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Einleitung

2. Einleitung

2.1.Die extrazellulare Matrix (ECM)

Sowohl die Entwicklung als auch die normale Funididgat aller Zellen im lebenden
Organismus hangt von den Wechselwirkungen von Midégk mit ihrer Umgebung ab. Die
Hauptklassen von Molekilen, die zellulare Funktiomegulieren, sind Wachstumsfaktoren,
Zell-Adhasionsmolekile und Komponenten der exttalggkn Matrix (ECM). Als ECM wird
der Raum zwischen den Zellen bezeichnet, der voeneikomplexen Makromolekulgeflecht
ausgefiillt wird. Zusammen mit den Zellen stellt B@M das organische Gewebe Hér.
Hauptbestandteile der ECM sind sehr unterschiegllidiolekile wie Strukturproteine (z.B.
Kollagene und Elastin), Adhasionsproteine (z.B. réiektin  und Laminin) und
Proteoglykane. Diese Proteine lassen sich wiedeiomUnterklassen einteilen, die
untereinander grof3e Unterschiede aufweisen. SozsBidmehr als 14 Kollagene und eine
ahnliche Anzahl von adhasiven Glykoproteinen bekaMehrere Gene und alternatives
SpleiRen tragen aul3erdem zu der Mannigfaltigkeaseti Klassen von ECM-Bestandteilen
beij[231[4]

Durch unterschiedliche Zusammensetzung und Striekturg der ECM-Komponenten kann
die extrazellulare Matrix stark in ihren physikahen Eigenschaften variieren und so
unterschiedliche Gewebe wie Blutgefale, SehnenygéhoKnochen oder Basalmembranen
ausbilden. Die ECM tragt somit zu mechanischen m&geaften, wie z.B. Starrheit oder
Elastizitat, verschiedener Gewebe und Organe bei.

Die ECM ist kein inertes, stabiles Gewebe. Zu ihEghaltung ist ein fein reguliertes,
dynamisches Gleichgewicht aus Matrixaufbau und Malbau notwendig. Dieses
dynamische Gleichgewicht spielt eine wichtige Rélledie physiologischen Funktionen der
extrazellularen Matrix und der in sie eingebettefefien. Die an der Degradierung der ECM
beteiligten Proteinasen werden nach Art ihres Wasehen Zentrums in funf Klassen
eingeteilt : Serinproteinasen, Cysteinproteinag&spartatproteinasen, Threoninproteinasen
und Metallo-proteinasen.

Auch bei pathologischen Prozessen spielt das GJewitht eine Rolle. Hier unterliegt der
Regulationsmechanismus einer Stérung, so dafl} dash@éwicht in Richtung Matrixabbau
verschoben wird. Die gestdrte Balance zwischen iradtibauenden Proteinasen und ihren
Inhibitoren fihrt zu chronischen Veranderungen BEM (z.B. rheumatoide Arthritis oder
Osteoarthritis}®

Eine wichtige Klasse der ECM-abbauenden Proteinagah die Matrixmetalloproteinasen,
die den Hauptbestandteil der ECM, die Kollagenbaakn’' Bei der Regulation des Matrix-
umbaus spielt das Fibronektin als Adhasionsmolekig bedeutende Rolle.
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2.2.Fibronektin

2.2.1. Struktur und Funktion

Fibronektine sind makromolekulare Glykoproteine kndhmen in der extrazellularen Matrix,
auf vielen Zelloberflachen und im Blutplasma vdm Name leitet sich von den lateinischen
Wortern fibra (Faser) undnectere (kleben, binden) ab und beschreibt somit auch ihre
Funktion. Fibronektine bestehen aus zwei Polyp&pttdn (235-250 kDa), welche durch zwei
Disulfidbricken nahe ihrer Carboxylenden miteinanderknipft sind. Sie unterstitzen die
Zell-Adhasion und die Organisation des Cytoskedetimer Zelle. Somit bewirken sie die
Migration, Morphologie und Differenzierung.

Beide Untereinheiten setzen sich aus Doméanen mierschiedlicher Struktur und
Funktionalitat zusamméf® In Abb.1 ist die Domanenstruktur mit den entspescten
Bindungsaffinitaten dargestellt :

Fibrin |
Heparin |
Bakterien Kollagen
Actin Gelatin DNA Zellen  Heparin Il Fibrin 11
HZN{ 29 kDaH 50 kDa H 120 kDa H 35 kDaH 25 kdag COOH

SS
/1

SS
HZN% 29 kDaH 50 kDa H 150 kDa H 25 kﬂ(aﬁ COOH

Abb.1: Domanenstruktur von Fibronektin

Die 29 kDa grol3e Domane am N-Terminus ist die Ribribzw Heparin I-Bindungsdomane.
Sie zeigt auRerdem Bindungsaffinitat zu Bakteriexd éctin. Es folgt die 50 kDa grof3e
Gelatin-Bindungsdomane, die auch Kollagen bindat.Zentrum der Untereinheit liegt die
Zell-Bindungsdomane (120 kDa). Am C-terminalen Enfldgen die Heparin II-

Bindungsdoméane (35 kDa) und die Fibrin lI-Bindungsdine (25 kDa). In der zweiten
Untereinheit betragt die Grol3e der Zell-Bindungsdoen 150 kDa, dafir fehlt jedoch die

Heparin lI-Doméane.
4
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Jede Polypeptidkette setzt sich aus drei Typen aomnosauresequenzen (I, 1, 1)

zusammen. Es existieren 12 Typ I-Sequenzen, jedérdinoséuren grol3, aufgeteilt in drei
Gruppen. Benachbart liegen zwei Typ II-Sequenz&m®) und 15-17 Typ lll-Sequenzen, ca.
90 AS groR3 (Abb.2).

Fibrin | Kollagen
Heparin |  Gelatin Zellen Heparin Il Zellen Fibrin II
— SH

SH
N o oo oo oo oo o o - o - coom

&

Abb.2 : Gliederung einer Polypeptidkette des Filkkdims in Aminosduresequenzen

Die Typ I- und Typ IlI-Sequenzen enthalten jeweilek Disulfidbriicken, welche in der Typ
llI-Sequenz fehlen. Aul3erdem existieren, wie in &Zbérsichtlich, jeweils zwei freie Cysteine
pro Polypeptidkette. Die Sequenzen vom Typ lll sgich zwar &hnlich, aber keinesfalls
immer identisch. So unterscheidet sich der Tynllder ersten Zellbindungsdomane von den
restlichen Typ lll-Abschnitten durch die SequenzmiAm-Glycin-Asparaginsaure (R-G-D).
Diese Sequenz ermoglicht die Bindung an Zelloben##-Rezeptoren (z.B. Integrine). Auch
unter den Typ |- und Typ Ill-Abschnitten gibt es igge Sequenzabweichungen, die flr
unterschiedliche Bindungsspezifitaten verantwdrtlgemacht werden. Auf3erdem kann die
Anzahl der einzelnen Typen von Untereinheit zu thiteit variieren’”

2.2.2. Fibronektin-Varianten durch alternatives Speif3en

Man unterscheidet zwischen zwei Arten von Fibromekt : den Plasma-Fibronektinen (PFn)
und den Zelloberflachen-Fibronektinen (ZFn). Si¢etstheiden sich durch zwei fehlenden
Typ lll-Abschnitte bei den PFn. Plasma-Fibronektisend I6sliche Dimere, die von

Leberzellen, Endothelzellen und Makrophagen seedrmierden und sich frei im Blutstrom

bewegen. PFn sind weniger morphologisch aktivenggdoch zur Blutgerinnung bei.
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Die Zelloberflachen-Fibronektine werden von eineanzen Reihe von Zellen (z.B.
Epithelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten, Myol#a3$t synthetisiert und auf deren
Oberflache gebunden. Es handelt sich hierbei eltenfiam Dimere, die jedoch durch weitere
Disulfidbricken zu Fibrillen und anderen Zellen howlekulare Strukturen ausbilden.
Aufgrund dieser hohen Affinitat zu Zellen und Makrolekilen, wie z.B. Kollagen oder
Fibrin, sind sie tiberwiegend am Gewebeaufbau gtEf!

Mit Hilfe unterschiedlicher Splei3prozesse konnens adem einzigen vorhandenen
Fibronektin-Gen beide Proteinvarianten entsteherldb.3 ist ein alternativer Splei3prozel
schematisch dargestellt :

1 2 3 4 5 6 7
Gen-DNA - _— | —— I — | .
iTranskription
1 2 3 4 5 6 7

RNA-Kopie

/ N
Primartranskript 1| 2| |3/ [4/| 5 ||| |7 1/ l2/lsl L4l 6] 7

i Spleil3en \L

MRNA 11p2,3,4 5 6.7 Hl2y3 418 7

Translation

Proteine - H HEH | HH

Zelloberflachen-Fibronektin Plasmafibronektin

Abb.3 : Fibronektin-Varianten durch alternativedefpent”
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Dem Plasma-Fibronektin fehlen zwei Typ lll-Fragnee(ED, und EQy, ED = extra domain).
Jedes dieser fehlenden Fragmente ist im Gen imeg@iezigen grof3en Exon verschlisselt (in
Abb.3 als Beispiel das Exon 5). Rechts und links Voam befinden sich jeweils andere
wiederkehrende Abschnitte des Typs lll, fur die zwkieinere Exons kodieren. Alle diese
Exons werden in die primare RNA-Kopie transkrihidrnt Fibroblasten und anderen Zellen
werden bei der spateren Bearbeitung ausschlieiehintrons aus dem Primartranskript
herausgeschnitten und die verbleibenden Exons ZRNAN gespleildt, die schlief3lich in
Zelloberflachen-Fibronektin translatiert wird (Is) In Leberzellen dagegen entsteht durch
Abtrennung der fur die ED-Fragmente kodierendennSxaas Plasma-Fibronektin (rechts).

2.2.3.Fibronektine in physiologischen Prozessen

Die Fibronektine spielen in vielen physiologiscHenozessen eine grof3e Rolle. Ein wichtiger
Prozel3 ist die Krebsentwicklung. So wird z.B. voambrzellen kein Fibronektin mehr
ausgeschuttet. Aber auch bei der Wundheilung oder ldfektionsabwehr kommt dem
Fibronektin groRe Bedeutung 2d:1*?

1973 fand Hynes heraus, daf3 nach der Mutation gesunden Zellen zu einer Tumorzelle
von ihr kein Fibronektin mehr ausgeschuttet Witt* Die Zellen verlieren so ihre
Adhasionsfahigkeit und kdnnen so, unterstitzt danmtiere Prozesse (z.B. vermehrte MMP-
Ausschuittung), Lage und Form verandern. Durch Zegeim Plasma-Fibronektin dndert sich
zwar nicht die erhdhte Teilungsrate der Krebszeller dafiir nahert sich ihre Struktur und
Adhésivitat wieder der normalen Zelle. Zudem stiertilPlasma-Fibronektin die Sekretion
des Tumor-Nekrose-Faktors (TNF) durch Makrophagerdurch die Tumorzellen selektiv
lysiert werden.

Wichtig bei der Wundheilung ist die schnelle Reaktides Organismus durch die
Blutgerinnung. Dieses System verschliel3t die Wubishmen weniger Minuten mit einem
Blutpfropfen bestehend aus Fibrin, Thrombozyteramalozyten und Plasma-Fibronektin. Die
Folge ist ein temporarer VerschluR der Verletzuhgschliel3end vermittelt das Fibronektin
die Wanderung von Fibroblasten und spéater Monozgatang von Fibrinfibrillen in das
betroffene Gewebe. Dort heftet es die Zellen anRlatggerinnsel und leitet so die Bildung
von neuem Gewebe ein. Auf dem gleichen Weg wirdédigtes Gewebe aus der Wunde
wegtransportiert>

Polymorphkernige neutrohile Leukozyten (PMNL) fuergin bei der Wundheilung als
Infektionsabwehl'® Die Phagozytose von Bakterien durch PMNL wird duFbronektin
begtinstigt:”? AuRerdem fordert es bei Monozyten und Makrophagech die Aufnahme
weiterer Partikel. Weiterhin hat Fibronektin eifreemotaktische Wirkung auf Endothelzellen
und Fibroblasten, Fibronektin-Fragmente dagegeMaufozyten e
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2.3. Matrixmetalloproteinasen

Die Matrixmetalloproteinasen (MMPSs) bilden eine Hayvon zinkhaltigen, extrazellularen
Enzymen, die eine oder mehrere Komponenten deazettularen Matrix (ECM) abbauen.
Die Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durcblfg Homologien in ihrer Primarstruktur
und ihren enzymatischen Eigenschaften aus.

Die MMPs zeichnen sich durch folgende gemeinsamaeakteristika aus'®>?

» Jedes Mitglied der Familie baut mindestens einestdhdteil der ECM ab.

» Sie werden als latente Enzyme sezerniert, diehddibspalten eines ca. 88 AS
grof3en Propeptids aktiviert werden.

» Das Propeptid enthélt einen hochkonserviertengdyftest, der das Zn-Atom im
katalytischen Zentrum zu komplexieren vermag.

* Die Aktivierung der Proenzyme erfoligt vivo proteolytisch odein vitro durch
guecksilberorganische Verbindungen.

» Das Zn-Atom im katalytischen Zentrum wird durcleiddistidin-Reste komplexiert.

« Das aktive Enzym benétigt einen neutrale pH-Umgehund C&'-lonen.

» Unter physiologischen Bedingungen wird die Ak&vitler MMPs durch spezifische
Inhibitoren, den TIMPgigsue inhibitor of metalloproteinagegehemmt.

Die Familie der MMPs umfaldt bisher 14 Mitgliederglehe in folgende Unterklassen
aufgeteilt werden :
» Kollagenasen, die sich durch ihre Fahigkeit flargs, interstitielles Kollagen
abzubauen auszeichnen.
» Gelatinasen, welche besonders gegen denaturiatiegen (Gelatin) und Typ IV-
Kollagen wirksam sind.
» Stromelysine besitzen eine breite Substratspatiiitd bauen Glykoproteine und
Proteoglykane ab.
* MT-MMPs sind membranstandige MMPs und spaltencleesiene ProMMPs.
* Elastase (Metalloelastase) spaltet Elastin.

Samtliche Matrixmetalloproteinasen sind samt ihBemstrate und Molekulargewichte in
Tabelle 1 aufgefthrt :
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Unterklassen| Proteinase (MMP) M [kDa] Matrix-Substrate
Kollagenasen | Interstitielle Kollagenase (MMP- 52 Kollagen Typ I, II, Ill, VII, X
1) 85 Kollagen Typ I, 11, Il
Neutrophile Kollagenase (MMP-8) 54 Kollagen Typ |, Il, lll, Gelatin
Kollagenase-3 (MMP13)
Stromelysine | Stromelysin-1 (MMP-3) 52 Laminin, Fibronektin, Gelatin
Stromelysin-2 (MMP-10) 58 Laminin, Fibronektin, Gelatin
Stromelysin-3 (MMP-11) 29 al-Antitrypsin
Matrilysin (MMP-7) 28 Laminin, Fibronektin, Gelatin
Gelatinasen Gelatinase A (MMP-2) 72 Kollagen Typ |, IV, Gelatin,
Elastin, Fibronektin
Gelatinase B (MMP-9) 92 Kollagen Typ IV, V, Gelatin, Elastif
MT-MMPs MT1-MMP (MMP-14) 63 Progelatinase A, Prokollagenase-3
MT2-MMP (MMP-15) 72 ?
MT3-MMP (MMP-16) 64 Progelatinase A
MT4-MMP (MMP-17) 57 ?
Elastase Metalloelastase (MMP-12) 53 Elastin

Tab.1 : Die Familie der Matrixmetalloproteinasen\Ms) >
2.3.1. Doméanenstruktur der MMPs

Die Homologien in der Primarstruktur lassen sichad der verschiedenen Doméanen der
Matrixmetalloproteinasen gut erkennen. Von der gasanen Grundstruktur unterscheiden
sich lediglich die Gelatinasen (MMP-2, MMP-9) durdire fibronektindhnliche Doméne
(Gelatin-Bindungsdoméane) und das Matrilysin (MMR-7n dem die C-terminale
hamopexindhnliche Domane fehlt. Eine Veranschautighder Domanenstruktur ist in Abb.4
gezeigt.

Den einzelnen Domanen der Matrixmetalloproteinas&ssen sich verschiedene
Eigenschaften und Funktionen zuordnen :

Das Signalpeptiddient der Ausschleusung des Proteins aus der Heltieen extrazellularen
Raum. Es wird wéhrend der Sekretion abgespalten.

Die Propeptid-Doméneist fir die Latenz des Zymogens verantwortliche &nthalt die
hochkonservierte PRCGVDP-Sequenz. Das in diesaneé®ecauftretende Cystein koordiniert
an das Zn-Atom des katalytischen Zentrums und wviekt dieses dadurch. Bei Aktivierung
des Enzyms wird das Propeptid in mehreren Schratayespalten und die Komplexierung
durch den sogenannteoystein-switctMechanismus aufgehobé!
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Signal-/Propeptid Katalytische Fibronektindhnliche Hinge-Region Hamo pexindhnliche
Doméne Doméne Domane

PRCGVP Zn2+

MMmP-1 [ T | | ] I P e

mmp-2 [ ]| T . I I

mmp-7 [ | B

mmp-9 [ ] | T N [ [

mmp-14 [ 1] | | B O T I
/

Transmembranregion

Abb.4 : Domanenstruktur einiger typischer Matrixalletproteinasen

Die katalytische Domanenthalt das konservierte AAHEXX¥KGXXH -Motiv, dessen drei
Histidin-Reste das Zn-Atom im aktiven Zentrum kaoreren. Die Gelatinasen besitzen in
der Kkatalytischen Domdane einen Einschub von 175 nAsdureresten, der in drei
Wiederholungen unterteilt ist. Diese Wiederholungamd homolog zum Typ II-Motiv der
gelatinbindenden Domane des FibronekfihDiesefibronektinahnliche Doméanist fiir die
Bindung an ECM-Molekiile (z.B. Fibronektin) veranttich.!*®

Die Hinge-Regionstellt ein Verbindungsglied zwischen der katabhisn Domane und der
hamopexindhnlichen Domane dar, indem sie ein flegihScharnier” sehr unterschiedlicher
GroRRen (17-63 Aminosaurereste) ausbildet. Auffaifig der hohe Prolin-Gehalt in dieser
Proteinregion.

Die C-terminale hadmopexindhnliche Domaneder Matrixmetalloproteinasen zeigt
Sequenzhomologien zu einigen anderen nicht venearftoteinen, wie dem Ham-bindenden
Serum-ProteirHamopexin?”, zuVitronektin®®, einem Adhasionsprotein der extrazellularen
Matrix, oder zumErbsen Albumin #°. Eine Funktion der hamopexinahnlichen Doméne ist
die Vermittlung der Substratspezifitat der Kollagsen fur Typ I-, II- und llI-Kollagen. Sie ist
weiterhin verantwortlich fur die Bindung von ECM-Md&llen und der TIMPs. So vermégen
die um diese Domane verkirzten Kollagenasen niattrnripelhelikales Typ I-,1l- und -
Kollagen zu spalten. Sie behalten jedoch ihre Gelae-Aktivitat"

Nur die membranstandigen MT-MMPs weisen zusatabicie Transmembranregioauf, die
sich C-terminal an die hamopexinahnliche Doméaneldiefit. Diese Region zeichnet sich
durch eine Sequenz von ca. 30 hydrophoben Amineeggien aus, die die Membranen

durchspann"
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2.3.2. Tumorbildung und Metastasierung

In den letzten 20 Jahren hat die Forschung einkeRain Gesetzmaliigkeiten aufgedeckt, die
der Entstehung von Krebs zugrunde liegen. Man w3, die Zellen eines Tumors von einer
gemeinsamen ,Ursprungszelle® abstammen, die irgandw meist Jahrzehnte, bevor ein
Tumor Uberhaupt sichtbar oder tastbar wird - erlstmam kontrollierten Weg der Zellteilung
abgekommen ist. Ferner ist bekannt, dal} der WandgelBosartigkeit dadurch zustande
kommt, dald sich in einer solchen Zelle, genaueeiner Linie ihrer Nachkommenschatft,
Mutationen anhaufen, die bestimmte Klassen von Gé&etreffen. Zwei Klassen von Genen
spielen bei der Krebsentstehung eine Rolle : deoP©nkogene (Krebsgen-Vorlaufer) und
die Tumorsuppressorgene (tumorunterdrickende Gémérer normalen Form steuern sie
den Lebenszyklus einer Zelle. Hierbei regulierendie verwickelte Abfolge von Vorgangen,
durch die sich eine Zelle vergro3ert und bei Bettaltt

Mutiert ein Proto-Onkogen in der Regulator- odemuurregion, wird zu viel von seinem
wachstumsfordenden Protein synthetisiert oder digse tUbermaRig aktiv. Das Proto-
Onkogen ist dann zu einem krebsbeginstigendem @nkaogutiert, welches die Zelle zu
UbermaRiger Zellteilung anregt. Demgegeniber kdnasoh Tumorsuppressorgene zur
Krebsentstehung beitragen, sie werden dabei dundiatinen inaktiviert. Als Folge verliert
die Zelle Tumorsuppressor-Proteine und damit eeideime Wachstumsbremsen. Auf diese
Weise wird den Zellen auch die Fahigkeit, auf waomshemmende Signale ihrer
Nachbarzellen zu reagieren, entzogen. Beispielgweisrmag der Botenstoff TGF-
(transforming growth factor bejadas Wachstum verschiedenartiger normaler Zellen z
unterbinden. Manche Dickdarmkarzinome sprechencjeducht mehr darauf an, weil das
Gen fir den zustandigen Oberflachenrezeptor inigktiwurde?

