 17 in S. cerevisiae (Clarke et al., 1998) beschreiben,
eine Prozessierung der betreffenden Proformen nach der Furin-Spaltstelle beobachtet, die die
Autoren ebenfalls auf die furinartige KEX2-Proteinase zuriickfiihren. Dariiber hinaus ist im
Golgi-Apparat von P. pastoris die Dipeptidylpeptidase STE13 lokalisiert, die den EA-repeat,
der bei allen rekombinanten hADAM 15-Fragmenten die Verbindung zwischen dem C-Termi-
nus des o-Faktors und dem N-Terminus des zu exprimierenden Proteins darstellte, entfernt
(Abb. 5.1). Bei den ohne Pro-Doméne exprimierten hADAM 15-Fragmenten, wie z.B. der MP-
Dis oder der MPEGF~Myc-6H erfolgte die Exposition des Aspartat(207)-Restes vermutlich
durch die Dipeptidylpeptidase STE13. Die Hypothese, da3 der Aspartat(207)-Rest die Expres-
sionsraten und somit die Ausbeuten an rekombinanten hADAM 15-Fragmenten beeinfluf3te,

wird durch Untersuchungen von Bachmair und Kollegen unterstiitzt.
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Abb. 5.1: Schema einer moglichen intrazelluliiren Prozessierung der rekombinanten hADAM 15-Profor-
men in der Hefe P. pastoris am Beispiel des hADAM 15-Fragmentes ProMP~Myc:6H. Der o-Fak-
tor, der als Sekretionssignal die Expressionsprodukte in den Golgi-Apparat dirigierte, wird dort durch
die furinartige KEX2-Proteinase abgespalten. Der Glu-Ala-repeat wird durch die Proteinase STE13
entfernt. Ferner kommt es zu einer Spaltung der Furin-Spaltstelle RRRR?% durch die KEX2-Proteina-
se (A), die jedoch nicht quantitativ zu verlaufen scheint, da im Kulturmedium auch unprozessierte Pro-
formen nachgewiesen werden konnten (C) (Abb. 4.18 und 4.19). Die Pro-Domine wird aus bisher
unbekannter Ursache teilweise proteolytisch fragmentiert (B), wobei die Pro-Doménen-Fragmente
ebenso wie die ungespaltene Pro-Doméine zur Ausbildung nicht kovalenter Komplexe mit der MP-Do-
mine neigen (C und D).

Die Autoren fanden, dafl die Aminosidure am N-Terminus die Stabilitit eines Proteins in vivo
beeinfluBt. Hierzu untersuchten sie die Halbwertzeit verschiedener -Galactosidase-Mutanten
in der Hefe S. cerevisiae, die sich nur in der Aminosidure am N-Terminus unterschieden (Bach-
mair et al., 1986; Bachmair und Varshavsky, 1989). Um den Verbleib bzw. die Menge der ex-
primierten B-Galactosidase zu bestimmen, wandten die Autoren die pulse-chase-Technik oder
ein Verfahren zur Analyse der enzymatischen Aktivitit der 3-Galactosidase an. In Abhingig-
keit von der am N-Terminus befindlichen Aminosidure wurden Halbwertszeiten zwischen zwei
Minuten und zwanzig Stunden ermittelt. Befand sich eine Aspartat-Rest am N-Terminus der 3-

Galactosidase betrug die Halbwertzeit in vivo drei Minuten. Es wire denkbar, daf3 die fiir die
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Hefe S. cerevisiae geltenden Beobachtungen auf die artverwandte Hefe P. pastoris libertragbar
sind. Dadurch wére eine Erkldrung fiir die auffallend geringen Expressionsraten der hADAM

15-Fragmente in der P. pastoris gefunden.