Zur Ausbildung von Metastasen missen sich in waitésenen einer Tumorzelle Mutationen
bilden. Bis eine sich vom Primartumor absonderndebkzelle an anderer Stelle eine
Tochtergeschwulst bilden kann, hat sie mehrererinaié Barrieren zu Gberwinden.

Sie mul3 zuerst umliegendes Gewebe durchbrechernnueities der Blutgefal3e eindringen,
die als Kapillarnetz den urspriinglichen Tumor durabhsen und ihn versorgen. Mit dem
Blutstrom gelangt sie zunachst in eine Vene undbblschliellich, falls sie die dortige

Turbulenz und den Angriff der Immunabwehr Ubersteht einem anderen Kapillarnetz

hangen. Dort muld sie wiederum in das umliegendeeBeveindringen, wachsen und sich
teilen. Der Sekundartumor induziert nun seinersdies Ausbildung neuer BlutgefalR3e zu
seiner Versorgung und kann so Ausgangspunkt neetasthsen werdéir!

11
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Der Schritt der Invasion gesunden Gewebes erforeiertkomplexes Zusammenspiel der
beteiligten Zellen, wobei die Tumorzelle den aktivEeil Gbernimmt. Sie muld zunachst an
der Stelle, an der sie im Blutstrom steckengebheisg das Endothel Uberwinden, mit dem
das Blutgefald ausgekleidet ist. Tumorzellen neigenAdhasion an diese Zellschicht und an
den Stellen, an denen es zur Anlagerung kommt,ewedie Endothelzellen verdrangt und das
darunterliegende Gewebe freigelegt. Eine schwierige durchdringende Barriere ist die
kollagenhaltige extrazellulare Matrix, die OrganeduGewebe umschlielt und unterteilt.
AulRerdem umgibt sie Blutgefalle als Basalmembran¢cheehauptsachlich aus Typ V-
Kollagen bestent. Die Tumorzelle bindet mit bestiem Rezeptoren ihrer
Membranoberflache an die jetzt freiliegende Basaliman. Gleichzeitig werden bestimmte
MMPs (Typ IV-Kollagenasen) sezerniert, die die lagknfasern proteolytisch spalten. In die
entstandene freie Stelle kann die Krebszelle sitlvangeschobenen Auslaufern hineinziehen
und durch Ausschittung anderer Proteinasen weiteesgebe auflésen. Daher kommt allen
Typ IV-Kollagenasen bei der Metastasierung ein@bésre Bedeutung ¢

2.4.Typ IV-Kollagenasen

2.4.1.Kollagene

Die Kollagene bilden eine Superfamilie von extrAdélen Matrixproteinen, deren
unterschiedliche Strukturen ihre primaren Funktioreedingen. Basierend auf der Exon-
Struktur ihrer Gene und auf den Aminosauresequenden Proteine kénnen sie in
verschiedene Familien oder Gruppen eingeteilt werddle Kollagene besitzen jedoch
Doménen, die die gleiche Konformation einer Triplelix aufweisen. Diese Domanen
bestehen aus drei Untereinheiten - deletten - und beinhalten jeweils das wiederkehrende
(Gly-X-Y) ,-Sequenz-Motiv. Die Tripel-Helix besteht aus diek$drehendem-Helices, die
eine rechtsdrehende Superhelix bil&éh.

Weitere Kennzeichen fur Kollagene ist zum einenklmbettung in die extrazellulare Matrix,

zum anderen die Ausbildung von supramolekularen régggen, wie Fibrillen oder
Filamente3”

12
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Die Kollagene werden in folgende Familien untetf&il*® :

* Fibrillare Kollagenebestehen aus Typ |, II, lll, V und XI-Kollagenete in unter-
schiedlichen Gewebearten Fibrillen ausbilden.

» Oberflachenkollagensind Kollagene der Typen IX, Xl und XIV, welchatm
Fibrillen assoziiert sind

» Short-Chain-Kollagenesie enthalten Typ VIII- und Typ X-Kollagen. Ihkéeinen
Molekile bilden Teile der extrazellularen Matrix

» Basalmembran-Kollagenaestehen aus einigen unterschiedlichen Molekilien,
unter Typ IV-Kollagen bekannt sind. Sie bildesndHauptbestandteil der
Basalmembranen.

» Andere Kollagenewie Typ VI, VIl und XIlI, formen spezielle Strukten in vielen
Geweben (z.B. Typ VI : Mikrofibrillen oder TypIM verankernde Fibrillen).

2.4.2.Typ IV-Kollagen

Typ IV-Kollagen ist der Hauptbestandteil der Basainbranen. Es bildet eine Netzwerk-
Struktur aus, mit der andere Basalmembran-Kompenentie Laminin, Nidogen, Heparin
oder Zellen Wechselwirkungen eingehen kénnen. Bishgden fiinf Gene entdeckt, die fur
die Basalmembran-Kollagenfamilie kodief&.

Typ IV-Kollagen-Molekiile sind Heterotrimere bestaleaus zwen1-Ketten und eineo2-
Kette. Jede der Ketten ist ca. 1700 Aminoséaureg land enthalt drei verschiedene Domanen
. die N-terminale Cystein-reiche Doméne (7S), eiastrale tripelhelikale Domane und eine
nichthelikale Domé&ne (NC1) am C-Termirtf.

Typ IV-Moleklle sind in ein Netzwerk eingebundenelghes sich von den Fibrillen der
fibrillaren Kollagene unterscheidet. In diesem Ntk sind manche Molekile tber die 7S-
Region kovalent quervernetzt, andere durch Weclidelngen ihrer NC1-Doméanen
verknupft. Seitliche Assoziationen, die zwischepdihelikalen Bereichen entstehen, wurden
ebenfalls beobachtet.

Bisher wurden noch drei weitere Typ IV-Kollagen-téet entdeckt und charakterisiert. Diese
Ketten @3, a4, a5) bilden zusatzliche Typ IV-Molekiile in speziellBasalmembranen. lhre
genaue Struktur und ihre Aufgaben im Gewebe siddge noch nicht vollends verstand&h.
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2.4.3.Typ IV-Kollagenasen

Typ IV-Kollagen-Strukturen kénnen von den entspesaten Proteinasen, den Typ IV-
Kollagenasen aufgespalten werden. Die Typ IV-Kdl@sen gehdren zur Familie der
Matrixmetalloproteinasen. Es handelt sich bei ihmenallem um die Gelatinasen A und B
(MMP-2 und MMP-9) und um die Kollagenase 3 (MMP13je zeigen eine sehr hohe
Aktivitat gegentber Typ IV-Kollagen. Ebenfalls Akitiat besitzen die Stromelysine 1 und 2
(MMP-3 und MMP-10). Im Vergleich zu den Gelatinagsnhdiese Aktivitat allerdings sehr

gering®?

Gelatinase A wird von verschiedenen Zellen, meistkomplex mit TIMP-2, sezerniert.
Gelatinase B wird in Neutrophilen, Monozyten undkiktgohagen exprimiert und wird von
Makrophagen als Komplex mit TIMP-1 ausgeschuttét. Aktivierung dieser Enzyme ist sehr
komplex. Als Ort der Aktivierung wurde die Zellmerah identifiziert, so dafl} ein
membrangebundener Aktivator postuliert wufde1994 wurde dann die erste MMP mit
Transmembranregion (MT1-MMP) entdeckt und als A&idr der Progelatinase A
nachgewiesel! Im Gegensatz zu den interstitiellen Kollagenaserieren die Gelatinasen
A und B und die Kollagenase 3 ihre Substratspézifidurch Abspaltung der
hamopexindhnlichen Domane nicht.

Zwei weitere Typ IV-Kollagenasen wurden durch pobfgsche Spaltung von Plasma-
Fibronektin mit Fibronektinase erhalten. Aus demmaahnst erhaltenen 45 kDa-Fragment
entstand nach autokatalytischer Aktivierung einvals, Typ IV-Kollagen spaltendes 40 kDa-
Enzym, die Fn-Typ IV-Kollagenase A. Nach weiterdospaltung eines 13 kDa-Fragmentes
wurde die ebenfalls aktive Fn-Typ IV-Kollagenas¢2B kDa) erhalteff!

Das 45 kDa-Fragment, welches in der Gelatin-Bingdogane liegt, besteht aus vier Typ I-
und zwei Typ II-Sequenzen (s. Abb.2). Wahrend dig T-Sequenzen auch in anderen
Doméanen des Fibronektins vorkommen, sind die Tyseluenzen fir die Gelatin-
Bindungsdoméane spezifisch. Daher wird angenommea} dlie Typ I[I-Sequenzen
verantwortlich sind fir die Wechselwirkung von FHbektin mit Kollagen, einem
fundamentalen Mechanismus zur Organisation deaesfiularen Matrix.

Verschiedene Studien haben ergeben, dal3 die kobagtende Sequenz zwischen dem
zweiten Typ II- und dem benachbarten Typ-I-Berelckalisiert ist. Hier findet man das
AAHE-Motiv mit zwei spater folgenden Histidinen, Wwkes auch an der Zn-Koordination im
katalytischen Zentrum der MMPs beteiligt ist.

14
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Untersuchungen der Substratspezifitdt ergabendaaRBn-Typ 1V-Kollagenasen eine 3-4mal
gréRere Spezifitat gegentber Typ IV-Kollagen besitals die Gelatinasen. Im Gegensatz
dazu ist die Aktivitat gegeniiber Gelatin wesentliehinger. Inhibiert werden die Fn-Typ IV-
Kollagenasen durch 1,10-Phenanthrolin und EDTATdMPs hemmen nicht.

Aktiviert werden die Fn-Typ IV-Kollagenasen wie bbeaeben durch Fibronektinase, einer
Serin-Proteinase mit einer Trypsin-ahnlichen Sp@rifDer erste Schritt der Prozessierung,
der zur Aktivierung des 40 kDa-Proteins flhrt, d& Abspaltung eines ca. 5 kDa grol3en
Fragmentes vom C-Terminus der Gelatin-BindungsdemBre weitere Abtrennung eines 13
kDa groRen Fragmentes bedeutet gleichzeitig dehusteder Spezifitat fuir Laminin und
einem Rickgang der Aktivitat gegentber Gelatin.

Die Typ IV-Kollagenasen sind entscheidend am AbtlauBasalmembranen beteiligt. Ihnen

kommt daher eine gro3e Rolle bei der Metastasierungm Zusammenhang mit den TIMPs
sind sie in der Krebsforschung von besonderemdaser.
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3. Zielsetzung

Der Zusammenhalt der extrazellularen Matrix wirdrathuein dynamisches Gleichgewicht
zwischen Synthese und lokalem Abbau ihrer struktlehden Komponenten kontrolliert.
Eine Stérung dieses empfindlichen Gleichgewichtesannk zu pathologischen
Erscheinungsformen an Matrixneustrukturierungenrdiih die zum Teil durch einen
exzessiven Abbau der ECM-Komponenten gekennzeidimeit

Vor allem die Gelatinasen A und B und die Kollagen®, also die Typ IV-Kollagenasen,
gelten wegen ihrer Uberexpression in Tumorzellenpabgnostische Faktoren in klinischen
Proben menschlicher Tumdf&*” In experimentellen Tumorsystemen konnte auRerdeen e
Korrelation zwischen der Fahigkeit von Zellen egsits MMPs zu sezernieren und
andererseits zu metastasieren beobachtet wEfHBH. Bei Nacktmausen wurde die
Metastisierung von Tumorzellen, die die cDNA derlaBrase B tragen, festgestéift.
Dagegen fihrte die |Inhibierung der Gelatinase auetr Einschréankung der
Metastasenbildung®>*

Durch proteolytische Spaltung von Fibronektin nmilirbnektinase wurden zwei weitere, den
Gelatinasen verwandte MatrixmetalloproteinasenlermhaDie Gelatin-Bindungsdoméane des
Fibronektin enthalt diese latenten Typ IV-Kollagse@*!

Aus einem 45 kDa groR3en Fragment wurde die3® kn-Typ 1V-Kollagenase A und die
27 kDa Fn-Typ IV-Kollagenase B durch Prozessierarwalten. Die Substratspezifitat ist
unterschiedlich, das 40 kDa-Protein spaltet Geldtaminin und Typ IV-Kollagen, das 27
kDa-Enzym dagegen nur Typ IV-Kollagen und sehr éegr Gelatin.

Diese Erkenntnisse zeigen, dafl das Adhasionsprdigironektin nach proteolytischer
Spaltung und Prozessierung grol3en Anteil an deadtizsierung und dem damit verbundenen
Abbau von extrazellularem Gewebe haben kann.

Um weitere Untersuchungen durchfiihren zu kdnnemgdeve gréRere Mengen der Proteine
bendtigt. Aus diesem Grund sollen die Fn-Typ IV{dgenasen A und B aus der Gelatin-
Bindungsdomane rekombinant hergestellt werden. Wege groRen Homologie der Gelatin-
Bindungsdomane des Fibronektins zur fibronektinéheh Doméne der Gelatinase A wird
auch fur diese ein Expressionssystem zur rekomt@naterstellung etabliert.
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Ziel dieser Arbeit ist es nun also die Fn-Typ IViligenasen A und B aus dem Fibronektin
sowie zwei Varianten der fibronektinahnlichen Doméader Gelatinase A rekombinant
herzustellen.

Dazu erfolgt zunachst die PCR-Amplifizierung detspnechenden vier cDNA-Fragmente,
ihre Klonierung und die Etablierung potentiellerpgassionssysteme B coli. Nach erfolgter
Expression und Proteinaufarbeitung sollen Versaciedktivierung durchgefihrt werden.
Folgende vier Bereiche des Fibronektins und dea@else A wurden flr die Klonierungs-
und Expressionsexperimente ausgewahlt :

1. Der erste Bereich entspricht der Fn-Typ IV-Kollagea A. Er enthalt somit 300
Aminosaurereste und hat ein Molekulargewicht von3takDa. Dieser Bereich wird als
FnColA bezeichnet.

2. Der zweite Bereich entspricht der Fn-Typ IV-Kollagee B. Er besteht aus 210
Aminosaureresten und hat ein Molekulargewicht vana3 kDa. Dieser Bereich wird als
FnColB bezeichnet.

3. Bei dem dritten Fragment handelt es sich um diefibktindhnliche Domane der MMP2
(Gelatinase A). Sie wird als FnGel72 benannt, dnth@d Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von ca. 20 kDa.

4. Das vierte Protein enthalt zusatzlich zur fiorongktnlichen Doméne FnGel72 noch das

Fragment mit dem Metallbindungszentrums der GedaBn A. Es besteht aus 225
Aminosauren und sein Molekulargewicht betragt dakRa.

In Abb.5 sind die einzelnen Domé&nen schematischesaellt :
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Gelatin-
Fibrin bindende
Heparin Doméne DNA  Zellen Heparin Fibrin

_ | iy ~ Fibronektin

Fibronektin- Hamopexin-
Signal-  Pro- katalytische ahnliche ahnliche
Peptid  Peptid Domane Domane Zn2+ Domane

L I | Gelatinase A

B N Fokat72
B FGen2

Abb.5 : Darstellung der klonierten Doméanen
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zu Beginn der Arbeit standen die cDNA des FibroimskP' und die cDNA der Gelatinase
AP® zur Verfugung. Sie wurden in einer PolymerasedtefReaktion als Template
eingesetzt.

Aus der Fibronektin-cDNA wurden die cDNA-Fragmentr Typ IV-Kollagenasen FnColA
und FnColB amplifiziert. Die cDNA der Gelatinasedfente der Anreicherung der Domanen
FnGel72 und FnKat72. Die einzelnen cDNA-Fragmenteden an den Enden durthvitro-
Mutagenesenit Start- und Stopcodons sowie mit Restriktioaksih versehen.

Nach lIsolierung der PCR-Produkte wurden diese Hitté\-Klonierung mit dem Vektor
pCR™II ligiert. AnschlieRend wurde deE. coliStamm [INVOGF] mit den erhaltenen
Plasmiden FnColA-pCR'll, FnColB-pCRMII, FnGel72-pCR"Il und FnKat72-pCR"II
transformiert.

Die korrekten Klonierungen der vier PCR-Produkteden pCRMII-Vektor wurden durch
Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung nachgemie

Die cDNA-Fragmente wurden an den eingefiigten Reismisstellen aus dem pCHI-
Vektor herausgeschnitten und in den ExpressionsveRET-12b einkloniert. Bei den
Fragmenten FnColA und FnColB erfolgte auflerdem digonierung in die
Expressionsvektoren pET-1la und pET-15b. AnschiiélBewurden die E. colr
Expressionsstamme [HMS174(DE3)] und [BL21(DE3)] ndén erhaltenen Plasmiden
transformiert.

Die erfolgreichen Transformationen wurden durch eatea Plasmidisolierung und
Restriktionsanalyse bestatigt. Insgesamt wurdenits@g potentielle Expressionssysteme
erhalten.

Mit folgenden drei Expressionssystemen konntenmddinante Proteine erhalten werden :

FnColA-pET-15b [BL21(DE3)]
FnGel72-pET-12b [HMS174(DE3)]
FnKat72-pET-12b [HMS174(DE3)]

Somit konnten fir die Proteine FnColA, FnGel72 ufatKat72 Systeme zur Expression
etabliert werden.
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Bei allen drei Systemen wurden entsprechende PReoiei grof3er Ausbeute exprimiert. Die
Proteine wurden durch Zellyse und Aufschlu3idelusion bodiegewonnen.

Fur die Doméne FnColB wurde kein Expressionssystgabliert. Obwohl laut DNA-
Sequenzierung die fur das Protein kodierende cDNA $tart- und Stopcodons in
vollstandiger und korrekter Form vorlag, konntenkeeExpression erreicht werden.

Die Typ IV-Kollagenase FnColA wurde aus dem pET-V&ktor mit einer His-Tad’-
Sequenz am N-Terminus exprimiert. Die Identitdt @&esteins wurde durch N-terminale
Sequenzierung eindeutig nachgewiesen.

Die Aufreinigung des FnColA-Proteins konnte aufgtwfer His-Tad’-Sequenz durch eine
Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose durchiget werden. Es wurden jedoch nicht
alle Verunreinigungen abgetrennt, so dal’} weitet&itse zu Isolierung erforderlich waren.
Durch anschlieBende Gelfiltration an einer Sepha&§00-Saule konnte das Protein dann in
nahezu homogener Form erhalten werden.

Die Varianten der fibronektindhnlichen Domanen @&latinase A, FnGel72 und FnKat72,
wurden ebenfalls durch N-terminale Sequenzierunderitig identifiziert.

Die erste Aufreinigung des FnKat72-Proteins ermlgtdurch Anionenaustausch-
chromatographie an einer DEAE-Séaule. Diese Methedeies sich als erfolgreich zur
Vorreinigung des Proteins. Der zweite Aufreinigwsasitt erfolgte ebenfalls durch
Gelfiltration an einer Sephacryl S-100-Saule. Doegereinigte FnKat72-Doméne konnte so
von samtlichen Verunreinigungen befreit werden waodde in reiner Form erhalten.

Desweiteren wurden Experimente zur Naturierung ebgorimierten bzw. vorgereinigten
rekombinanten Proteine durchgefihrt.

Zunachst wurden Proben der ib-Aufschlisse gegeenemativen Puffer dialysiert. Die
Aktivitat der Proteine sollte mit einem Gelatin-Striatgel nachgewiesen werden. Bei keinem
der drei Proteine wurde jedoch eine entsprecherael@erhalten. Ein weiterer Aktivitatstest
war die Affinitdtschromatographie an Gelatin-Seplkar Doch auch hier konnte keine
Bindungsspezifitat zu dem verwendeten Saulenméafestestellt werden.
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Der zweite Naturierungsversuch wurde in Verdinnangétzen durchgefuhrt. Jeweils 10 ml
Proben der aufgereinigten Proteine FnColA und FAKatind 10 ml des FnGel72-ib-

Aufschlusses wurden in je 500 ml eines Faltunggpsifferdiinnt und flir mehrere Tage bei
4°C inkubiert.

In diesem Fall gelang durch ein Gelatin-Substratgidr die Affinitatschromatographie an

Gelatin-Sepharose jedoch ebenfalls kein Aktivitédtsnveis.

Bei der Typ IV-Kollagenase FnColA bestand aufgrated N-terminalerHis-Tad’-Sequenz
die Mdoglichkeit der Faltung auf der Ni-NTA-Séuleu Zdiesem Zweck wurden dem
verwendeten Puffer schrittweise alle denaturiereriReagenzien entzogen. Das an die Matrix
gekoppelte Protein sollte so langsam renaturieren

Das Protein konnte jedoch weder mit saurem pH-Shifich mit einer erhéhten
Imidazolkonzentration wieder von der Saule eluwwdrden, so dafl} keine Aktivitatstests
maoglich waren.
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5. Materialien und Gerate

5.1.Materialien

5.1.1.Antibiotika

Ampicillin Serva, Heidelberg
5.1.2.Enzyme
Alkalische Phosphatase Pharmacia, Freiburg
Lysozym Boehringer, Mannheim
Nde | New England Biolabs
Sal | New England Biolabs
EcoRlI New England Biolabs
BamHiI New England Biolabs
Hindlll New England Biolabs
Vent-Polymerase Boehringer, Hamburg
Tth-Polymerase Promega
T4-DNA-Ligase Promega

5.1.3.Standard-Marker

1 kb-DNA-Leiter Pharmacia, Freiburg
LMW-Protein Standard Pharmacia, Freiburg

5.1.4.Farbstoffe

Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Coomassie Blue Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma, Minchen
X-Gal Biomol, Hamburg
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5.1.5.Chemikalien

Acrylamid Roth, Heidelberg
Agarose AGS GmbH, Heidelberg
Ammoniumpersulfat Serva, Heidelberg
EDTA Sigma, Deisenhofen
Glycin Sigma, Deisenhofen
Harnstoff Serva, Heidelberg

IPTG Biomol, Hamburg
[3-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
SDS Serva, Heidelberg

Select Peptone
Select Yeast Extract

Gibco Brl, Eggenstein
Gibco Brl, Eggenstein

TEMED Serva, Heidelberg
Triton X-100 Serva, Heidelberg
Tween 20 Serva, Heidelberg

Alle weiteren Chemikalien wurden von der Firma MerBDarmstadt und der Firma Baker,
Deventer in p.a.-Qualitat bezogen.

5.1.6.Materialien fur Saulenchromatographie

DEAE-Sepharose
Gelatin-Sepharose 4B
Gelfiltrationssaule S-100
Ni-NTA-Agarose

Pharmacia-LBK, Freiburg

Pharmacia-LBK, Freiburg

Pharmacia-LBK, Freiburg
QIAgen GmbH, Hilden

5.1.7. Sonstige Materialien

Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Blotpapier
Dialyseschlauch
PVDF-Membran Millipore, Bedford (USA)
QlAgen™-Saulen QlAgen GmbH, Hilden
QlAgen™-Spin Plasmid Kit QIAgen GmbH, Hilden
Sterilfilter Millipore, Bedford (USA)
TA-Cloning Kit Invitrogen
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5.2. Gerate
Autoklav Webeco Typ A5
Blotapparatur Biometra, Gottingen
Clean Bench DLF/Bss 6.KLIIA B. V., Clean Air Techni
Elektrophoresekammer Eigenbau, Universitat Bielefeld
Fotoapparate Polaroid CU-5
Nikon F3

Fraktionssammler

Redi-Frac, Pharmacia, Freiburg

Inkubator G-25 Incubator Shaker, Mew Brunswieck Sitiie Co.,
Inc. Edison, New Jersey (USA)

Netzgrat Eigenbau, Universitat Bielefeld

Peristaltische Pumpe Peristaltic-PUMP-1, Pharmé&ceiburg

pH-Meter PHM 62 Standard pH-Meter, Radiometer, Ktyagen

Photometer Eppendorf 1101 M

Proteinsequenzer

modularer FlissigphasensequenzBiiionline-
Idenzifizierung, Knauer, Berlin

Schreiber Rec 101, Pharmacia-LKB, Freiburg
Thermocycler (PCR) Mini Cycler Modell PTC-150-16, ®ésearch, Inc.

Watertown, Massachuesettes (USA)
UF-Kammer Amicon D2, Amicon, Witten

Wasseraufbereitungsanlage Millipore, Neu Isenburg

5.3.Bakterienstamme

Die verwendetei. col-Stamme sind Sicherheitsstamme fir das Arbeitéaenlaboratorien
der Sicherheitsstufe S1. Sie kénnen nur auf Voliereevachsen, da sie Mutationen in ihren
Aminosaurebiosynthesewegen tragen, die das UberldbeBakterien auRRerhalb des Labors
verhindern sollen. Auch fehlt den verwendeten St@émrderFertilitdtsfaktor F wodurch
Konjugationsprozesse, wie der Austausch von DNAszhen verwandten Bakterienspezies,
ausgeschlossen werden kdnnen.Um auch eine Rekdiohizavischen chromosomaler DNA
und Plasmid-DNA zu verhindern, besitzen die StaremeRekombinationsdefizielfecA).
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5.3.1.Escherichia coli [INV aF’]

Genotyp : end, hsd, thi, gyr, ré,80 d lac ZA M 15
Phanotyp : antibiotikasensitiv (Ampicillin)

Der E. colrStamm [INVF’] wird fir die Transformation von Ligationsanséitz aus der
TA-Klonierung und zur Vermehrung von Plasmid-DNAgesetzt.

Er erméglicht mit einent-komplementationsfahigen Vektor eine Insertionskaltd tber
eine Blau-Weil3-Selektion : Kloniert man ein DNA-gnaent in dasp-Galactosidasegen
(lacZ) des pCR'II-Vektors, so sind diese Rekombinationen genotpidacZ und
produzieren keine aktij@-Galactosidase. Sie konnen deshalb das Substral X5&8rom-4-
chlor-3-indoylf3-D-galactopyranosid) nicht zu einem blauen Indiga$éoff umsetzen. Die
Plaques solcher Klone bleiben also farblos. Klone reeyklisiertem Vektor besitzen eine
aktive B-Galactosidase und farben das X-Gal blau.

5.3.2.Escherichiacoli [JM 83]

Genotyp : thi, ara, rps 1A (lac-Pro AB),® 80 d ZA M 15
Phanotyp : antibiotikasensitiv (Ampicillin)

Der E. col-Stamm [JM 83] ist ein sogenannt@igh-copy“-Stamm, in dem die Plasmide in
grof3er Anzahl vorliegen. Deshalb eignet er sichenetter Moglichkeit zur Transformation
von Ligationsansatzen besonders zur Plasmidanreiche

5.3.3.Escherichia coli [BL21(DES3)]

Genotyp : BF Omp T, R’, Mg’, (, my) (DE3)
Phanotyp : antibiotikasensitiv (Ampicillin)

DerE. colrStamm [BL21(DE3)] ermdglicht in Verbindung mit pB7ektoren die Expression
von rekombinanten Proteinen.

Durch die Integration des lysogendrDE3-Phagen der ein T7 RNA-Polymerasegen unter
Kontrolle des lacUV5/lacl Promotor/Operator-Systernagt, wird eine Transkriptions-
kontrolle erméglicht. Erst durch Induktion mit IPTWard die Expression des rekombinanten
Proteins gestartet. Die Kontrolle der Expressiornivelert, dafl3 der Expressionsstamm beim
Kultivieren mit Mutanten, die die Fahigkeit zur Egpsion verloren haben, Uberwachsen
wird.
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5.3.4.Escherichia coli [HMS174(DE3)]

Genotyp : F, recA, hsdR (12 mki2") Rif* (DE3)
Phanotyp : antibiotikasensitiv (Ampicillin)

Der E. colrStamm [HMS174(DE3)] ist wie der [BL21(DE3)]-Stamain Expressionsstamm
fur rekombinante Proteine, deren cDNA in pET-Ve&toinsertiert ist. Er verfligt durch die
Integration desi-DE3-Phagenebenfalls Uber eine Transkriptionskontrolle, dieeiIPTG
reguliert wird.

5.4.Vektoren

Die verwendeten Vektoren vermitteln dem zur Tramsfgion eingesetztek. coli-Stamm
eine Ampicillin-Resistenz, so dal3 die transforn@ertBakterienklone selektiert werden
konnen. Die Vektoren zur Plasmidanreicherung tragech einen Teil deg-Laktamase-
Gens das in Verbindung mit dem [INWF']-Stamm Uber diex-Komplementation eine Blau-
Weil3-Selektion auf X-Gal-Substraten ermdglicht. Blein Expressionsplasmiden besteht
diese Mdglichkeit nicht.

5.4.1.pCR™1I-Vektor

Der pCRMII-Vektor ist aus denpUC-Plasmidentwickelt worden. Er ist ein gebrauchlicher
Vektor zur Klonierung von PCR-Amplifikaten (Abb.6).

Zum einen gestattet der pEfI-Vektor eine durch den T-Uberhang an den 5-Enden
vermittelte TA-Klonierung zum anderen kann der mit der cDNA ligierte Vektimekt zur
DNA-Sequenzierung eingesetzt werden.
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Hindlll, 234

/, BamHI, 252 ; f :
7 Ecor, 83 multiple cloning site
/7 EcoRV,293
‘ 7.+ hol, 316

- Xbal, 328

R

pCRMI
3900 bp

- Bgll, 512

ColE1-o1

2753 Bglr~~

Ampicilln

""" Ncol, 1838

Abb.6 : Genkarte und Schnittstellen des p¥IRVektors

5.4.2.pET-11a-Vektor

Der pET-11a-Vektor ermdglicht in Verbindung mit dén col-Stammen [BL21(DE3)] und
[HMS174(DE3)] die Expression rekombinanter Protdiiieb.7).

Die Expression wird durch IPTG, welches an denRapressor bindet und damit die
Anlagerung der T7-Polymerase an den T7-lac-Promatoiglicht, induziert.
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5675, EcoRI

5221, Hindl\l\

4796 Bglk._ Ampicilln

pET1lla
5677 bp

Hindlll, 29
w EcoRV, 185

! BamHI, 319
{ " /Ndel, 358
y - Xbal, 97

/- EcoRV,1633
““Hindll, 1689

s Bgll, 2243
"> Bgll, 2477

multiple cloning site

Abb.7 : Genkarte und Schnittstellen des pET-11atdfsk

5.4.3.pET-12b-Vektor

Der pET-12b-Vektor stellt wie der pET-11a-Vektordombination mit derk. colrStammen

[BL21(DES3)] und [HMS174(DE3)] einen Expressionswakfir rekombinante Proteine dar
(Abb.8). Die Expression wird ebenfalls durch IPT@uziert.

HinQIII,ZQ

4671, ECOR |

4217, Hindl|

3192 Bg"\\\ Ampicilln

pET12b
4673 bp

EcoRYV, 185
EcoRYV, 376
\  BamHl, 510
1\ Sall, 516
v/ _Hindll,516
L -~ _Ndel, 578
s ---- Xbal,617

| -.--Bgll, 1239

o Bgll, 1473

multiple cloning site

Abb.8 : Genkarte und Schnittstellen des pET-12btdiesk
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5.4.4.pET-15b-Vektor

Der Vektor pET-15b gehért in Verbindung mit dén coliStdmmen [BL21(DE3)] und
[HMS174(DE3)] ebenfalls zu den Expressionsvektdperb.9).

Er bietet jedoch zusétzlich eine Alternative zunfathen Isolierung des rekombinanten
Proteins. Wird die zu exprimierende cDNA Uber dideNSchnittstelle in den pET-15b-
Vektor einkloniert, so wird eine Sequenz von 20 Aasiduren, der sogenannteis-Tad -
Sequenz, bei der Expression an den N-Terminusekesnbinanten Proteins angeflgt. Diese
Sequenz zeichnet sich durch zwei Besonderheiten aus

1. Sie enthélt sechs aufeinanderfolgende Histidinyegtééche dem Protein die Koordination
an Ni-NTA-Agarose ermoéglichen. Auf diese Weise diiesich die Gelegenheit zur
Aufreinigung und ggf. zur Aufreinigung des Proteiitger eine Ni-NTA-Saule.

2. Zwischen den Histidinresten und der Proteinregiefinblet sich eine Sequenz, die von der
Proteinase Thrombin erkannt wird und mit deren eHitfie His-Tad’-Sequenz nach
Isolierung des rekombinanten Proteins wieder alajespwerden kann.

Hindlll, 20 FooRV, 185
] . BamHl, 319 . . .
5706, ECoRl | L1 xnol, 324 multiple cloning site
[ {7 Ndel, 330
L7 Xbal, 428

5252 Hindll _

\,ﬁ

4827, Bgll_

pET15b
5708 bp

/" EcoRrv, 1664
““Hindll, 1720

" Bgll, 2274
"Bgll, 2508

Abb.9 : Genkarte und Schnittstellen des pET-15btdiek
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6. Methoden

I. Gentechnische Methoden

Alle gentechnischen Arbeiten werden unter steriBedingungen durchgefuhrt, um eine
Kontamination der Materialien mit Fremd-DNA oderefrdorganismen zu vermeiden. Die
verwendeten Gefal3e, Arbeitsgerate und Nahrmediemdemwe daher vor Benutzung
autoklaviert bzw. sterilfiltriert.

6.1. Kultivierung von E. coli-Stdmmen

Die fur gentechnische Arbeiten und fir prokarydiesscExpressionen am haufigsten
verwendeten Wirte siné. coli-Bakterien. Sie haben zum einen kurze Regeneragies,
zum anderen enthalten sie auf3er der chromosonadign éxtrachromosomale Plasmide, in
welche fremde DNA-Sequenzen eingefiigt werden koéniga Plasmide erhalten durch
Modifizierung des Inserts so eine eigene Transkmgt und Translationskontrolle.

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme $icherheitsstamme, welche bestimmte
Stoffwechseldefekte aufweisen. Die Anzucht der Ba&h erfolgt daher im Vollmedium.

6.1.1. Ubernachtkulturen

Die Anzucht vonE. coli-Bakterien zu Ubernachtkulturen (UN-Kulturen) egtoldurch
Animpfen von 5 ml LB-Medium mit einem Klon einer LBlattenkultur oder 5ul einer
Tiefkuhlkultur. Da die in dieser Arbeit verwendetélasmide eine Antibiotikaresistenz
(gegen Ampicillin) aufweisen, wird dem Nahrmediummpicillin zugesetzt und die Anzucht
erfolgt unter Selektionsdruck.

« 5 ml LB-Medium mit 1l Amp?°®*-Lsg. versetzen
* Animpfen mit Zellen einek. coliStammes
* Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Rollinkubator

- Isolierung von Plasmid-DNA (6.3.)
- Tiefkahlkulturen (6.1.2.)
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Verwendete LOsungen :

LB-Medium : 10 g Trypton
5 g Hefe-Extrakt
10 g NaCl
mit bidestilliertem Wasser auf 1 | auffillen

Ampicillin-Lsg. : 200 mg Ampicillin-Na/ml 70 %iger&thanol

6.1.2. Tiefkihlkulturen

Zur Langzeitlagerung von Bakterien werden Tiefkiittikren angelegt. Das zugesetzte
Glycerin verhindert dabei die Zellschadigung, des #ledium durch Kristallisation bei tiefen
Temperaturen hervorrufen wirde. Die Kultur kann 4286°C (Kurzzeitlagerung) oder -70°C
(Langzeitlagerung) aufbewahrt werden.

* 1,5 ml einer UN-Kultur 5 min bei 5000 rpm zentgieren

« Uberstand verwerfen

* Zellpellet in 500ul LB-Medium resuspendieren

» Addition von 500ul 87 %igem Glycerin und vorsichtig mischen
 Lagerung bei -20°C oder -70°C

6.2. DNA-Gelelektrophorese in Agarosegelef”’!

Diese Methode erlaubt die Auftrennung von DNA-Fragiten von ca. 300 bp bis 20 kb. Die
negativ geladene DNA wandert bei konstantem antgeglektrischen Feld in Richtung der
Anode. Die Laufgeschwindigkeit ist direkt proportad zu der GroRe des DNA-Fragmentes.
Auf diese Weise erfolgt die Auftrennung von DNA-gmeenten, ihre GrofRen- und

Konzentrationsbestimmung und ggf. die Elution aers dGel.
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6.2.1. Durchfuihrung der Gelelektrophorese

Abhangig von der GrolRe der zu analysierenden DNAveredet man 0,7 %ige (fir grol3e
Fragmente) bis 2 %ige Agarose-Gele (fur kleine Fraxgte).

Vorschrift fur 1 %ige Gele » 1g Agarose durch Aufkochen in 100g TBE-Puffer fbse
» verdampftes Wasser wieder auffillen
» Losung auf ca. 50°C abkuhlen lassen und in eiaehBlett-
Gelkammer giel3en
 zur Ausbildung von Geltaschen einen Plastikkammsetzen
* Gel ca. eine Stunde auspolymerisieren lassen
« Uberschichten des Geles mit TBE-Puffer
« Kamm vorsichtig aus dem Gel entfernen

Auftragen der Proben: ¢ Proben mit ca. 0,5 Volumen BPB-Saccharose-Ldsung
versetzen
» maximal 15ul Probenldsung in die Geltaschen pipettieren
» 2 ul 1kb-Leiter als Referenz in eine Geltasche pipetti
» Gelelektrophorese bei konstanter Stromstarke YomA& ca.
eine Stunde laufen lassen

Verwendete LOsungen :

TBE-Puffer : 90 mM Tris/HCI  pH 4,8

90 mM Borsaure

2,5mM EDTA
BPB-Saccharose-Ldsung. : 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

60 % Saccharose in,®
1kb-Leiter : 20ul 1kb-Leiter

40 pl BPB-Saccharose-Lésung
80 pl H2Opigest
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6.2.2. Farbung der DNA im Agarosegel

Die DNA-Banden werden mit Ethidiumbromid gefarbali2i lagert sich dieses spezifisch an
die DNA an und bildet einen Komplex, welcher im Wwht (A=302 nm) flouresziert. Die
Interkalierung des Ethidiumbromids in die DNA begtinjedoch auch eine hohe
Cancerogenitéat, so dal’ die Handhabung mit grof¥gfedioerfolgen muf3.

» das Agarosegel ca. 10 min in einer Ethidiumbrodsdhg inkubieren
 das Gel ca. 10 min in Wasser waschen, bis Ubessids EtBr entfernt ist
* Sichtbarmachung der Banden im UV-Licht he8302 nm (Floureszenz)

» Analyse des Gels und ggf. Dokumentation durch $oifd

Verwendete Losung :

Ethidiumbromidlésung Ag/ml Ethidiumbromid in HOp;gest
6.2.3. GroRenbestimmung der DNA-Fragmente
Zur Bestimmung der GroRe der DNA-Fragmente wird BMA-Vergleichsstandard mit auf

das Gel aufgetragen. Diese sogenannte 1kb-Leitéhakendefinierte DNA-Fragmente
folgender Grol3en (bp) :

12216 7126 2036 396
11198 6108 1636 344
10180 5090 1018 298

9162 4072 517 220
8144 3054 506 200

Die Bestimmung der DNA-Konzentration einer untetden LOsung basiert auf dem
Vergleich mit Proben bekannter Konzentration. JeBemgment der 1kb-Leiter hat eine
Konzentration von 200 ngl. So ist es mdglich durch einen Vergleich der id&#it der
Marker-Banden mit den Proben-Banden auf die Komagaoh der aufgetrennten DNA-
Fragmente zu schliel3en.
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6.3. Isolierung von Plasmid-DNA®®!

Die Isolierung rekombinanter Plasmide erfolgt abiskulturen transformierteE. coliZellen.
Die Zellen werden unter geeigneten Bedingungeneduéghen, die Plasmide vdh colr
Bestandteilen getrennt und anschlieRend aufgeteiDig so gewonnenen DNA-Fragmente
kdnnen zur Sequenzierung, zur RestriktionsanalyggePCR-Reaktionen oder fur weitere
Transformationen verwendet werden.

Je nach Anforderung an Reinheit und Menge der RtBBEINA werden verschiedene
Methoden zur Isolierung angewendet.

6.3.1. Alkalische Mini-Lyse

Die Alkalische Mini-Lyse dient der schnellen Isoliag von grél3eren Mengen an Plasmid-
DNA aus Bakterien. Bei dieser Methode werdenHlieoliZellen lysiert, die Plasmid-DNA
im alkalischen Millieu denaturiert und chromosom@&IBIA sowie Proteine der Bakterien
durch Zentrifugation abgetrennt. Durch darauffolienRNAse-Behandlung wird die
verbliebene RNA hydrolysiert und die Plasmide duiRttenolextraktion und Ethanolfallung
gereinigt.