Bei der heterologen Expression der Proformen von hADAM 15 in P. pastoris wurde beobach-
tet, da} die Pro-Domine proteolytisch fragmentiert wird und einen nicht kovalenten Komplex
mit der MP-Domiine bildet. Diese beiden Vorgéinge schienen unabhéngig von einer Spaltung,
der zwischen der Pro- und MP-Domine befindlichen Furin-Spaltstelle zu sein (Abb. 5.2). Ahn-
liche Beobachtungen wurden bereits bei der heterologen Expression des gesamten mADAM 15
in COS-7-Zellen beschrieben (Lum et al., 1998), doch auch die Pro-Doméinen von hADAM 12
und hADAM 17 zeigen eine Komplexbildung mit der dazugehdrigen MP-Doméne (Milla et al.,
1999; Loechel et al., 2000). Milla und Kollegen untersuchten den Einflufl der Disintegrin- und
Cystein-reichen Doméne auf die Abspaltung der Pro-Domine von hADAM 17. Die Autoren ex-
primierten verschiedene Deletionsmutanten von hADAM 17 in Insektenzellen und fiihrten We-
stern-Blot-Analysen der Kulturiiberstinde und der Zelllysate durch, wobei sie einen
spezifischen Antikorper, der gegen die MP-Doméne von hADAM 17 gerichtet war, verwende-
ten. Hierbei konnten sie zeigen, daf} die Pro-Doméne nur bei Anwesenheit der Disintegrin- und
Cystein-reichen Doméne von der MP-Domiine dissoziierte. Bei dem Versuch die Pro-Doméne
allein zu exprimieren konnten keine Hinweise auf eine Expression gefunden werden und bei
dem Versuch nur der MP-Domine zu exprimieren gelang nur der Nachweis zellassoziierter
Fragmente, die auf eine intrazelluldre Degradation hindeuteten (Milla et al., 1999). Aus diesen
und den eigenen Untersuchungen 146t sich schlieBen, dal die Pro-Doméne essentiell an der in-
trazelluldren Prozessierung von hADAM 17 und hADAM 15 beteiligt ist, denn die alleinige Ex-
pression der MP-Doméne von hADAM 15 gelang - in Analogie zur Expression der MP-
Domine von hADAM 17 in Insektenzellen - in P. pastoris ebenfalls nicht. Doch im Gegensatz
zu Insektenzellen, die die heterologe Expression der Ecto-Domine von hADAM 17 ermoglich-
ten (Milla et al. 1999), gelang die heterologe Expression der Ecto-Doméne von hADAM 15 in
P. pastoris nicht. Es lieBen sich keine Sekretionsprodukte im Kulturiiberstand sondern nur eine
unprozessierte Form der Ecto-Doméne intrazellulidr nachweisen. Keines der hier etablierten P.
pastoris-Expressionssysteme ermdglichte einen Zugang zu vollstindig prozessierten hADAM
15-Fragmenten, bei denen die Pro-Domine nicht mit der MP-Domine komplexiert war. Es wur-

de deshalb versucht die Pro-Doméne bei chromatographischen Reinigungsverfahren mit dena-
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turierenden Reagenzien zu entfernen. Allerdings konnte keines der getesteten Reagenzien (z.B.
Harnstoff, Triton X-100, SDS, Ethanol) zu einer Dissoziation, des anscheinend sehr stabilen
Komplexes zwischen Pro- und MP-Domiine, beitragen. Dieser stabile Komplex, die proteolyti-
sche Fragmentierung der Pro-Domiéne und auch die Beteiligung der daraus resultierenden Pro-
Domiinen-Fragmente bei der Bildung des Komplexes verhinderten neben der nicht quantitati-
ven Spaltung der Furin-Spaltstelle in den exprimierten Proformen und den allgemein geringen
Expressionsraten der hADAM 15-Fragmente die Etablierung effektiver chromatographischer

Reinigungsverfahren.

Deshalb wurden zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitit von hADAM 15 ungerei-
nigte Hefekulturiiberstinde verwendet. Hierbei kamen neben der potentiell proteolytisch akti-
ven Form der betreffenden hADAM 15-Fragmente und den dazu korrespondierenden E349A-
Kontrollmutanten auch Leervektorkontrollen, der zur heterologen Expression verwendeten P.
pastoris-Stimme, zum Einsatz. Keines der zur Analyse eingesetzten Substrate (Tab. 4.6) wurde
durch die rekombinanten hADAM 15-Fragmente gespalten, auch nicht nach - insofern es sich
um die Proformen handelte - Aktivierung mit HgCl,, APMA, Trypsin oder Furin. Aufféllig war
jedoch, daB3 die Aktivitit einer konstitutiv im Hefestamm KM71 exprimierten und in den Kul-
turliberstand sezernierten Proteinase unterdriickt wurde, wenn gleichzeitig die hADAM 15-
ProMP exprimiert wurde. Diese P. pastoris-Proteinase hat ein Molekulargewicht von 80 kDa
und zeigt proteolytische Aktivitit gegeniiber Gelatin, dem fluorogenen MMP2/MMP7-Substrat
und gegeniiber der Insulin-B-Kette. Bei Expression der Kontrollmutante (ProMP, E349A)
konnte die Aktivitit dieser P. pastoris-Proteinase analog zur Leervektorkontrolle beobachtet

werden.

Es wire moglich, daB diese P. pastoris-Proteinase durch die potentiell proteolytisch aktive MP
(intrazelluldr aus der ProMP entstanden) gespalten und dadurch inaktiviert wurde. Dies wiire
der erste Hinweis auf eine proteolytische Aktivitdt von hADAM 15. Eine Identifizierung der P.
pastoris-Proteinase war bisher nicht moglich. Interessant wire die Analyse der moglicherweise
durch die hADAM 15-MP generierten Spaltprodukte durch N-terminale Aminosduresequenzie-
rung, da somit Informationen zur Spaltstellenspezifitit der hADAM 15-MP erhalten werden
konnten. Da durch Zymographie keinerlei Spaltung von MMP-typischen Substrate (Gelatin, o-
Casein, 3-Casein, Plasma-Fibronektin und die Kollagene Typ I, IL, 111, VI, VII) durch hADAM
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15 beobachtet werde konnte, ist zu vermuten, dafl die Funktion von hADAM 15 eher das shed-
ding membrangebundener Proteine als die Degradation von Bestandteilen der extrazelluldren

Matrix ist.

5.3 Die Disintegrin-Domiine

Das hADAM 15 weifit im Vergleich zu allen anderen Vertretern der ADAMs die Besonderheit
auf, daBl es innerhalb der Disintegrin-Doméne die Aminosiduresequenz RGD enthilt. Dieses
RGD-Sequenz findet sich sowohl bei Schlangengift-Disintegrinen als auch bei Bestandteilen
der extrazelluldiren Matrix (z.B. in Fibronektin oder Vitronektin) und vermittelt die Wechsel-
wirkung dieser Proteine mit Integrinen. Die Existenz des RGD-Motives innerhalb der Disinte-
grin-Domine von hADAM 15 148t somit eine Interaktion von hADAM 15 mit Integrinen
vermuten. In der Tat konnte eine RGD-abhiéngige Interaktion von hADAM 15 mit den Integri-
nen avB3 und aSP1 gezeigt werden (Zhang et al., 1998; Nath et al., 1999). Eine RGD-unabhén-
gige Interaktion mit dem Integrin 9B 1 konnte zusitzlich gezeigt werden (Eto et al., 2000).
Diese Ergebnisse wiesen auf eine adhidsionsvermittelnde Funktion von hADAM 15 bei Zell-
Zell-Kontakten hin. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob hADAM 15 als endogener In-
tegrinantagonist die Adhédsion von humanen Ovarialkarzinomzellen an eine Vitronektin-Matrix

unterbindet.

Zur Charakterisierung der integrinantagonistischen Eigenschaften von hADAM 15 wurde die
heterologe Expression der Ecto-Doméne (Ecto RGD) und die des gesamten Enzyms (full length
RGD) in der humanen Ovarialkarzinomzellinie OV-MZ-6 etabliert. Um die Funktion des RGD-
Motives bei der Unterbrechung der Zell-Matrix-Interaktion zu evaluieren sind zwei zusitzliche
Mutanten (Ecto SGA und full length SGA), in denen das RGD-Motiv gegen ein SGA-Motiv
ausgetauscht war, etabliert worden. Die zu den Untersuchungen verwendeten OV-MZ-6-Zellen
wurden auf Vitronektin kultiviert, welches der bestimmende Ligand fiir das in dieser Zellinie
exprimierte Integrin owvB3 ist. Eine Uberexpression der RGD-Formen (Ecto RGD und full
length RGD) fiihrte im Vergleich zu den SGA-Mutanten (Ecto SGA und full length SGA) zu
einer signifikanten Verminderung der Adhésion und Proliferation der OV-MZ-6-Zellen auf Vi-
tronektin. Es wire denkbar, dafl die Verminderung der Adhésion durch die Interaktion von hA-

DAM 15 mit dem Integrin o33 hervorgerufen wird. Die Folgen einer derartigen Interaktion
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von hADAM 15 mit dem Integrin arv33 konnten bei Endothelzellen die Inhibierung der Angio-
genese oder der Induktion apoptotischer Vorgéinge sein. Beispielsweise konnte fiir Accutin, ein
RGD-Disintegrin aus dem Gift von A. acutus gezeigt werden, dal} es spezifisch an das Integrin
ovB3 auf HUVECS (human umbilical vein endothelial cells) bindet und dadurch die fiir die An-
giogenese wichtige Kapillarbildung inhibiert. Des weiteren induziert Accutin die apoptotische
DNA-Fragmentierung in HUVECs (Yeh et al., 1998). Moglicherweise konnten solche Vorgin-
ge auch durch hADAM 15, welches konstitutiv in HUVECs exprimiert wird (Herren et al.,
1997) unter bestimmten Bedingungen ausgelost werden. Die Beobachtung, dal hADAM 15 die
Adhaision von Zellen an Bestandteile der extrazelluldren Matrix inhibiert erlaubt die Annahme,
dal hADAM 15 an einer verstidrkten Disseminierung von Ovarialkarzinomzellen in das Perito-
neum und Organe des kleinen Beckens beteiligt sein konnte, wodurch dort von neuem Metasta-
sen entstehen konnten. Ob es sich bei der Verminderung der Proliferationsrate um einen rein
adhisiven Effekt handelte konnte bisher nicht geklirt werden. Es wire beispielsweise denkbar,
dal hADAM 15 aufgrund seiner Fahigkeit mit SH3-Doménen-tragenden Proteinen zu intera-
gieren (Howard et al., 1999) Signaltransduktionswege beeinflufit, die an der Regulierung der

Zellproliferation beteiligt sind.
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