* 1,5 ml GN-Kultur in ein Eppendorfgefal3 Gberfiihren

« Zellen 5 min bei 5000 rpm abzentrifugieren; Ubamstverwerfen
o Zellpellet in 100ul Al-L6sung 1 resuspendieren

* Inkubation 5 min bei RT (Zell-Lyse)

 Addition von 20Qul Al-Lsg.2; Inkubation 5 min bei 0°C
 Addition von 150ul Al-Lsg.3 ; vortexen ; Inkubation 5 min bei 0°C
* E. coliBestandteile 10 min bei 11000 rpm abzentrifugieren

« Plasmidtragenden Uberstand in neues EppendorfgjkEihren
 Addition von 10ul RNAse-L6sung ; vortexen

*Inkubation 30 min bei 37°C

- Phenolextraktion (6.5.1.)

- Ethanolfallung (6.5.2.)

Verwendete LOsungen :

Al-Lésung 1 : 25 mM Tris/HCI pH 8,0
1 % (W/V) Glucose
10 mM EDTA
2 mg/ml Lysozym
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Al-Lésung 2 : 0,2 N NaOH
1 % (W/V) SDS

Al-Lésung 3 : 3 M Kaliumacetat-Lésung pH 4,8

RNAse-L6sung : 10 mM Tris/HCI pH 7,0
10 mg/ml RNAse A

6.3.2. Plasmidisolierung nach ,QlApreg™-Spin“ 5

Diese Methode wurde von der Firma QIAGEN entwickath schnell sehr saubere, besonders
zur Sequenzierung geeignete DNA zu erhalten. [ikelsing basiert auf einer modifizierten
Alkalischen Lyse. Dabei wird die Eigenschaft vomagPhid-DNA ausgenutzt in einem Puffer
mit einer hohen Konzentration an chaotropen Salereine Siliciummembran zu binden,
welche unter diesen Bedingungen keine RNA odereRretbindet. Nach Reinigung der
Membran durch zwei Waschvorgange wird die PlasmADmit H,Opigest 0der salzfreiem
Puffer von der Membran eluiert.

* 3 ml UN-Kultur 5 min bei 5000 rpm zentrifugieren

* Zellpellet in 250ul Puffer P1 resuspendieren

 Addition von 250Qul Puffer P2 ; vorsichtig invertieren

* Inkubation 5 min bei RT (Zell-Lyse)

» Addition von 350ul Puffer N3 ; vorsichtig invertieren

* E. coliBestandteile 10 min bei 13000 rpm abzentrifugieren
« Uberstand in QIApre])'-Spin-Saule uberfihren

» 30-60 s bei 13000 rpm zentrifugieren (Adsorptitesid-DNA)
« Uberstand verwerfen

» 500pl Puffer PB auftragen

« 30-60 s bei 13000 rpm zentrifugieren; Uberstanwveeen

» 750l Puffer PE auftragen

« 30-60 s bei 13000 rpm zentrifugieren; Uberstanvegfien; nochmals zentrifugieren
« QlAprep™-Spin-Séaule in ein Eppendorf-GefaR tiberfiihren

* 50 ul HoOpigestauftragen; 3-4 min Inkubation

* Plasmid-DNA durch Zentrifugation bei 13000 rpmietan

Die verwendeten Puffer werden von der Firma QIAGHEN QIAprep™-Spin-Kit
bereitgestellt.
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6.4. DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen

6.4.1. Elektroelution im Dialyse-Schlauch

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fiege werden durch Elektroelution aus
der Gelmatrix isoliert. Die entsprechenden Bandenden aus dem Gel ausgeschnitten und
durch Anlegen eines elektrischen Feldes eluiert.

* Gelstiick mit entsprechender Bande unter UV-Licisisahneiden und in einen
Dialyseschlauch tGberfiihren

» 200pl 0,5 x TBE-Puffer zugeben und luftblasenfrei vetsfien

* Dialyseschlauch in eine mit 036TBE-Puffer gefillte Flachbettkammer legen, so
dal3 das Gelstiick parallel zur Kathode am Raaditdyseschlauches liegt

 ca. 20 min einen Strom von 40 mA anlegen

 ca. 1 min die Stromrichtung umkehren

* Elutionskontrolle unter UV-Licht (302 nm)

* Pufferlésung in ein Eppendorfgefald tberfihren

* Dialyseschlauch nochmals mit 2QD0,5 x TBE-Puffer waschen

» Losungen vereinigen und aufarbeiten

- Phenolextraktion (6.5.1.)
- Ethanolféallung (6.5.2.)

FM_Purification®

6.4.2. Isolierung mittels ,R
Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Banden werdes @em Gel ausgeschnitten. Durch
Auflésen der Agarose in Silica-Binding-Puffer ursblierung analog zur ,QIlAprél-Spin“-
Plasmid-isolierung gereinigt.

* DNA-Banden unter UV-Licht ausschneiden und inEpendorf-Gefal3 tberfiihren
* pro 100 mg Agarosegel 3@0 Silica-Binding-Puffer zugeben

* bei 60°C inkubieren, bis das Gelstick vollstaralifgelost ist

« Lsg. auf eine ,QlAprep"-Spin“-Saule auftragen;60s bei 13000 rpm zentrétegi

« Uberstand verwerfen; nochmals zentrifugieren

« ,QlAprep™-Spin“-Saule in ein Eppendorf-GefaR iiberfiihren

* 50 ul HoOpigestauftragen und 3-4 min inkubieren

» Plasmid-DNA durch Zentrifugation bei 13000 rpmietan
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6.5. Reinigung von DNA

Nach Kontakt mit Puffer, Medien oder Losungen i& sichnelle Aufreinigung von DNA-
Proben von besonderer Bedeutung. Reproduzierbgebiisse konnen nur mit absolut reiner
DNA erhalten werden

6.5.1. Phenolextraktion

Bei der Phenolextraktion werden Proteinverunreinggn aus waldrigen DNA-LGsungen
beseitigt. Aufgrund der hydrophoben EigenschaftRigsnols reichern sich die Proteine in der
phenolischen Phase an, wahrend die Plasmid-DNA&iinéRrigen Phase bleibt.

* zu 1 Volumen DNA-Lsg. Addition von 1 Volumen Phéhésung
» Gemisch kurz vortexen

* 7 min bei 7000 rpm zentrifugieren (Phasentrennung)

» obere Phase vorsichtig abpippetieren

- Ethanolféallung (6.5.2.)
- Isopropanolfallung (6.5.3.)

Verwendete LOsungen :

Phenol-Losung : 1 kg Phenol
1| Chloroform
41,6 ml Isoamylalkohol
1,65 g 8-Hydroxychinolin
mit 10 mM Tris/HCI auf pH 7,5 einstellen

6.5.2. Ethanolfallung

Die Ethanolfallung von DNA-Proben dient der Befrgju von anorganischen

Verunreinigungen und der Konzentrierung der DNAti@ple Ausbeuten an DNA erhalt man
durch Zusatz von Natriumacetat-Losung (pH 5,2). desem pH-Wert wird jedoch neben der
DNA auch EDTA prazipiert. Um diesen Effekt zu verthern, wird die Fallung auch durch
Natriumacetat-Lésung (pH 8) begunstigt.

37



Methoden

* zu 1 Volumen DNA-L6sung Addition von 2 Volumen BEtiol (96 % ; -20°C)

* bei niedrigem Salzgehalt 0,1 Volumen 1M Natriuntacedsung zugeben
 gut mischen (schutteln)

* 15 min bei -20°C inkubieren (DNA-Féllung)

* 15 min bei 13000 rpm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen und Pellet mit J@Ethanol (70 % ; -20°C) waschen

* 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen und Pellet ca. 10 min untea@bench trocknen lassen
* Pellet in entsprechendem VolumepQgigestaufnehmen

6.5.3. Isopropanolfallung

Die Isopropanolféallung dient ebenfalls zum Abtremnv®n anorganischen Verunreinigungen
von der DNA-LOsung. Das Isopropanol dehydratisiers DNA-Molekil und bewirkt so eine
Fallung der DNA bei tiefen Temperaturen.

* zu 1 Volumen DNA-L6sung Addition von 1 Volumen ggopanol (-20°C)
* bei niedrigem Salzgehalt 0,1 Volumen 1M Natriuntacedsung zugeben
* 20 min Inkubation bei -20°C (DNA-Féllung)

* 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* Pellet mit 0,5 Vol. Ethanol (70 % ; -20°C) waschen

* 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* Pellet ca. 10 min unter Clean-bench trocknen fasse

* Pellet in entsprechendem VolumepQgigestaufnehmen
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6.6. Polymerase-Chain-Reaction (PCRS”

Mit Hilfe der Polymerase-Chain-Reactidi?CR) ist es mdglich auch sehr geringe Mengen an
DNA zu amplifizieren. Voraussetzungen sind nebareeDNA-Polymerase zwei chemisch
synthetisierte Oligonukleotidprimer. Ihre Sequenzerd so gewahlt, dal3 sie komplementar
zu jeweils einem der Bereiche sind, die das anzieende DNA-Fragment (Template)
begrenzen. Werden Primer eingesetzt, welche nichtlien Basen komplementéar zur
eingesetzten DNA sind, so erfolgt einm-vitro-Mutagenese im Randbereich der
Originalsequenz. Dies ermoglicht die Einfihrung vBtart- und Stopcodons sowie von
Restriktionsstellen in die amplifizierte DNA.

Die verwendete hitzestabiMent-Polymeraseeichnet sich durch eine geringe Fehlerrate bei
der Replikation aus, da sie @noof-readingSystem besitzt, mit dem sie jede angefligte Base
Uberprift und bei einer Fehlpaarung durch ihre 3-Exonukleaseaktivitat wieder entfernt.
Da sie jedoch kein Uberstehendes Adenosin an dadifizrarte DNA-Fragment anhangt,
welches zur Einklonierung in den pCRI-Vektor benétigt wird, muR eine Nachbehandlung
des PCR-Ansatzes mit der Tth-Polymerase erfolgen.

* PCR-Reaktionsansatz : 3)0Template-DNA
0,5 ul forward-Primer
0,5ul reverse-Primer
0,7ul dNTPs
5,0l 10x Vent-Puffer
1,0l Vent-Polymerase (1U)
40,3H| H>Opigest
- mit 50l Paraffin Gberschichten

* PCR-Programm: 1. 60s 95°C (vorheegele Denaturierung)
2. 45s 95°C (Denaturierung)
60 s 46°C +0,2°C/ cycl. (Annealing)
60 s 72°C +1s/cycl (Extension)
3. 39 x zu Schritt 2
4. 4°C (Abbruch)

» Tth-Nachbehandlung : 1@ Tth-Polymerase zufiigen und 10 min bei 72°C
inkubieren

- DNA-Gelelektrophorese in Agarosegelen (6.2.)
- DNA-Isolierung aus Agarosegelen (6.4.)
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6.7. Klonierung mittels TA Cloning Kit 6%

Der TA Cloning Kitwurde von der Firma Invitrogen zur direkten Klonieg von PCR-
Produkten in Plasmid-Vektoren entwickelt. Die Methderuht darauf, dal3 die fur die PCR-
Reaktion verwendeten Polymerasen, wiag oder Tth-Polymerase am 3’-Ende des
Amplifikates ein (berstehendes Adenosin anhangeiesed 3-A-Uberhang dient zur
Einfuhrung des DNA-Fragmentes in einen linearisierWektor mit 3’-T-Uberhang. Unter
Verwendung der T4-Ligase werden die komplement&men miteinander verknipft. Nach
der Ligation kann sofort eine Transformation én coliBakterien mit der Plasmid-DNA
erfolgen.

Mit Hilfe dieser Technik ist also eine direkte Insen von PCR-Amplifikaten in bestimmte
Vektorsysteme maoglich ohne die DNA-Fragmente enzigtia zu modifizieren.

6.7.1. Ligation

Die Ligation mittelsTA Cloning Kitbewirkt die Verknipfung des PCR-Produktes mit dem
pCR™I|I-Vektor. Durch die Ligase desPhagen T4 werden Phosphodiesterbindungen
zwischen benachbarten 3’-Hydroxy- und 5’-Phosphgigen des spontan (ber AT-

Basenpaarung an den Vektor angelagerten PCR-Pexigkbildet.

e Ligationsansatz : @l PCR-Produkt
2yl pCR™I1-Vektor (25 ngfil)
1l T4-Ligase (1U)
1 pl T4-Ligase-Puffer

» Uber Nacht bei 14°C inkubieren

- Transformation mittel§ A Cloning Kit(6.7.2.)
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6.7.2. Transformation mittels TA Cloning Kit

Transformationskompetente Zellen besitzen die KéitigPlasmide an ihrer Oberflache zu
adsorbieren. Dide. col-Bakterien werden bei 0°C mit der Plasmid-DNA iniarh wobei
sich die Plasmide an die Bakterienzellwand anlageunch einen Hitzeimpuls bei 42°C wird
die Zellmembran permeabel, so dal3 die Fremd-DNa&ienZellen eindringen kann. Nach der
Transformation werden di&. coliZellen bei 37°C regeneriert und auf einem geegmet
Selektionsmedium ausgestrichen.

* Ligationsansatze kurz zentrifugieren und auf EBden

« kompetente Zellen [INYF] (,One Shot" Cells“) auf Eis auftauen
* Addition von 31l B-Mercaptoethanol (0,5 M); vorsichtig mischen
» Addition eines Ligationsansatzes; vorsichtig méth

» 30 min bei 0°C inkubieren (Adsorption)

« je 50l X-Gal-Lésung auf LB™-Platten auftragen

» 30 s bei 42°C inkubieren (Membran-Permeabilitat)

» 2 min auf Eis abkihlen

» Addition von 250Qul SOC-Medium

* 1 h bei 37°C und 200 rpm inkubieren (Regeneration)

« je 200ul Kultur auf LB*™P-X-Gal-Platten ausstreichen

« restliche Kultur 5 min bei 5000 rpm zentrifugieré&tberstand abgieRen
* Pellet in Ricklauf resuspendieren und ausplattiere

* Platten bei 37°C uber Nacht inkubieren

- Screening nach positiven Klonen (6.7.3.)

Verwendete LOsungen :

SOC-Medium : 20 g Trypton
5 g Hefe-Extrakt
0,5 g NaCl
1,8 g KClI
— auf 1 | HOpigestpH 7,0

X-Gal-Lésung : 20 mg/ml X-Gal in 100%igem DMF
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6.7.3. Screening nach positiven Klonen

Positive Klone besitzen eine Antibiotikaresistewe]che durch ein Gen vermittelt wird, das
auf dem einklonierten Vektor liegt. Daher wachsehAntibiotikum-haltigen Nahrbdéden nur
diejenigen Bakterien, welche entweder den Vektar emklonierter Fremd-DNA oder den
rezyklisierten Vektor aufgenommen haben.

Einige Vektoren ermdglichen lber ein sogenanntestidtigen eine weitere Selektionierung.
Der pCRMII-Vektor enthalt ein Gen, welches fiir den N-Termsnder B-Galactosidase
kodiert. Auf dem Chromosom des RezipientenstamiiNgdF] liegt die fir den C-Terminus
kodierende Region. Durcli-Komplementation der beiden Fragmente wird das Bnzy
aktiviert. Die aktivep-Galactosidase hydrolysiert das farblose Substr&aK (5-Brom-4-
chlor-3-indoylf-D-galactopyranosid), mit dem die £B-Platten ausgestrichen werden, zu
einem blauen Indigofarbstoff.

Bei denjenigen Klonen, die die Fremd-DNA im Vektufgenommen haben, wird dee
Komplementation aufgehoben. Diese Kolonien bleitteiner auf der LE"™-Platte farblos. Ob
es sich bei der aufgenommenen Fremd-DNA um die lanidcende cDNA handelt, muf3
durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung nadegewwerden.

6.8. Klonierung in Expressionsvektoren

Zur Expression mul3 das DNA-Insert in einen Expoassiektor einkloniert werden. Die
Vektoren besitzen einmultiple cloning sited.h. eine Reihe verschiedener dicht beieinander
liegender Schnittstellen, die es erlauben das tingéer eine ,sticky end“-Ligation
einzuklonieren. Sowohl DNA-Inserts als auch Vektoreerden dazu durch Hydrolyse mit
Restriktionsendonuklasen ,sticky end” aufgeschnittBie linearisierten Vektoren werden
einer 5’-Dephosphorylierung unterzogen um bei deachfolgenden Ligation eine
intramolekulare Religation zu verhindern.

AulRerdem besitzen ExpressionsvektdPeomotoren die eine Kontrolle der Expression (Start
durch Zugabe von Induktoren) erméglichen. DieseuReipn ist notwendig um zunachst eine
hohe Zelldichte in der Expressionskultur zu erhmalte
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6.8.1.Restriktion von DNA 2

Eine Reihe von Enzymen, die Restriktionsendonukleasind in der Lage spezifische
palindrome DNA-Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaaregrkennen und den DNA-Strang an
dieser Stelle zu hydrolysieren. Mit Hilfe diesersRitionsenzyme werden Vektoren und
DNA-Inserts entweder auf eine Ligation vorberetader nach erfolgter Transformation eine
Restriktionsanalyse durchgefihrt.

Fur die hier beschriebenen Klonierungsexperimenéeden die Restriktionsenzyme Sall,
Ndel, EcoRI, BamHI und Hindlll verwendet.

 Restriktionsansatz : 51 walr. DNA-LGsung
1,0l 10x Restriktionspuffer
0,2 ul Restriktionsenzym 1
0,2 ul Restriktionsenzym 2
3,6 1l H2Opidest

* Inkubation 90 min bei 37°C

- DNA-Gelelektrophorese (6.2.)

6.8.2.5’-Dephosphorylierung von Vektoren

Durch die 5’-Dephosphorylierung wird verhindertf3ddie Vektoren spontan religieren, ohne
die Insert-DNA aufgenommen zu haben. Das Enzymchesl zur Dephosphorylierung
eingesetzt wird, ist diAlkalische Phosphatag@P).

* Reaktionsansatz : 44 Vektor-DNA

5ul AP-Puffer

1 ul Alkalische Phosphatase
* Inkubation 1 h bei 37°C

- DNA-Gelelektrophorese (6.2.)
- DNA-Isolierung aus Agarosegelen (6.4.)

Verwendete LOsungen :

AP-Puffer : 50 mM Tris/HCI pH 8,5
1 mM EDTA
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6.8.3.Ligation von DNA-Fragmenten %!

Bei der Ligation werden Insert- und Vektor-DNA kdesat verknipft. Die DNA-Ligase des
Phagen T4katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindumgker benachbarten 3'-
Hydroxy- und 5’-Phosphatgruppen des mit dem Vekt@ammengelagerten Inserts.

Die Ausbeute der Ligationsreaktion ist abhé&ngig weenhaltnis Insert zu Vektor. Die gréf3te
Effektivitat wird bei aquimolarem Ansatz erreiclidin weiterer die Ausbeute der Ligation
bestimmender Faktor ist die DNA-Gesamtkonzentratidm ein optimales Ergebnis bei der
Ligation zu erreichen, wird das Verhéltnis Inseru Z/ektor in verschiedenen
Ligationsansétzen variiert.

* Reaktionsansatz : 10 T4-Ligase-Puffer
0,5ul T4-Ligase
X Ml Insert-DNA
y Ml linearisierter Vektor

(8,5-x-y) tl H2Opjidest
 Inkubation tber Nacht bei 14°C

- Transformation vor. colimit Plasmid-DNA (6.8.5.)

6.8.4.Herstellung transformationskompetenterE. coli-Zellen %

Die E.coli-Zellen werden durch Behandlung mit RbCIl- und Gd@sungen in einen
kompetenten Ubergangszustand gebracht, welcher Adilagerung von Plasmid-DNA
ermoglicht. Die Zellen werden so auf eine Transfation vorbereitet.

» 200 ml LB-Medium mit 2 ml GN-Kultur eines Zellstanes animpfen

* Kultivierung bei 37°C bis eine Of von 0,5 erreicht ist

* Kultur 10 min auf Eis abkuhlen

* je 10 ml Kultur in vorgekihlte SM24-Zentrifugenrghen tberfihren

« Zellen 10 min bei 5000 rpm und 4°C pelletierengkstand verwerfen
» alle weiteren Schritte auf Eis !

* Pellet in 1 ml Transformationspuffer A (4°C) vaisiig resuspendieren
» LOsung in gekuhltes Eppendorfgefald tberfihren

« Zellen 5 min bei 5000 rpm pelletieren; Uberstardmerfen

* Pellet in 1 ml Transformationspuffer B (4°C) rgseisdieren
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 Kultur 30 min auf Eis inkubieren (Aufbrechen dellZerbande)
« Zellen 5 min bei 5000 rpm pelletieren; Uberstardmerfen

* Pellet in 20Qul Transformationspuffer B (4°C) resuspendieren
» 200pl Glycerin zugeben; vorsichtig mischen

- bei -78°C einfrieren (Lagerung)
- Transformation vor. colimit Plasmid-DNA (6.8.5.)

Verwendete LOsungen :

Transformationspuffer A : 10 mM MOPS pH 7,0
10 mM RbCI
steril filtrieren

Transformationspuffer B : 10 mM MOPS pH 6,5
10 mM RDbCI
50 mM CaC}

6.8.5.Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA 7]

Die Zellmembran der kompetenten Zellen wird in \iedoing mit einem Hitzeschock fir
Plasmid-DNA permeabel. Die aufgenommene DNA wirdweiteren von der Bakterienzelle
wie zelleigene DNA behandelt, bei der Zellteilungpliziert und an beide Tochterzellen
weitergegeben.

* Ligationsansatze kurz anzentrifugieren und aufskgien

» kompetente Zellen auf Eis auftauerpgl DMSO zugeben

* Ligationsansatze zugeben und vorsichtig mischen

* Inkubation 30 min auf Eis

* 1 min bei 42°C inkubieren (Hitzeschock)

 Kultur 2 min auf Eis regenerieren

 Addition von 50Qul LB-Medium

¢ Inkubation 1 h bei 37°C und 200 rpm im Schuttelip&tor

« 200pl Kultur auf LB -Platten ausstreichen

« restliche Kultur 5 min bei 5000 rpm zentrifugier&tberstand abgielRen; Pellet im
Rucklauf resuspendieren und ebenfalls ausplattier

* Inkubation UN bei 37°C
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Il. Proteinchemischer Methoden

Der proteinchemische Teil beschreibt die MethodanExpression der rekombinantkn coli
hergestellten Proteine. Desweiteren wird ihre Auofgeing, ihre Isolierung und ihre
Charakterisierung erlautert.

6.9. Expression rekombinanter Proteine inE. coli [

Viele eukaryotische Proteine von industriellem yidhrmazeutischem Interesse lassen sich
durch ihre geringe natirliche Verflugbarkeit nichtausreichenden Mengen gewinnen. Mit
Hilfe der Genklonierung und Expression in Gastorgiaen lalt sich das gewlnschte
rekombinante Protein jedoch in ausreichender Meekembinant herstellen.

Expressionen inE. colrZellen sind mdglich, solange das Protein fir seme&ogische
Aktivitat keine Glycosylierung benétigt. Auf die¥éeise entsteht eine aulRerst kostengiinstige
Methode zur Herstellung rekombinanter Proteine civeljedoch in grofien Mengen nur in
denaturierter, also biologisch inaktiver Form iedli werden. Es sind daher noch
Aufarbeitungsschritte zur Faltung des Proteins emes aktive Konformation erforderlich.
Kleinere Mengen sind tber das Periplasma auchtimend=orm erhaltlich.

6.9.1.Anwachsen der Expressionskultur

Vor der Induktion der Expression wird die Expresskultur bis zu einem exponentiellen
Wachstum kultiviert. In dieser Phase liegt zum eiegne ausreichend grof3e AnzahlE&n
coli-Zellen vor, zum anderen finden die Zellen optintdéslingungen zur Expression vor.

» 750 ml LB-Medium werden in einem Fernbachkolbetoklaviert und anschlieRend
mit 750p Amp?®° versetzt

* je Fernbachkolben wird mit 7,5 ml einer UN-Kultler Expressionskultur angeimpft

* bei 37°C im Schittelinkubator inkubieren, bis eBiBgs7g von ca. 0,6 erreicht ist

- Induktion der Expression (6.9.2.)
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6.9.2.Induktion der Expression

Die Expressionsvektoren sind mit Promotoren auatjest die eine Kontrolle der Expression,
also ihren Start durch Induktoren, ermdglichen. sBre Kunstgriff ist notwendig, well
Bakterien, die mit der Expression von Proteinen cbafigt sind, deutlich langere
Generationszeiten haben. Mit Hilfe der Promotoresstéht die Moglichkeit vor der
Expression eine ausreichend groRe Anzahl an Zetlenerhalten, auRerdem wird ein
Uberwachsen der Kultur mit Mutanten, die die Fahigkzur Proteinexpression verloren
haben, vermieden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Expressionsvekiof@ET-Vektoren) besitzen ein
induzierbares lacZ-Gen, welches durch den Indultsapropylf3-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) angeschaltet werden kann. Das IPTG binddieidan den lac-Repressor und
ermoglicht die Anlagerung der T7-Polymerase an déhlac-Promotor, wodurch die
Transkription gestartet wird.

» 750 ml einer Expressionskultur (@f@= 0,6) werden mit 30Ql IPTG induziert
* 4 h bei 37°C und 225 rpm im Schttelinkubator ivikven
- Zellyse, Reinigung und Aufschluf3 der ,inclusiordies” (6.9.4.)

Verwendete LOsungen :

IPTG-LGsung : 1MIPTG in kD
6.9.3.Expressionskontrolle

Zur Kontrolle wird der Expressionskultur vor und stiindlichen Abstanden nach der
Induktion eine Probe entnommen. Die Proben werdematiriert und einer SDS-
Gelelektrophorese unterzogen. Eine erst nach dektion auftretende Proteinbande, die mit
der Zeit starker wird, deutet auf die Expressioresirekombinanten Proteins hin. Die aus der
Basensequenz der klonierten cDNA berechnete GréBePdoteins kann als erster Hinweis
auf dessen Expression hinweisen.

* vor und stundlich nach der Induktion entnimmt nden Expressionskultur eine
Probe von 1,5 ml

« Proben 5 min bei 5000 rpm zentrifugieren und Utaei verwerfen

* Pellet in 30Qul Laemmli-Puffer resuspendieren und 10 min auf Tefhitzen

- SDS-Gelelektrophorese (6.10.)
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6.9.4.Zellyse, Reinigung und Aufschlul3 der jnclusion bodies*

Bei der Expression eines Proteins werden haurfigysion bodies(ib) gebildet, welche zum
Grolteil aus Oligomeren des rekombinanten Proteestehen. Die Disulfidbriicken in den
Oligomeren werden durch Waschen mit dem AufschléBpuaufgebrochen, so dald das
Protein in Lésung gelangt.

* 4 h nach der Induktion wird die Bakteriensuspem&ioll-Tubes Uberfuhrt

« 20 min bei 5000 rpm zentrifugieren; Uberstand iahitsy abdekantieren

* Pellet in 70 ml Aufschlu3puffer pro g Pellet susgieren und im Ultraturax
homogenisieren

» pro ml AufschluBpuffer 0,3 mg Lysozym zugeben

* 30 min bei 37°C im Schuttelinkubator inkubieren

* 15 min bei 0°C inkubieren und im Ultraturax homioigesren

* Homogenisat in 250 ml-Tubes tberfihren; 30 minl®&00 rpm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* Pellet in 20 ml Waschpuffer pro g Pellet im Ulinatx resuspendieren

« 30 min bei 10000 rpm zentrifugieren; Uberstandweefen

» Waschvorgang zweimal wiederholen

* Pellet in 50 ml i.b.-Puffer aufnehmen und im Uitirax homogenisieren

 Uber Nacht bei Raumtemperatur riihren

» 30 min bei 10000 rpm zentrifugieren; evtl. entdiames Pellet verwerfen

« Uberstand (i.b.-Losung) bei 4°C lagern

Verwendete LOsungen :

AufschluR-Puffer : 100 mM Tris/[HCI  pH 8,5
5 mM Benzamidin
5 mM [3-Mercaptoethanol

Waschpuffer : 100 mM Tris/HCI  pH 8,5
5 mM Benzamidin
5 mM [3-Mercaptoethanol
1 M Harnstoff

i.b.-Puffer : 20 mM Tris/HCI pH 8,5
100 mM 3-Mercaptoethanol
8 M Harnstoff
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6.10. SDS-Gelelektrophoresg®H°°!

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese lassen sichiéingemische entsprechend der Grol3e der
Proteine auftrennen. Das Prinzip ist, wie bei détABGelelektrophorese, die Wanderung
geladener Molekile in einem elektrischen Feld.

Die zu untersuchende Probe wird vor der Elektropb®rmit Natriumdodecylsulfat (SDS)
versetzt. Zum einen wird so die Sekundar- und aestiiuktur der Proteine aufgebrochen, zum
anderen lagern sich die SDS-Molekile an die Amings@an. Die Proteine erhalten auf diese
Weise eine negative Ladung, die proportional imnetaren Masse ist. Die Auftrennung der
Proteine erfolgt somit ausschlie3lich nach ihred(&&;, wobei grof3e Molekile aufgrund der
Hinderung durch die Gelporen langsamer wanderhleilse.

Die Sichtbarmachung der Proteinbanden erfolgt egingerer Empfindlichkeit (ab Q)
durch Coomassie-Blue-Farbung und bei hoher Empéinkitit (ab 0,02 pg) durch
Silberfarbung. Die Grof3en der aufgespaltenen Rreteierden durch Vergleich mit einem
Proteinstandard, der Proteine  bekannter GroRe lenth&bestimmt. Eine
Konzentrationsbestimmung kann nur bei der Coomd&sie-Farbung erfolgen, da sich bei
der Silberfarbung die Silberionen nur an Asp-, Qlmd Cys-Reste anlagern und diese in
verschiedenen Proteinen in unterschiedlicher Anzatiiegen.

6.10.1. Durchfiihrung der SDS-Gelelektrophorese

Als Gelmatrix wird ein Polyacrylamid(PAA)-Gel mit ,N’-Methylenbisacrylamid als
Vernetzungsreagenz verwendet. Durch Variation derylamidkonzentration a3t sich die
PorengroRe des Gels festlegen. Die Polymerisates Acrylamids wird radikalisch mit
Ammoniunperoxid (APS) gestartet.

Vorschrift fiir ein 10%iges PAA-Gel :

* 6 ml Gelpuffer, 3ml Acrylamidlésung und eine Sgspéze APS mischen

» Gel-Lésung zwischen zwei durch Spacer getrenntemib einer Silikondichtung
versehenen Glasplatten giel3en

» Teflonkamm zur Taschenbildung einsetzen

» Polymerisation ca. 30 min

» Teflonkamm und Silikondichtung entfernen und @etine Elektrophoresekammer
einspannen

« Kammer mit Elektrodenpuffer befillen

* Proben in Geltaschen einpipettieren
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Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Sttérke von 40 mA durchgefuhrt, bis die
Bromphenolblau-Front die untere Gelkante erreiBlei. Coomassie-Blue-Farbung verwendet
man 8ul eines Molekulargewichtstandards (LMW-Marker), Bdberfarbung 2ul.

Verwendete LOsungen :

Gelpuffer : 1,5 M Tris/HCI pH 9,4
4 % (w/v) SDS
0,23 % (v/v) TEMED

Acrylamidlésung : 30 % (v/v) Acrylamid/FDpidest
0,9 % (v/v) N,N’-Methylenbisacrylamid/®pigest

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

LMW-Marker : Phosphorylase B 94.000 Da
Albumin 67.000 Da
Ovalbumin 43.000 Da
C-Anhydrase 30.000 Da
Trypsininhibitor 20.100 Da
a-Lactalbumin 14.400 Da
in

200pl AM Tris/HCI pH 7,3
250l 10%ige SDS-Lsg.
400l Glycerin (87%)

50 ul gesattigte BPB-L6sung
50 pl H2Opigest

50 ul B-Mercaptoethanol

6.10.2. Vorbereitung der Prober®”

Soll die Elektrophorese unter reduzierenden Bediggn durchgefiihrt werden, wird den
Proben Laemmli-Puffer zugegeben. Die Disulfidbrirckler Proteine werden dann durch das
enthaltene 3-Mercaptoethanol aufgebrochen und globuldre Preteimerden in ihre
Untereinheiten getrennt. Unter nichtreduzierendedilyungen wird dem Laemmli-Puffer
kein B-Mercaptoethanol zugesetzt.
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Zur Vorbereitung zur Elektrophorese werden die Brobn Verhéltnis 10:1 mit Laemmli-
Puffer gemischt und 10 min auf 100°C erhitzt (Danatung).

Verwendete LOsungen :

Laemmli-Puffer : 1,25 ml 1M Tris/HCI pH 6,8
3 ml 10%ige (w/v) SDS-Lésung
4,8 g Harnstoff
0,5 mIpB-Mercaptoethanol
0,5 ml 10%ige Bromphenolblau-Lsg.
— Mit H2Opjgestauf 10 ml auffillen

6.10.3. Coomassie-Blue-Féarbung

Coomassie Bludagert sich an denaturierte Proteine an und wchtlsar nach Auswaschen
von Uberschissigem Farbstoff. Zur Erhéhung der krdpéhkeit lalt sich zu der
Farbeldsung Natriumpikrat zusetzen.

* Gel in einer Coomassie-Blue-Losung ca. 30 mindiérb
» Gel solange in FD waschen, bis der Hintergrund entfarbt ist undBéiaden gut

sichtbar sind

Verwendete LOsungen :

Coomassie-Blue-Losung : 0,1% (v/v) Coomassie-Blueixmerlésung
0,1 M Natriumpikrat

6.10.4. Silberfarbung®®

Bei der Silberfarbung bilden Agonen Komplexe mit Asp-, Glu- und Cys-Resten der
Proteine. Durch Formaldehyd im alkalischen Millieird das Ag-lon der Komplexe zu
elementaren Silber, welches im Gel sichtbar wieduziert.
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» Gel 30 min in Fixierlésung schutteln

» Gel 10 min in HO waschen

* Gel 1 min in waRriger Lésung von Farmers Redudenbieren

* Gel bis zur vollstandigen Entfarbung in®waschen

* Gel 30 min in 0,1 %iger Silbernitrat-Losung inkeit&n

» Gel zweimal 1 min in KD waschen

* Gel in 2,5 %ige Natriumcarbonat-Losung geben

» 150l 35 %ige Formaldehydlésung zugeben

* bei gewlinschter Farbintensitat Farbung mit 10 ¢digsigsaure stoppen

Verwendete LOsungen :

Fixierldsung : 5:5:1 (v/viv) Ethanol/Wasser/Essigsau

Farmers Reducer : 16 g/l p&0O3 (b H,O
10 g/l Ks[Fe(CN)]

6.11. Sequenzierung

Das Sequenzblotting dient zum Nachweis bekanntetefPie sowie zur Aufklarung der
Aminosauresequenz unbekannter Proteine. Zunachdt die zu bestimmende Probe einer
SDS-Gelelektrophorese unterzogen, wobei Geltasohiehoher Aufnahmekapazitat gewahit
werden. Das PAA-Gel wird dann auf eine PVDF-Memlgahlottet und miCoomassie Blue
gefarbt. Die zu untersuchende Proteinbande wirdgemchnitten und kann sequenziert
werden.

6.11.1.Sequenzblotting!®®

» SDS-Gelelektrophorese der Proteinprobe
* 2 Blot-Filterpapiere fur 10 min in Blot-Puffer inkieren
* Blot-Membran fiir 10 min in Ethanol, dann fiir 10nnm Borat-Puffer inkubieren
* Blotsandwich blasenfrei zusammenlegen : 1. Filieigra

2. PAA-Gel

3. PVDF-Membran

4. Filterpapier
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* Blotsandwich mit PAA-Gel zur Kathode orientiertBiotapparatur legen

* bei 150 mA blotten; Dauer richtet sich nach Pragebl3e : 1 min pro kDa MW
» Membran mitCoomassie Bluéir 30 min farben

 Hintergrund der Membran mit Fixier-L6sung entfarbe

» zu sequenzierende Proteinbanden ausschneiden

- Mikrosequenzierung nach Edman (6.11.2.)

Verwendete LOsungen :

Blot-Puffer : 25 mM Tris/HCI pH 8,7
190 mM Gilycin
10% Ethanol

6.11.2.Mikrosequenzierung nach Edman'™

Fur die Mikrosequenzierung nach Edman gentigen@@aglProtein, um Sequenzen von 20
bis 30 Aminosauren des Proteins zu ermitteln. Dieseahl an Aminosauren reicht in der
Regel aus, um die Identitat eines Proteins zwdilgu ermitteln. Fir den automatisierten
Edman-Abbau sind Sequenziermaschinen entwickeltdevgr die die Proteine vom N-

Terminus sukzessive abbauen und die Aminosaurederimittels einer angeschlossenen
HPLC-Anlage identifizieren.

6.12. Proteinaufreiniqung durch Saulenchromatograple

Fur die Proteinaufreinigung existiert eine Reiheé Wethoden der Saulenchromatographie.
Die Trennung der Proteine beruht dabei auf Eigeafteh wie GrolRe, Ladung oder
Bindungsaffinitaten.

6.12.1.lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie wird bevorzugt ewsten Reinigung des ib;
Aufschlusses” verwendet, da ein - im Vergleich adexen Chromatographien - relativ grof3es
Probenvolumen eingesetzt werden kann.
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Bei diesem Verfahren wird ausgenutzt, daf? Protaemdgrund ihrer Nettoladung an eine

geladene Saulenmatrix binden. Je nach Starke deh&®kvirkungen, die von pH-Wert und

lonenstarke des Puffers und dem isoelektrischerktPdes Proteins abhéngen, kdnnen die
Proteine dann mit einem ansteigenden Salzgradietden pH-Gradienten eluiert werden. In

dieser Arbeit wurde als lonenaustauschmaterial DIS&pgharose, ein Anionenaustauscher,
eingesetzt.

» Saule mit DEAE-Puffer aquilibrieren

* 5 mlib-Aufschluf3 auftragen

» Saule mit DEAE-Puffer spulen, bis der Detektoredineare Grundlinie aufzeichnet

* mittels eines Gradientenmischers wird ein line&azgradient (DEAE-Puffer gegen
DEAE-Elutionspuffer) angelegt, in dessen Verlda$ Zielprotein eluiert wird

Verwendete LOsungen :

DEAE-Puffer : 50 mM Tris/HCI pH 8,5
4 M Harnstoff
40 mM 3-Mercaptoethanol

DEAE-Elutionspuffer : 50 mM Tris/HCI pH 8,5
4 M Harnstoff
40 mM 3-Mercaptoethanol
2 M NacCl

6.12.2.Gelfiltration

Bei der Gelfiltration wird eine Trennung der Progihach ihrer GroRRe erreicht. Die stationare
Phase der Saule besteht aus Kigelchen eines getarthydratisierten, quervernetzten
Polymers mit definierter Porengré3e wie Dextranardge oder Polyacrylamid.

Die Trennung beruht darauf, daf3 groRere Proteime SHule schneller durchlaufen als
kleinere, da kleinere Proteine in die Gelklgelchemeindiffundieren kénnen und somit
verzogert eluiert werden.

Fur die Durchfihrung wurde eine Sephacryl S-10058885 cm,[1=3 c¢cm, V=600 ml) mit
maximal 5 ml Probe beladen.

 Durchflu3geschwindigkeit auf 12 ml/h einstellen
* Eluat fraktioniert sammeln
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Verwendete LOsungen :

Gelfiltrationspuffer : 50 mM Tris/HCI pH 8,5
4 M Harnstoff
200 mM NacCl
40 mM 3-Mercaptoethanol

6.12.3.Affinitditschromatographie an der Ni-NTA-Saule

Voraussetzung fir den Einsatz dieser Chromatogeapthiist die Klonierung des zu
exprimierenden cDNA-Fragmentes in den pET-15b-Viekto

Dieser fiigt eine Sequenz von 20 Aminoséuren, dgersmnterHis-Tad"-Sequenz, an den
N-oder C-Terminus des rekombinanten Proteins ae. His-Tad’-Sequenz enthélt sechs
aufeinanderfolgende Histidin-Reste, die spezifismi zweistellige Metallionen binden.
AulRerdem enthalt sie eine Spaltsequenz, die voRa#ease Thrombin erkannt wird und die
Abspaltung der zusatzlichen Aminosauresequenz dithtig Bei der Ni-NTA-
Saulenchromatographie ist der vierzahnige chedaéisde Ligand NTA (nitrilo-tri-acetic
acid) an das Saulenmaterial gekoppelt. Das zwediyeei¥etallion nimmt mit dem NTA-
Liganden eine oktaedrische Konformation ein, wabeizwei freien Koordinationsstellen des
Metalls von den Histidin-Resten ddis-Tad -Sequenz besetzt werden kénnen.

Die Bindung deHis-Tad’-Sequenz an das Ni-NTA-Saulenmaterial erfolgt selezifisch, so
dal3 die Abtrennung des rekombinanten Proteins wonkdntaminierendeR. coliProteinen
einfach Uber Waschvorgange, die die spezifischeuBig des Zielproteins nicht beeinflussen,
erfolgen kann. Eluiert wird das Zielprotein schlief® mit einem Imidazolpuffer, wobei die
Imidazolmolekile die Histidinreste aus der Koordimasshpéare des Metallions verdrangen.

» Saule mit Puffer B aquilibrieren

» Saulenmaterial unter Schitteln mit 4ml ib-Aufséliber Nacht inkubieren
» Saule mit zehnfachem S&aulenvolumen Puffer B wasche

» Saule mit zehnfachem Saulenvolumen Puffer C wasche

* Zielprotein mit Elutionspuffer eluieren

* Eluat fraktioniert sammeln
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Verwendete LOsungen :

Puffer B : 10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,1 M NaHPO,
8 M Harnstoff
10 mM B-Mercaptoethanol

Puffer C : wie Puffer B pH 6,3
Elutionspuffer : wie Puffer C

0,5 M NacCl

0,5 M Imidazol

6.12.4 Affinitatschromatographie an Gelatin-Sepharose 48°°

Gelatin-Sepharose 4B wurde zur Aufreinigung vonrdilektin entwickelt. Das an die

Sepharose gekoppelte Gelatin bindet spezifisch ibroektin oder andere Proteine mit
Gelatin-Bindungsdomane. Auf diese Weise lassen sighRe Proteinmengen von

Verunreinigungen befreien. Mit Hilfe eines Harnfgohdienten (0-6 M) werden die zu

isolierenden Proteine eluiert. Voraussetzung ise eiorherige Naturierung der Proteine, da
diese nur in ihrer nativen Form an das Saulennazteimden. Die Affinitatschromatographie

an Gelatin-Sepharose gilt somit gleichzeitig alsivitatstest.

» Saulenmaterial unter Schitteln mit 5ml Proteinhigsiber Nacht inkubieren
» Saule mit 50 ml Tris-Puffer waschen

» Saule mit zehnfachem Saulenvolumen Puffer C wasche

* Zielprotein mit Harnstoffgradienten eluieren

* Eluat fraktioniert sammeln

Verwendete Losung :

Tris-Puffer : 50 mM Tris/HCI pH 7,0
0,5 M NacCl
0,01 % (w/v) NaN
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6.13.Faltungs- und Aktivitdtsexperimente

6.13.1.Faltung durch Dialyse

Diese Methode der Faltung beruht darauf, dal} destefPiésung stufenweise das
denaturierende Reagenz Harnstoff entzogen wirdeDabrden 10 ml ib-AufschluR-Lésung
in einen Dialyseschlauch geflllt und gegen ein gsof¥olumen eines nativen Puffers
dialysiert. Dem Puffer wird dabei schrittweise dearnstoff entzogen, so dal3 sich die
Proteine langsam zurtckfalten kénnen.

* 10 ml ib-Aufschluf3 in Dialyseschlauch fullen

* Dialyse bei jeder Harnstoffkonzentration 2h bet 4fegen 2 | Dialysepuffer
durchfiihren

- SDS-Gelelektrophorese (6.10.)

Verwendete LOsungen :

Dialysepuffer : 5 mM Tris/HCI pH 7,0

0,2 M NacCl
5 mM CaC}
100 mM ZnC}
0,005 % (w/v) NanN

1. 3 M Harnstoff

2. 2 M Harnstoff

3. 1 M Harnstoff

4. 0,5 M Arginin (%)

6.13.2. Faltung durch Verdinnung

Denaturierte Proteine besitzen die Fahigkeit, biehsehr geringer Konzentration selbstandig
in ihre native Konformation zuriickzufalten. Man gitazu 10 ml einer denaturierten Protein-
Lésung in 500 ml Faltungspuffer und inkubiert vierge bei 4°C. Als Katalysator der Faltung
dient ein Redox-System bestehend aus oxidiertentatBion (GSSG) und Dithiothreitol
(DTT). Dieses sogenanntaxido-shuffling-Systenermoglicht die Knipfung und auch das
Aufbrechen von Disulfidbindungen.
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Verwendete LOsungen :

Faltungspuffer : 50 mM Tris/HCI pH 7,5
0,2 M NacCl
0,1 mM ZnC}
5 mM CaC}
0,005 % (w/v) NaiN
100 mM Arginin
10 mM GSSG
3mMDTT

6.13.3. Faltung an Ni-NTA-Agarose

Bei dieser Methode wird das denaturierte Zielprominachst tiber didis-Tad’-Sequenz an
die Gelmatrix gebunden. Nach zwei Waschschrittemdere dem Puffer schrittweise die
denaturierenden Reagenzien Harnsf@fllercaptoethanol und Glycerin entzogen. Auf diese
Weise wird dem Protein die langsame Faltung anMigrix und die anschlie3ende Elution
ermoglicht.

» Saule mit Puffer B aquilibrieren

» Saulenmaterial unter Schitteln mit 4ml ib-Aufséhliber Nacht inkubieren
» Saule mit 200 ml Puffer B waschen

» Saule mit 200 ml Puffer C waschen

» Saule mit 150 ml Faltungspuffer | waschen

» Saule mit 150 ml Faltungspuffer Il waschen

» Saule mit 150 ml Faltungspuffer Ill waschen

» Saule mit 150 ml Faltungspuffer IV waschen
» Saule mit 150 ml Faltungspuffer V waschen

* Zielprotein mit Elutionspuffer | oder Il eluieren
* Eluat fraktioniert sammeln

- SDS-Gelelektrophorese (6.10.)
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Verwendete LOsungen :

Puffer B :

Puffer C :

Faltungspuffer | :

Faltungspuffer Il :

Faltungspuffer 11l :

Faltungspuffer IV :

10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,1 M NaHPO,

8 M Harnstoff

10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI pH 6,3
0,1 M NaHPO,

8 M Harnstoff

10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
20 % (w/v) Glycerin
8 M Harnstoff
10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
5 mM CaC}
10 uM ZnCl,
20 % (w/v) Glycerin
8 M Harnstoff
10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
5 mM CaC}
10 uM ZnCl,
20 % (w/v) Glycerin
10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
5 mM CaC}
10 uM ZnCl,
20 % (w/v) Glycerin
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Faltungspuffer V : 10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
5 mM CaC}
10 uM ZnCl,

Elutionspuffer | : 10 mM Tris/HCI pH 7,3
0,5 M NacCl
1 M Imidazol

Elutionspuffer Il : 0,1 M NaAc pH 4,5
0,1 M NacCl
5 mM CaC}
10 uM ZnCl,

6.13.4. Gelatin-Substratgel

Das Gelatin-Substratgel dient als Aktivitatsnactswéir Proteine die Gelatin spezifisch
spalten. Die Durchfihrung eines Gellaufes entspgatidtenteils der SDS-Gelelektrophorese.
Der Unterschied liegt in der Gelmatrix. Dem PAA-G&f das Substrat Gelatin zugesetzt.
Nach erfolgter Elektrophorese wird das Gel Uber Hflaa einem nativen Waschpuffer
inkubiert und anschlieend mit Coomassie-Blue fefdDabei sollte das gesamte Gel
aufgrund des Gelatins blau gefarbt sein und nurStigien, an denen das Gelatin gespalten
wurde, also die diskreten Proteinbanden, bleibdsida.

* 12 mg Gelatin in 7,5 ml Gelpuffer unter Aufkochésen und abkuhlen lassen

* 1,25 ml HO, 3,75 ml Acrylamidlésung (30 %) und eine SpalttepAPS zugeben
* Gel gielRen

* Proben mit Substratgel-Laemmli-Puffer mischen anfiGel auftragen

» Gelektrophorese bei 20 mA durchfihren

» Gel 2¢< 30 min mit 2,5 % (w/v) Triton X 100 in Substratg#laschpuffer waschen
» Gel Uber Nacht bei 37°C in Substratgel-Waschpuiffienbieren

» Gel 30 min in 0,5 %iger Coomassie-Blue-Losungédarb

» Gel solange in FD waschen, bis Banden sichtbar werden
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Verwendete LOsungen :

Substratgel-Laemmli-Puffer :

Substratgel-Waschpuffer :

Coomassie-Blue-Losung :

1,25 ml 1M Tris/HCI pkB6
3 ml 10%ige (w/v) SDS-L6sung
0,5 ml 10%ige Bromphenolblau-Lsg.
— Mit H2Opjgestauf 10 ml auffillen

20 mM Tris/HCI pH 7,5
10 mM CaC}
0,2 M NacCl
0,005 % Triton X 100

0,1% (v/v) Coomassie-Blueixnerlésung
0,1 M Natriumpikrat
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7. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die cDNAs der ewgp IV-Kollagenase-Doméanen aus
dem Fibronektin (FnColA, FnColB) und die cDNAs dewei Fragmente aus der
fibronektinahnlichen Doméne der Gelatinase A (FA@@eFnKat72) in Expressionsvektoren
kloniert. Fur die cDNA-Fragmente der Domanen FnCd#Gel72 und FnKat72 konnten
Expressionssysteme etabliert werden. Die einzeeméanen wurden aufgereinigt und fur
Naturierungsexperimente eingesetzt.

Die cDNA-Fragmente, kodierend fur die vier Domanearden dabei zuerst aus der Gesamt-
cDNA des Fibronektins bzw. der Gelatinase A mitle3R amplifiziert. Hierbei wurden die
Amplifikate an den Enden durgh-vitro-Mutagenesenit Start- und Stop-Codons sowie mit
Restriktionsstellen versehen.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden dufékKlonierungin den pCRMII-Vektor kloniert.
Zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung wurdeneiRestriktionsanalyse und eine DNA-
Sequenzierung durchgefihrt.

Die nach der Restriktion isolierten cDNA-Fragmentarden in die Expressionsvektoren
pET-11a, pET-12b und pET-15b einkloniert und minh d® entstandenen Plasmiden der
»high-copy“-E. coliStamm [JM83] transformiert. Nach erneuter Plassaliierung erfolgte
die Transformation deE. colrExpressionsstamme [HMS174(DE3)] und [BL21(DE3), s
dall insgesamt 16 potentielle Expressionssystemalt@amhwurden (siehe Tab.2). Die
korrekten Klonierungen wurden durch Restriktiondgsen bestatigt.

Doméne Vektor E. coli-Stamm Expression
FnColA pET-11la HMS174(DE3)
BL21(DE3)
pET-12b HMS174(DE3)
BL21(DE3)
pET-15b HMS174(DE3)
BL21(DE3) exprimiert
FnColB pET-11a HMS174(DE3)
BL21(DE3)
pET-12b HMS174(DE3)
BL21(DE3)
pET-15b HMS174(DE3)
BL21(DE3)
FnGel72 pPET-12b HMS174(DE3 exprimiert
BL21(DE3)
FnKat72 pPET-12b HMS174(DE3 exprimiert
BL21(DE3)

Tab.2 : Expressionssysteme
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Die Domanen FnColA, FnGel72 und FnKat72 wurden mof3gr Menge erfolgreich
exprimiert. Durch automatisierten Edman-Abbau kennt die korrekten
Aminosauresequenzen der Expressionsprodukte lggstatverden. Versuche zur
Proteinaufreinigung und Aktivierung wurden durchiget.

7.1. Klonierung der cDNA der Domanen FnColA, FnColBFnGel72 und FnKat72

7.1.1.PCR-Amplifizierung der cDNA-Fragmente

Zu Beginn der Arbeit standen die cDNA-Fragmente pB4%> aus Fibronektin und K-12f
aus der Gelatinase A zur Verfigung. Sie dientenAalsgangsmaterial um die cDNA der
gewinschten Gelatin-Bindungsdomanen mittels PC&nhzplifizieren.

Voraussetzung fir die gezielte Synthese der GelRitidungsdomanen war die Entwicklung
spezifischerOligonukleotidprimer lhre Sequenzen wurden so ausgewahlt, dal} diee-eing
fuhrten Start- und Stop-Codons die zu exprimieranBemanen eingrenzen. Abb.10 zeigt
die zu klonierenden Domanen wund die zu ihrer AngMifung verwendeten
Oligonukleotidprimer

AulRerdem wurden die PCR-Fragmente bei diesem SchititRestriktionsstellen auRerhalb
der proteincodierenden Bereiche versehen, die eigpatere Klonierung in
Expressionsvektoren ermdéglichen sollen.

Gelatin-
Fibrin bindende
Heparin Doméne DNA Zellen  Heparn Fibrin
N 2 Be | Fibronektn
FnA.F FnA.R
FnColA
FnA.F FnB.R
FnColB
Fibronektin- Hamopexin-
Signal- Pro-  katalytische ahnliche ahnliche
Peptid Peptid Domane Domane Zn2+ Domane
o ' W | Geltinase A
72!|:ib.F 72t<at.R
: FnKat72 :
72Fib.F 72Fib.R
FnGel72
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Abb.10 : Darstellung der klonierten cDNA-Fragreeund Positionen der verwendeten Primer

Fur die beiden Doméanen aus dem Fibronektin wurdé&devard-Primer FnA.F eingesetzt. Er
fugt eine Ndel-Schnittstelle mit einem Startcodon die amplifizierte cDNA ein. Die

verwendeten Reverse-Primer FnA.R bzw. FnB.R verflugber eine BamHI- bzw. Sall-
Schnittstelle sowie Uber ein Stopcodon.

FnA.F 5-T CCC TAT _CAT ATAEITGT GTC ACA GAC-3 25 bp
Ndel, Start mE56°C

FnA.R 5-TTC GAC GGA TCC TCAITGA GCT TG-Z 23 bp
BamHlI Stop mE58°C

FnB.R 5-GTC ATC GTC GAC TCAICTG ATC TCG-Z 24 bp
Sall Stop m¥58°C

Die fur die Varianten der fibronektinahnlichen Dare&er Gelatinase A kodierenden cDNAs
wurden unter Verwendung der Primer 72Fib.F, 72FibiiRl 72Kat.R amplifiziert. Der
Forward-Primer fligt wiederum eine Ndel-Schnittetelit Startcodon ein, die Reverse-Primer
eine Sall-Schnittstelle und ein Stopcodon.

72Fib.F : 5-A GGC CAA CAT ATGEICGT GTG AAG-3 22 bp
Ndel, Start mE52°C

72Fib.R : 5-CAC GAG GTC GAC TCAIGTA CcCC TT1G-3 24 bp
Sall Stop m¥b4°C

72Kat.R : 5-GTC GAC AGA _TTAICCC ATA GAG CTC CTG-328bp
Sall Stop mF68°C

Die Schnittstellen Ndel und BamHI bzw. Sall ermélgén das Klonieren der cDNA-
Fragmente in die Expressionsvektoren pET-11a, pAIthd pET-15b.

Fur die zu klonierenden cDNA-Fragmente konnte j&svdas gleiche PCR-Programm (vgl.
6.6.) zur erfolgreichen Amplifizierung eingesetzerden. Die Fragmente FnColA und
FnColB aus dem Fibronektin lieferten im Agarosedgjel zu erwartenen 900 bp und 630 bp
grof3e Banden (Abb.11 + Abb.12). Auch bei den Fragere FnGel72 und FnKat72 aus der
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Gelatinase A wurden die berechneten Banden vonbp28nd 675 bp erhalten (Abb.13 +
Abb.14).

Bahn: 1 2 3 4 5 6 7

4072
3054

2036
1636

1018 « 900 bp

506

200

Abb.11 : 1%iges Agarosegel zum Nachweis des PCHtRtes FnColA (EtBr gefarbt)
Bahn 1 : 1kb-Leiter
Bahn 2-7 : FnColA PCR-Amplifikat

Bahn : 1 2 3

Abb.12 : 1%iges Agarosegel zum Nachweis des PCHuRtes FNnColB (EtBr gefarbt)
Bahn 1+2 : FnColB PCR-Amplifikat
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Bahn 3 : 1kb-Leiter

Bahn: 1 2 3 Bahn: 1 2 3

5090 bp—— 4072 bp——
4072 bp—— 3054 bp—
3054 bp—— 2036 bp——
1636 bp——

2036 bp——
1636 bp— 1018 bp—

«— 675 bp

1018 bp—— 506 bp—
200 bp—

506 bp——

Abb.13 : 1%iges Agarosegel zum Nachweis Abb.14 : 1%iges Agarosegel zum Nadbwe
des PCR-Produktes FnGel72 (EtBr gefarbt) des PCR-Produktes FnKaitB( gefarbt)
Bahn 1 : 1kb-Leiter Bahn 1 bikeiter
Bahn 2+3 : FnGel72 PCR-Amplifikat Bahn 2+3 : FnKat72 PCR-Amplifikat

Durch die erfolgreich durchgefiihrten PolymerasetéteReaktionen standen nun die
entsprechenden PCR-Produkte in geniigender Menggidiilonierungen in den pCHiI-
Vektor zur Verfligung.

7.1.2.Klonierung der PCR-Produkte in den pCR™ 1I-Vektor

Die PCR-Produkte wurden mittels ,REPurification” (6.4.2.) aus den Agarosegelen isolie
und dann durch TA-Klonierung (6.7.) mit dem p®'R-Vektor ligiert. Mit den so erhaltenen
Plasmiden FnColA-pCR'll, FnColB-pCRMII, FnGel72-pCRYIl und FnKat72-pCR¥II
wurde der E. coli-Stamm [IN&F’] transformiert.

Uber den X-Gal-Test lieRen sich weilRe, potentieBifive Klone selektionieren. Von diesen
wurden (N-Kulturen kultiviert und eine Plasmidisoling nach ,QIAprep’-Spin®
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durchgefuhrt. Anschlieend wurde die isolierte RlasDNA einer Restriktion mit den
Enzymen unterzogen, mit deren Schnittstellen di&kf¥@odukte in der PCR ausgestattet
wurden.

Die Restriktionsansatze wurden zur Analyse der Sftamation im Agarosegel aufgetrennt
(Abb.15). Die Ansétze zeigten den linearisierteiRP8I-Vektor bei 3932 bp, die Fragmente
FnColA und FnColB (Bahn 2+3) bei 900 bp bzw. 630umg die Fragmente FnGel72 und
FnKat72 (Bahn 7+8) bei 522 bp bzw. 675 bp.

Bahn: 1 2 3 4 5 6 7 8

5090 bp——
4072 bp—
3054 bp—
2036 bp——
1636 bp—
1018 bp— « 900 bp )
675
— 630 bp > P
506 bp—— «— 522 bp
200 bp——

Abb.15 : 1%iges Agarosegel zur RestriktionsanatieseTransformation
(EtBr gefarbt)
Bahn 1+6 : 1kb-Leiter
Bahn 2 : FnColA-pCR'll, Ndel/BamHI geschnitten
Bahn 3 : FnColB-pC¥!I, Ndel/Sall geschnitten
Bahn 7 : FnGel72-pCRII, Ndel/Sall geschnitten
Bahn 8 : FnKat72-pCHII, Ndel/Sall geschnitten

Die erfolgreich durchgefilhrten Klonierungen der PRfRdukte in den pCHII-Vektor
gestatteten nun die Kontrolle der Basensequenzeikloeierten cDNA-Fragmente und die
Umklonierung in Expressionsvektoren.

7.1.3.DNA-Sequenzierung der klonierten PCR-Amplifikate
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Um die erhaltene Insert-DNA auf die korrekte Abfolger Basensequenz zu uberprifen,
wurde eine DNA-Sequenzierung der mit dem p¥IRVektor ligierten PCR-Produkte

durchgefuhrt. Die Insert-DNA konnte so auf evernteMutationen, Deletionen oder

Insertionen Uberprift werden. Nicht zuletzt sollthe erfolgreiche Einfuhrung der

Schnittstellen, Start- und Stopcodons bestatigterer

Die durchgefiihrten Sequenzierungen bewiesen dielkter Klonierung der DNA-Fragmente
in den pCRYI-Vektor mit den entsprechenden SchnittstellergriStund Stopcodons. Ein
Sequenzvergleich mit den bekannten Sequenzen tesnEktins sowie der Gelatinase A
ergab eine vollstandige Ubereinstimmung in alleae®a

7.1.4.Umklonieren der DNA-Fragmente in Expressionsvektora

Als Voraussetzung fir die Expression der GelaiimdBngsdomanen war es notwendig, die
entsprechenden cDNA-Fragmente in Expressionsvekiarezuklonieren.

Zu diesem Zweck wurden die fur die Domanen FnCobd &#nColB aus dem Fibronektin
codierenden Fragmente zum einen mit den Restrigiorymen Ndel/BamHI, zum anderen
mit Ndel/Sall aus dem pCRIl-Vektor geschnitten. Die isolierte ¢cDNA wurde amazur
Ligation mit dem Ndel/BamHlI linearisierten Vektdep-15b und den Ndel/Sall linearisierten
Vektoren pET-11a und pET-12b eingesetzt.

Mit den so erhaltenen Plasmiden erfolgte die Ti@msétion de<€. coliStammes [JM83], ein
»high copy“-Stamm, der eine groRe Anzahl an Plagmildereitstellt und so die Kontrolle der
Transformation erleichtert.

Die Plasmide wurden dann isoliert, gereinigt undrcbuRestriktionsanalyse mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen die erfolgrelchasformation nachgewiesen. Danach
erfolgte die Transformation der Expressionsstamiid$174(DE3)] und [BL21(DE3)] mit
den gewonnenen Plasmiden.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Transformationrdan aus den erhaltenen Klonen die
Plasmide isoliert, diese einer Restriktion mit denzymen Ndel und BamHI bzw. Sall

unterzogen und eine Agarosegelelektrophorese darikRensansatze durchgefihrt.

Die Abbildungen 16a bzw. 16b und 17 beweisen dielgreiche Klonierung der Fragmente
FnColA und FnColB in die Expressionssysteme.

68



Ergebnisse

Abb. 16a zeigt das Plasmid FnColA-pET-12b nach rikisin mit den Enzymen Ndel und
Sall. Man erhielt wie erwartet zwei DNA-Banden: démearisierten Vektor pET-12b bei
4673 bp und das Fragment FnColA bei 900 bp.

In Abb. 16b sind die Restriktionsansatze der PldeninColA-pET-11a und FnColA-pET-
15b nach der Restriktion mit den Enzymen Ndel ualll &zw. BamHI zu sehen. Bahn 1 und
2 zeigt den linearisierten pET-11a-Vektor bei 58p7 Bahn 3 und 4 den linearisierten pET-
15b-Vektor bei 5708 bp. Alle Bahnen enthalten daSdtA-Fragment bei 900 bp.

Bahn: 1 2 3 4 5 6 7

PR T AR——
TR R I

5090
4072
3054

2036
1636

1018

506

200

Abb.16a : 1%iges Agarosegel zur RestriktionsanalgseFnColA-pET-12b
(EtBr gefarbt)
Bahn 1 : 1kb-Leiter
Bahn 2-4 : FnColA-pET-12b[HMS174(DE3)], Ndel/Bgéschnitten
Bahn 5-7 : FnColA-pET-12b[BL21(DE3)], Ndel/Sgkschnitten
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Bahn: 1 2 3 4 5

900 bp_, [P

Abb.16b : 1%iges Agarosegel zur RestriktionsanalyseFnColA-pET-11a und FNColA-pET-15b

(EtBr gefarbt)

Bahn 1 : FnColA-pET-11a[HMS174(DE3j[el/Sall geschnitten
Bahn 2 : FnColA-pET-11a[BL21(DE3)]d#l/Sall geschnitten

Bahn 3 : FNColA-pET-15b[HMS174(DEJ)|del/BamHI geschnitten
Bahn 4 : FnColA-pET-15b[BL21(DE3)]dBl/BamHI geschnitten

Bahn 5 : 1kb-Leiter

Abb.17 weist die korrekte Restriktion der DomaneCbiB aus den Vektoren pET-11la,
pPET-12b und pET-15b nach. In den Bahnen 2-7 istrdi€olB-Bande bei 630 bp zu sehen.
Bahn 2 und 3 zeigt den linearisierten Vektor pE&-1di 5677 bp, Bahn 4 und 5 den
linearisierten Vektor pET-12b bei 4673 bp und Bahrund 7 den linearisierten Vektor

pET-15b bei 5708 bp.

5090
4072
3054

2036
1636

1018

506

200

Bahn: 1 2 3 4 5 6 7

bp—
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Abb.17 : 1%iges Agarosegel zur RestriktionsanalyseFnColB-pET-11a,
FnColB-pET-12b und FnColB-pET-15b (EtBr gefarbt)
Bahn 1 : 1kb-Leiter
Bahn 2 : FnColB-pET-11a[HMS174(DE3)], Ndel/Sadisghnitten
Bahn 3 : FnColB-pET-11a[BL21(DE3)], Ndel/Sall ghsitten
Bahn 4 : FnColB-pET-12b[HMS174(DE3)], Ndel/Sadisghnitten
Bahn 5 : FnColB-pET-12b[BL21(DE3)], Ndel/Sall gbsitten
Bahn 6 : FnColB-pET-15b[HMS174(DE3)], Ndel/Bamgischnitten
Bahn 7 : FnColB-pET-15b[BL21(DE3)], Ndel/BamHIsphnitten

Die cDNA-Fragmente FnGel72 und FnKat72 aus der i®alse A wurden ebenfalls mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel und Sall aus dem'PiGRektor geschnitten, isoliert und

zur Ligation mit dem Ndel/Sall-linearisierten VekftET-12b eingesetzt.

Nach erfolgreicher Transformation des ,high copy&8mes [JM83] wurden die Plasmide
isoliert, gereinigt und mit ihnen die Expressioéssine [HMS174(DE3)] und [BL21(DES3)]

transformiert.

Das Agarosegel der Restriktionsanalyse in Abb.ligtzéie erfolgreiche Klonierung der

Doméanen FnGel72 und FnKat72 :

Bahn: 1 2 3 4 5 6 7 8

«— 675 bp
«— 522 bp

Abb.18 : 1%iges Agarosegel zur RestriktionsanalyseFnGel72-pET-12b und FnKat72-pET-12b
(EtBr gefarbt)
Bahn 1+6 : 1kb-Leiter
Bahn 2 : FnGel72-pET-12b[HMS174(DE®el/Sall geschnitten
Bahn 3 : FnGel72-pET-12b[BL21(DE3del/Sall geschnitten
Bahn 4+5 : frei
Bahn 7 : FnKat72-pET-12b[HMS174(DE3fel/Sall geschnitten
Bahn 8 : FnKat72-pET-12b[BL21(DE3)], &5all geschnitten
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In den Bahnen 2,3,7 und 8 ist der linearisierte t¥'ebET-12b bei 4673 bp zu sehen. Die
erwartete Bande der FnGel72-Domane liegt bei 52gBajin 2+3), die Banden der Domane
FnKat72 bei 675 bp (Bahn7+8).

Aus den Klonierungsexperimenten wurden die in Talg@€zeigten 16 potentiellen
Expressionssysteme erhalten. Die Expressionsvezsdeh einzelnen Domanen sind in den
folgenden Kapiteln beschrieben.

7.2. Expression der Typ IV-Kollagenase FnColA

7.2.1. Testexpression des FnColA-Proteins

Fur das FnColA-Protein wurden folgende sechs Esprassysteme erhalten :

FnColA-pET-11a [HMS174(DE3)] FnColA-pET-11a [BL21(BE
FnColA-pET-12b [HMS174(DE3)] FnColA-pET-12b [BL21(I3H
FnColA-pET-15b [HMS174(DE3)] FnColA-pET-15b [BL21(I3H

Diese Expressionssysteme wurden zunachst in kleMaftstab auf die korrekte Expression
des rekombinanten Proteins Uberprift. Zu diesem ckweurde eine Kultur mit dem
entsprechenden Klon angeimpft und nach Erreichéimajer Zelldichte die Expression mit
IPTG gestartet. Es wurden Proben vor der Induktind in stiindlichen Abstdnden nach der
Induktion entnommen und mittels SDS-Gelelektropkeranalysiert.

Das Expressionssystem FnColA-pET-15b [BL21(DE3)yjteebereits nach einer Stunde eine
deutliche Uberexpression des gewiinschten Profdach ca. drei Stunden war das Maximum
der Expression erreicht (Abb.19). Alle anderen &y&t erwiesen sich als nicht geeignet, da
keine signifikante Expression nachgewiesen werademte.
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Bahn : 1 2 3 4 56 7

94,0 kDa —
67,0 kDa —

43,0 kDa —

«— 35 kDa
30,0 kba —

20,1kDa — |

14.4kDa— |

AbDb.19 : PAA-Gel zur Expressionskontrolles deColA-Proteins (Coomassie-Farbung)
Bahn1: LMW-Marker
Bahn 2 : Bakerienkultur vor der Induktio
Bahn 3-7 : Bakterienkultép, 1, 2, 3, und 4 h nach der Induktion

Dur die Expressionskontrolle wurden die aus demr&sgonsansatz entnommenen Proben
5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert, das entstanékmtlet in 300 ul Laemmli-Puffer
aufgenommen und zur Analyse auf das PAA-Gel audgetr (Abb.19).

Das PAA-Gel der Expressionskontrolle zeigt einetlizhe Bande des exprimierten Proteins
bei dem berechneten Molekulargewicht von ca. 35.Kiech drei bis vier Stunden erreicht
diese Bande ein Intensitdtsmaximum.

Das Expressionssystem FnColA-pET-15b [BL21(DE3)ies sich also als sehr ergiebig und
wurde nachfolgend fur die Grol3expression eingesetzt

7.2.2.1dentitatsnachweis von FnColA durch N-terminale Segenzierung

Fur den Identitatsnachweis des exprimierten 35 RBseins wurde eine Probe von ca. B0
aus der FnColA-Testexpression zunachst mittels &BBlektrophorese aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran geblottet. Diese wurde mit CommaBlue gefarbt, die entsprechende
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Bande des zu sequenzierenden Proteins ausgeschnitid der N-Terminus durch
automatisierten Edman-Abbau ansequenziert.

Es wurde folgende N-terminale Aminosauresequenddgr35 kDa-Protein bestimmt :

His-Tag — — FnColA

HoN-M-G-S-S-H-H-H-H-H-H-S-S-G-L-V-P-R-G-$1{-C-V-T-D-(S)-G-

6 x His Thrombinschnittstelle

Diese Sequenz identifizierte zum einen das exprimi85 kDa-Protein als die Typ IV-
Kollagenase FnColA. Zum anderen wurde nachgewieg®® die His-TdgSequenz korrekt
an den N-Terminus des Proteins angehangt wurdermifiestand nun also ein
Expressionssystem fur die Produktion der Typ IViKgénase FnColA zur Verfligung.

7.2.3. GroRRexpression des FnColA-Proteins

Nach der erfolgreich durchgefuihrten Testexpressiod Identifizierung des rekombinanten
Proteins wurde die FnColA-Domane zur Isolierung Rgr@r Mengen in GrofRkulturen
exprimiert.

Zur Durchfithrung der GroRexpression (6.9.) wurdemimal 750 ml LB™-Medium mit
dem Klon des Expressionssystems FnColA-pET-15b BDE3)] angeimpft und bis zum
Erreichen optimaler Zelldichte kultiviert. Die Prddion des rekombinanten Proteins wurde
durch Zugabe von IPTG induziert. Nach vier Stundearde die Expression durch
Abzentrifugieren der Zellkultur beendet. Auch hiezeigte das PAA-Gel der
Expressionskontrolle eine deutliche Uberexpresd@m35 kDa-Proteins an.

Die Isolierung des Proteins erfolgt Gber Zellysed wten anschlieRenden Aufschluf3 der
»inclusion bodies(7.6.).

7.3.Expressionsversuche der Typ 1V-Kollagenase FnColB
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Fur die Doméane FnColB wurden ebenfalls sechs veadehe Expressionssysteme erhalten :

FnColB-pET-11a [HMS174(DE3)] FnColB-pET-11a [BL21(BE
FnColB-pET-12b [HMS174(DE3)] FnColB-pET-12b [BL21(Bg
FnColB-pET-15b [HMS174(DE3)] FnColB-pET-15b [BL21(Bg

Nach erfolgreicher Klonierung und Sequenzierungfdedie FnColB-Doméne kodierenden
cDNA wurden die erhaltenen Expressionssysteme stekpressionen auf die Produktion des
gewinschten Proteins Uberpruft.

Die Typ IV-Kollagenase FnColB konnte jedoch in leimder sechs Systeme als exprimiertes
Protein nachgewiesen werden, obwohl laut cDNA-Segjeeung die fur die FnColB-Domane
kodierende cDNA in vollstéandiger und korrekter Fororlag. Dies galt insbesondere fir die
Start- und Stopcodons, welche eindeutig vorhandarenv und weder Mutationen noch
Deletionen aufwiesen.

7.4. Expression der fibronektindhnlichen Doméane Fn€l72

7.4.1.Testexpression des FnGel72-Proteins

Fur die fibronektinahnliche Doméane der Gelatinaseisxden zwei potentielle Expressions-
systeme erhalten :

FnGel72-pET-12b [HMS174(DE3)] FnGel72-pET-12b [BLRE3)]

Die beiden Expressionssysteme wurden zunachst stedgressionen auf die korrekte
Expression des rekombinanten Proteins Uberprift.d&asem Zweck wurden wiederum
Proben vor der Induktion und in stindlichen Absgimaach der Induktion entnommen und
mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert.

Das Expressionssystem FnGel72-pET-12b [HMS174(DE8)jte bereits nach einer halben
Stunde eine deutliche Uberexpression eines 19 kD&iRs. Nach vier Stunden war das
Maximum der Expression erreicht (Abb.20). Das zaveB8ystem erwies sich als nicht
geeignet, da keine signifikante Expression deseift®nachgewiesen werden konnte.
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94,0 kDa—

67,0 kDa—

43,0 kDa—

30,0 kDa—

20,1 kDa— «— 19 kDa

14,4 kDa——

AbDb.20 : PAA-Gel zur Expressionskontrolles denGel72-Proteins (Coomassie-Féarbung)
Bahn1: LMW-Marker
Bahn 2 : Bakerienkultur vor der Induktio
Bahn 3-7 : Bakterienkulté@®, 1, 2, 3, und 4 h nach der Induktion

Die aus dem Expressionsansatz entnommenen Kulhepravurden abzentrifugiert, das
entstanden Pellet in 3Q0 Laemmli-Puffer aufgenommen und zur Analyse aid BAA-Gel
aufgetragen (Abb.20).

Das PAA-Gel der Expressionskontrolle zeigt einetlizhe Bande des exprimierten Proteins
bei dem berechneten Molekulargewicht von ca. 19.Kiech drei bis vier Stunden erreicht
diese Bande ein Intensitdtsmaximum.

Das Expressionssystem FnGel72-pET-12b [HMS174(DE&j}]es sich also als sehr tauglich
und wurde nachfolgend fir die Grol3expression egtges

7.4.2 ldentitatsnachweis von FnGel72 durch N-termiale Sequenzierung

Zur Identifizierung des exprimierten 19 kDa-Progewurde eine Probe von ca. fl0aus der

FnGel72-Testexpression zunachst mittels SDS-Gedtlelgthorese aufgetrennt und auf eine
76



Ergebnisse

PVDF-Membran geblottet. Diese wurde mit CoomasdigeeBgefarbt, die entsprechende
Bande des zu sequenzierenden Proteins ausgeschnitid der N-Terminus durch
automatisierten Edman-Abbau ansequenziert.

Es wurde folgende N-terminale Aminosauresequenddgrl9 kDa-Protein bestimmt :

HoN-M-R-V-K-Y-G-N-A-

Diese Sequenz identifizierte das exprimierte 19 -Katein eindeutig als die
fibronektinahnliche Domane der Gelatinase A. Hi¢rsteind nun also ein Expressionssystem
fur die Produktion des FnGel72-Proteins zur Verfigu

7.4.3. GroRRexpression des FnGel72-Proteins

Nach der erfolgreich durchgefuihrten Testexpressiod Identifizierung des rekombinanten
Proteins wurde die FnGel72-Domane zur IsolierungRgrer Mengen in Grol3kulturen
exprimiert.

Zur Durchfuhrung der GroRexpression (6.9.) wurdeie, unter 7.2.3 beschrieben, zweimal
750 ml LB*™-Medium mit dem Klon des Expressionssystems FnGpHP-12b
[HMS174(DE3)] angeimpft und bis zum Erreichen ogtien Zelldichte kultiviert. Die
Produktion des rekombinanten Proteins wurde dunafpaBe von IPTG induziert. Nach vier
Stunden wurde die Expression durch Abzentrifugieden Zellkultur beendet. Auch hier
zeigte das PAA-Gel der Expressionskontrolle einatlitdie Uberexpression des 19 kDa-
Proteins an.

Die Isolierung des Proteins erfolgte ebenfalls tbeltyse und den Aufschluf3 deinglusion
bodies (7.6.).

7.5. Expression der fibronektindhnlichen Domane mikatalytischem Zentrum FnKat72
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7.5.1. Testexpression des FnKat72-Proteins

Fur die fibronektindhnliche Doméne der Gelatinasalid zusatzlich die Metallbindungstelle
des katalytischen Zentrums enthélt, wurden ebenfaNei potentielle Expressionssysteme
erhalten :

FnKat72-pET-12b [HMS174(DE3)] FnKat72-pET-12b [BLDE3)]

Die beiden Expressionssysteme wurden zunachst emeth Malistab auf die korrekte
Expression des rekombinanten Proteins Uberprift.d&asem Zweck wurden wiederum
Kulturen mit den entsprechenden Klonen angeimpdt mach Erreichen optimaler Zelldichte
die Expressionen mit IPTG induziert. Es wurden Brotor der Induktion und in stiindlichen
Abstanden nach der Induktion entnommen und mi8BIS-Gelelektrophorese analysiert.

Wie beim FnGel72-Protein stellte sich auch hier lBagressionssystem des Vektors pET-12b
mit demE. colrStamm [HMS174(DE3)] als das produktivste heraugs&s zeigte nach ca.
zwei Stunden eine deutliche Uberexpression einek34Proteins. Nach vier Stunden war
das Maximum der Expression erreicht (Abb.21). Dagite System erwies sich als nicht
produktiv, da keine sichtbare Expression des Rrsteeobachtet wurde.

Bahn: 1 2 3 4 56 7

94,0 kDa—— —

67,0 kDa—— -

43,0 kDa—— —

30,0 kDa—— —

1" - saron
20,1 kDa——
b
14,4 kDa—— -

Abb.21 : PAA-Gel zur Expressionskontrales FnKat72-Proteins (Coomassie-Farbung)
Bahn1: LMW-Marker
Bahn 2: Bakerienkultur vor der Induktio
Bahn 3-7 : Bakterienkult@, 1, 2, 3, und 4 h nach der Induktion
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Aus den Expressionskulturen wurden wiederum Probetmommen und in einer SDS-
Gelelektrophorese untersucht (Abb.21).

Das PAA-Gel der Expressionskontrolle zeigte in B&hmach zweistiindiger Expression,
erstmals eine deutliche Bande des exprimierten ef®t bei dem berechneten
Molekulargewicht von ca. 24 kDa. Nach vier Stunderreichte diese Bande ein
Intensitatsmaximum (Bahn 7).

Das Expressionssystem FnKat72-pET-12b [HMS174(DE®)lte sich also auch als sehr
produktiv heraus und wurde nachfolgend fir die @xpleession eingesetzt.

7.5.2 ldentitatsnachweis von FnKat72 durch N-termiale Sequenzierung

Zur Sequenzierung des exprimierten 24 kDa-Proteunsle eine Probe von ca. fiDaus der
FnKat72-Testexpression zunéchst mittels SDS-Gdlelpkorese aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Diese wurde mit CoomasdigeeBgefarbt, die entsprechende
Bande des zu sequenzierenden Proteins ausgeschnitid der N-Terminus durch
automatisierten Edman-Abbau bestimmit.

Es wurde folgende N-terminale Aminosauresequenddgr24 kDa-Protein bestimmt :

HoN-M-R-V-K-Y-G-N-A-

Diese Sequenz identifizierte das exprimierte 24 -Katein als FnKat72-Domane der
Gelatinase A. Hiermit stand nun ebenfalls ein pkbees Expressionssystem fir die Synthese
des FnKat72-Proteins zur Verfigung.
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7.5.3. GroRRexpression des FnColA-Proteins

Nach der erfolgreich durchgefuihrten Testexpressiod Identifizierung des rekombinanten
Proteins wurde die FnColA-Domane zur Isolierung Rgr@r Mengen in GrofRkulturen
exprimiert.

Die GroRRexpression wurde wie unter 6.9. beschriepgh zweimal 750 ml Kultur

durchgefuhrt und mit dem Klon des ExpressionssysteEnKat72-pET-12b [HMS174(DE3)]
angeimpft. Vier Stunden nach der Induktion mit IP™a&rde die Expression durch
Abzentrifugieren der Zellkultur abgebrochen.

Die Isolierung des Proteins erfolgt zunachst tbalyge und den abschlieRenden Aufschlul
der ,inclusion bodies(7.6.).

7.6. Zellyse und Aufschluf3 der jhclusion bodies'

Die gewahlten Expressionssysteme bedingen die Esiore der Proteine ininclusion
bodies (ib) gebildet, welche zum Grof3teil aus Oligomerdes rekombinanten Proteins
bestehen. Beim sogenannten ib-Aufschlu3 (6.9.4.)deve die Disulfidbriicken in den
Oligomeren durch Waschen mit einem AufschluRBpudigigebrochen, so dal3 das Protein in
Losung gelangt. Ein Vorteil deinclusion bodiesist die grof3e Ausbeute an rekombinantem
Protein. Der ib-Aufscluld erfordert atlergs denaturierende Bedingungen.

Die rekombinanten Proteine FnColA, FnGel72 und RiiRavurden mittels ib-Aufschlul aus
den Expressionskulturen isoliert. Abb.22 zeigt dado der im PAA-Gel aufgetrennten
Proben. In den Bahnen 4, 7 und 10 sind die iselelfroteine bei 35 kDa, 19 kDa und 24 kDa
zu sehen.
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Bahn :

94,0 kba —

67,0 kDa —

43,0 kba ——

S

30,0 kba —

20,1 kba —

14,4 kDa ——

il

—

1

m

Abb.22 : PAA-Gel zur Kontrolle der ib-Aufschlisg&oomassie-Farbung)

Bahnl : LMW-Mar

Bahn 2+3 : Bakerielier FnColA-pET-15b [BL21(DE3)] vor und nach de&duktion
Bahn4 : ib-Acifdu FnColA

Bahn 5+6 : Bakerielilir FnGel72-pET-12b [HMS174(DE3)] vor und nach teluktion
Bahn7 : ib-Acifdul FnGel72

Bahn 8+9 : Bakerieliler FnKat72-pET-12b [HMS174(DE3)] vor und nachr tleduktion
Bahn 10 : ib-Aufu? FnKat72

Zur Kontrolle wurden in den Bahnen 2+3, 5+6 und &r6ben der Expressionskulturen vor
und nach der Induktion mit auf das Gel aufgetradaie. Proteine FnColA, FnGel72 und
FnKat72 standen somit in grol3en Mengen fir wekerarbeitungsschritte zur Verfigung.

7.7.Aufreinigung der Typ IV-Kollagenase FnColA

7.7.1.Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose

Zur ersten Aufreinigung des FnColA-Proteins wurdee eAffinitatschromatographie an Ni-
NTA-Agarose (6.12.3) mit dem aus der GroRRexpressiaaltenen ib-Aufschluf
durchgefuhrt. Diese Methode bietet den Vorteil, dgBie Mengen an Protein gereinigt
werden konnen. Hierzu wurde zunachst die Protesuhd Uber Nacht mit der Ni-NTA-
Agarose unter Schiitteln inkubiert. Das rekombind&tein mit deHis-Tad®-Sequenz wird
so an das Saulenmaterial gebunden. AnschlieRendewdas Saulenmaterial mit einem
basischen Puffer B (Abb.23, Bahn 2) und einem saBrdfer C (Abb.23, Bahn 3) gewaschen
um nicht gebundene Verunreinigungen zu entfernan.Efution des FnColA-Proteins wurde
dann ein linearer Imidazol-Gradient von 0-1,0 Mealegt (Abb.23, Bahnen 4-14).
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Bahn : 12 3 456 78 91011121314

94,0 kDa——
67,0 kbDa— ‘ ;
.

43,0 kDa—

300kba— | =
20,1 kDa——
144kDa— | =

Abb.23 : PAA-Gel zur Ni-NTA-Affinitatschromagpaphie des FnColA-Proteins
(Silbernitrat-Farbung)

Bahn 1 . LMW-Mark
Bahn 2 . Puffer B-Wasckfian
Bahn 3 : Puffer C-Waschfien

Bahn 4-14 : Elution mit linearémidazol-Gradienten (0-1 M)

In der ersten Waschfraktion (Bahn 2) wird der Gedl¥er E. col-Proteinverunreinigungen
eluiert. Bei der zweiten, Puffer C-Waschfraktionafl® 3) sind dagegen nur noch sehr
schwache Banden von Verunreinigungen zu erkennen.

Die folgenden Bahnen zeigen die Elutionsfraktiodes Imidazol-Gradienten. Bahn 10 und
11 zeigt die Elution des 35 kDa grof3en FnColA-Rnstab einer Imidazol-Konzentration von
etwa 0,65 M. Das rekombinante Protein wird allegdinicht sauber erhalten.

Die Affinitditschromatographie bietet also eine Méigkeit zur Vorreinigung des FnColA-
Proteins. Eine vollstandige Aufreinigung ist jedogbht moglich. Zu diesem Zweck wurden
die Elutionsfraktionen (Bahnen 10 und 11) vereinigtl einer Gelfiltration unterworfen.

7.7.2. Gelfiltration an einer Sephacryl S-100-Saule

Die Methode der Gelfiltration stellt ein effektivegrfahren zur Proteinaufreinigung dar. Zum
einen ist der Proteinverlust gering und zum andes¢éndurch die Wahl der optimalen
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Saulenmaterialien, welche sich aus den Molekulaigegen der zu trennenden Proteine
ergeben, eine einfache Trennung der Proteine maeh&roRe moglich.

Es wurde eine Gelfiltration an einer Sephacryl 8-$dule unter Verwendung eines
denaturierenden Puffers (4 M Harnstoff, 40 fBNIE) durchgefihrt (6.12.2.).

Abb.24 zeigt das PAA-Gel der eluierten Fraktionaa der Gelfiltration des FnColA-Proteins,
welches an der Ni-NTA-Saule vorgereinigt wurde.

Bahn : 1 2 3

94,0 kDa —

67,0 kDa—

43,0 kDa——

30,0 kba——

20,1 kDa——

14,4 kDa ——

Abb.24 : PAA-Gel zur Gelfiltration des FnColA-Prote (Silbernitrat-Farbung)
Bahnl : LMW-Marker
Bahn 2+3 : FnColA-Eluate

In Abb.24 (Bahn 2 und 3) sind die FnColA-Eluate 8&ikDa zu erkennen. Es ist deutlich zu
sehen, dal3 die hohermolekularen Verunreinigunggaetegmnt werden konnten. Lediglich bei
13 kDa ist noch eine sehr schwache Bande zu erkenne

Das Protein FnColA konnte demnach in relativ reiRerm gewonnen werden und stand
somit fur weitere Faltungsexperimente zur Verfligung

7.8. Aufreinigung des FnKat72-Proteins

7.8.1.lonenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose
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Fur die erste Aufreinigung von rekombinanten PragiausE. coli ib-Aufschliissen ist eine
lonenaustauschchromatographie die Methode der Wabie Kapazitat dieser
Chromatographie ist relativ grof3 und hangt nur denaufgetragenen Proteinmenge und nicht
vom Probenvolumen ab.

Fir das rekombinante FnKat72-Protein wurde als eéséwiaterial der Anionenaustauscher
DEAE-Sepharose ausgewahlt. Abb.25 zeigt die ekneRraktionen, die das zu reinigende
Protein enthalten (Bahnen 2 und 3).

Bahn : 1 2 3

94,0 kDa—

67,0 kDa—

43,0 kDa——

30,0 kba——

20,1 kba——

14,4 kDa——

Abb.25 : PAA-Gel zur DEAE-Saule des FnKat72-Pragdi@ilbernitrat-Farbung)
Bahn1l : LMW-Marker
Bahn 2+3 : FnKat72-Eluate

In Abb.25 ist deutlich zu erkennen, dal} das Fnk&iein (24 kDa) nicht vollstandig von
den Verunreinigungen abgetrennt werden konnte. EfiKa&urde zwar an das Saulenmaterial
gebunden, eluierte jedoch mit mehreren Proteineterschiedlicher Grof3e gleichzeitig.
Trotzdem ist ein geringfligiger Reinigungseffekt eait worden. Die Methode der
lonenaustauschchromatographie an der DEAE-Sephkeavsedeshalb zur Vorreinigung des
FnKat72-Proteins eingesetzt werden. Zur vollstéemigufreinigung sind jedoch noch andere
Verfahren zu wéhlen.

In diesem Fall wurde eine Gelfiltration an einep&acryl S-100-Saule durchgefihrt.
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7.8.2. Gelfiltration an einer Sephacryl S-100-Saule

Es wurde eine Gelfiltration an einer Sephacryl 8-$dule unter Verwendung eines
denaturierenden Puffers (4 M Harnstoff, 40 BNIE) durchgefihrt (6.12.2.).

Abb.26 zeigt das PAA-Gel der eluierten Fraktion@n78 aus der Gelfiltration des FnKat72-
Proteins, welches an der DEAE-S&ule vorgereinigtieu

Bahn : 1 2 3 45 6 7 8 9

94,0 kba—

67,0 kbDa—

43,0 kDa—

300kDa—— W

20,1 kba——

144kDa—

Abb.26 : PAA-Gel zur Gelfiltration deslkat72-Proteins (Silbernitrat-Farbung)
Bahn1 : LMW-Marker
Bahn 2-9 : Gelfiltrationsfraktionen 78-7

Die Bahnen 2-9 in Abb.26 zeigen die Fraktionen 81dér Gelfiltration. In den Fraktionen

72-78 konnte das FnKat72-Protein (24 kDa) in aldsminer Form gewonnen werden. Die
nach der lonenaustauschchromatographie an der [EeflBarose verbliebenen

Verunreinigungen konnten an der Sephacryl S-100eS&nlistandig abgetrennt werden.

Die Fraktionen 72-78 wurden vereinigt. Somit stalad Protein FnKat72 in ausreichender
Menge fur Faltungsexperimente zur Verfigung.
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7.9. Faltungsexperimente

7.9.1. Faltung im Verdinnungsansatz

Um die Naturierung der exprimierten Proteine FNnCdtAGel72 und FnKat72 zu erreichen,
wurden von ihnen Verdinnunganséatze gemacht. Diesthdde (6.13.2.) beruht darauf, dai3
sich die Proteine bei sehr geringer Konzentratielbstdndig in die native Konformation

zurickfalten. Katalytisches Reagenz ist oxidier@sitathion (GSSG) und Dithiothreitol

(DTT). Dieses Redox-Systenoxido-shuffling-Systelmermdglicht sowohl das Knipfen als
auch das Aufbrechen von Disulfidbindungen. Zu dieséveck wurden jeweils 10 ml der

aufgereinigten Proben der Proteine FnColA und FaKaind des FnGel72-ib-Aufschlusses in
0,5 | Faltungspuffer gegeben und dieser Ansatz vier Tage bei 4°C stehengelassen.
Anschlieend wurde die Losung in einer UF-Kammef ea. 10 ml eingeengt und

Aktivitatstests durchgefuhrt.

Die erste Uberpriifung der Aktivitat erfolgte in ein Gelatin-Substratgel (6.13.4). Keines der
drei Proteine war jedoch in der Lage Gelatin zultepa Es wurden keine entsprechenden
Banden erhalten.

Als zweiter Aktivitatstest wurde eine Affinitatsdmatographie an Gelatin-Sepharose
(6.12.4.) durchgefihrt. Doch auch in diesem Fatirke bei keinem der drei Proteine eine
spezifische Bindung an das Saulenmaterial festfesterden. Sie eluierten alle schon
wahrend der Waschschritte zusammen mit den Prarinveinigungen.

Mit dem Scheitern der Aktivitatsiberpriufungen kanfastgestellt werden, daf3 die Faltung im
Verdinnungsansatz fur die Proteine FnColA, FnGealn@ FnKat72 keine Methode zur
Naturierung darstellt.

7.9.2. Faltung durch Dialyse

Die Faltung durch Dialyse beruht darauf, daf} deotdtn-LOsung stufenweise das
denaturierende Reagenz Harnstoff entzogen wird3(6.)JL Jeweils 10 ml von den ib-

Aufschlissen der Proteine FnColA, FnGel72 und FrAaRaturden dazu in Dialyseschlauche
geflllt und dann gegen einer Puffer dialysiert,s@esHarnstoffkonzentration schrittweise bis
auf null gesenkt wurde.

Zur Uberpriifung der Aktivitat wurden wiederum zwaktivitatstests durchgefihrt. Wie

schon bei der Faltung im Verdinnungsansatz (7.%@mnte jedoch weder im Gelatin-
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Substratgel (6.13.4) noch an der Gelatin-Sepha(@se.4.) die Aktivierung der Proteine
nachgewiesen werden.

Auch die Faltung durch Dialyse war also nicht diethMbde der Wahl zu Naturierung der
Proteine FnColA, FnGel72 und FnKat72.

7.9.3.Faltung von FnColA an Ni-NTA-Agarose

Fur die Typ IV-Kollagenase FnColA ergibt sich duritine His-Tad®-Sequenz eine weitere
Methode zur Naturierung : die Faltung an Ni-NTA-Agse (6.13.3.). Hierbei wurden
zunachst 5 ml des ib-Aufschlusses tber His-Tad’-Sequenz an die Ni-NTA-Agarose
gebunden und die normalen Waschschritte mit Pi#fand Puffer C durchgefihrt (6.12.3.).
Anschlieend werden dem Puffer schrittweise alleatleierenden Reagenzien, wie
Harnstoff, 3-Mercaptoethanol und Glycerin entzogen, um eingdame Faltung des Proteins
zu erreichen.

Die abschlieRende Elution défis-Tad®-Proteins erfolgte zum einen durch einen pH-Shift
(pH 4,5), zum anderen durch Imidazol. In beidenerdkonnte das Protein jedoch nicht mehr
eluiert werden. Vermutungen, das Protein sei irreder Waschfraktionen vorzeitig eluiert,
bestatigten sich nach Uberprufung der Fraktionaold6DS-Gelelektrophorese jedoch nicht.
Eine weitere Moglichkeit besteht darin, daf? dastdMmoauf der Sadule ausgefallen ist.
Versuche zur Optimierung stehen deshalb noch aus.
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8. Diskussion

Fur die Typ IV-Kollagenasen, die eine entscheiddRelle fur die Invasivitat und
Metastasierung von Tumorzellen spiélén®! 148 ist es wichtig Expressionssysteme zu
etablieren, welche eine Produktion der Proteingrafder Ausbeute ermdéglichen.

Auf diese Weise ist eine ndhere Untersuchung dieseyme moglich. Fir ihre Detektion ist
die Entwicklung von Antikérpern notwendig, dazu s€is grol3ere Mengen der Antigene
bereitgestellt werden. Dies gilt insbesondere inbtick auf die Entwicklung von ELISA-
Verfahren zur Konzentrationsbestimmung in der kkhien Diagnostik. Aber auch fur die
Strukturaufklarung sind groRere aufgereinigte Mengder entsprechenden Proteine
notwendig.

Das Hauptziel der vorliegende Arbeit bestand daheder Klonierung, Expression und

Aufreinigung verschiedener Typ IV-Kollagenasen, wferfahren zu etablieren, groRere
Mengen dieser rekombinanten Proteinvarianten zaitern

8.1.Klonierung und Expression

Zur Darstellung der rekombinanten Domanen FnCol#Cé1B, FnGel72 und FnKat72 war es
zunachst notwendig die entsprechenden cDNA-Fragmemit Hilfe der PCR zu
amplifizieren. Hierbei konnte ein PCR-Programm it werden, das zur Anreicherung der
vier cDNA-Fragmente geeignet war.

Die hohe Ausbeute an PCR-Produkten erleichterte TeKlonierung der einzelnen
Fragmente in den pCRiIl-Vektor, so daR dieser Schritt der Klonierung reesiProbleme
bereitete. Mit Hilfe dieses Systems konnte eine BBE§uenzierung durchgefihrt werden,
welche eine vollstandige Ubereinstimmung der Basgmsnzen mit den entsprechenden
Vergleichssequenzen des Fibronektins und der GakxiA ergab.

Fur die Klonierung der cDNA-Fragmente in die Exgiessvektoren konnte ebenfalls auf

gangige Methoden zurtickgegriffen werden, so dafh aliese Klonierungen problemlos
durchgefuhrt werden konnten.
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Die Transformation derE. colrExpressionsstaimme [HMS174(DE3)] und [BL21(DE3)]
erwies sich zunachst als schwierig. Nach Anreiahgrmder Plasmide imhjgh-copy-Stamm
[JM83] konnten jedoch die potentiellen Expressigatsme erhalten werden.

Fur die Proteine FnColA, FnGel72 und FnKat72 konntexpressionssysteme etabliert
werden, welche eine groRe Uberexpression der emtspnden Proteine aufweisen. Alle drei
Proteine wurden in grol3en Ausbeuten erhalten. Kimgp 1V-Kollagenase FnColB wurde
dagegen kein System etabliert. Obwohl die DNA-Segiggung die korrekte Klonierung mit
Start- und Stopcodons bewies, konnte keine sigantié& Expression nachgewiesen werden.
Ein Grund dafur kdnnte sein, dald nur wenige Zetlen Expressionskultur das gewtnschte
Protein produzieren. Es miuf3te daher ein Einzelkedwsstrich der Kultur angefertigt werden
und die wachsenden Kolonien wiederum in Testexpmesa auf ihre Produktivitat untersucht
werden. Ein weiterer Grund fiir die Nichtexpressk@mnte in den Expressionsbedingungen
liegen, die variiert werden kénnten. Nicht zulét@hnte eine erneute Transformation mit dem
korrekten Plasmid zur erfolgreichen Expressiondiahr

Die etablierten Expressionssysteme implizierengadauch Nachteile. Durch den Aufschluf3
der inclusion bodies der unter denaturierenden Bedingungen durchgefiterden muf3,
liegen die isolierten Proteine nicht mehr in kotrgkfalteter, nativer Form vor. Es ist daher
eine Faltung der rekombinanten Proteine erforderlie in einigen Fallen sehr schwierig sein
kann.

Eine Alternative zur Expression in ibs ware die Wendung von E. colr
Expressionssystemen, die mit einem sogenanntedeféausgestattet sind. Dieser ,leader”
bewirkt die Ausschleusung der exprimierten Proteimge Periplasma, wobei sie ihre native
Konformation beibehalten. Da die Ausbeuten bei afies/erfahren allerdings sehr gering
sind, werden Methoden zur Gewinnung vamcjusion bodieszumeist bevorzugt.

Eine weitere Moglichkeit die Denaturierung der Eegmionsprodukte zu vermeiden, ist der
Einsatz von Hefe-Expressionssystemen. Die Protegrelen dann von vornherein in nativer
Form ins Medium exprimiert, so dal3 langwierige Natungsversuche entfallen.
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8.2. Aufreinigung

Bei der Typ IV-Kollagenase FnColA bestand aufgraed angefiigtemis-Tad’-Sequenz die
Moglichkeit einer Aufreinigung an Ni-NTA-Agarose.id3e Methode sollte eigentlich eine
vollstdndige Abtrennung der kontaminierendencoli-Proteine ermdéglichen. In diesem Fall
konnte jedoch nur teilweise eine Reinigung desdnmsterzielt werden. Hier sind also noch
Optimierungsversuche erforderlich. Es besteht diB.Moglichkeit das Probenvolumen zu
verringern oder durch andere Pufferwahl den Remggeffekt zu vergréfZern.

Trotzdem bietet die Affinitditschromatographie aneeiNi-NTA-Saule die Mdglichkeit grolRe
Proteinmengen vorzureinigen. Bei der nachfolger@eliiltration an einer Sephacryl S-100-
Saule konnte das FnColA-Protein bis auf Spuren niedermolekularen Verunreinigungen
homogen isoliert werden, so dal3 es fur Naturienergsiche zur Verfligung stand.

Bei der fibronektindhnlichen Doméane mit Metallbimgigzentrum der Gelatinase A, FnKat72,
erfolgte ebenfalls zunachst eine Vorreinigung. EAmonenaustauschchromatographie an
DEAE-Sepharose fuhrte zur Abtrennung eines Grafitdér kontaminierendel. colr
Proteine. Auch hier wurde die Bindungsspezifitat Reinigung grof3er Proteinmengen
ausgenutzt. Durch eine anschlieRende Gelfiltradimeiner Sephacryl S-100-Saule konnte das
Protein absolut homogen erhalten werden.

Eine weitere Methode zur Isolierung der ProteineC#A und FnKat72 und der

fibronektinahnlichen Doméne der Gelatinase A FnGel7bestand in der

Affinitatschromatographie mit Gelatin-Sepharose. zlbamuf3ten die Proteine zunachst
renaturiert werden. Keines der drei Proteine zgagiech ein spezifisches Bindungsverhalten,
so dald keine Isolierung renaturierter Proben dramlrde. Der Grund daflr waren

wahrscheinlich ergebnislose Naturierungsversuch8.)(8Eine weitere Aufreinigung des
FnGel72-Proteins war somit im Rahmen dieser Anfietit mehr méglich.

8.3. Faltungsexperimente

Auch bei den Faltungsexperimenten kann aufHieTad’-Sequenz der Typ IV-Kollagenase
FnColA zurlckgegriffen werden. Die BindungsaffinitZu Ni-NTA-Agarose ermoglicht in
einigen Fallen die Faltung der Proteine auf deNNA-Saule. Im Falle des FnColA wurde
das Protein (ber dieHis-Tad-Sequenz an das Sé&ulenmaterial gebunden und durch
schrittweise Entfernung von denaturierenden Reagereine Naturierung versucht.
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Ein Problem ergab sich bei der Elution. Das Prateinte weder durch Erniedrigung des pH-
Wertes noch durch Zugabe von Imidazol von der Sélulert werden.

Eine erste Vermutung, das Protein habe gar nicbumgen, konnte durch Analyse der
Durchlauf- und Waschfraktionen widerlegt werden.ns3 also durch die Veranderung des
Puffers so fest an das Saulenmaterial binden, def Eution unter nativen Bedingungen
nicht mehr erfolgen kann. Eine weitere Moglichksit dal3 das Protein Aggregate bildet und
auf der Saule ausfallt.

Es wurden weitere Naturierungsexperimente mit deotethen FnColA, FnGel72 und
FnKat72 durchgefiihrt. Zum einen wurden Proben lolérufschliisse stufenweise gegen einen
nativen Puffer dialysiert. Zum anderen wurden diggareinigten Proben zur Verdinnung in
ein groRes Volumen eines nativen Faltungspuffegelgen, um dort durch Diffusion und in
Gegenwart desxido-shuffling-Systenmu renaturieren.

In beiden Fallen wurde versucht die Aktivitat mitilfel eines Gelatin-Substratgeles
nachzuweisen. Es wurden jedoch keine entsprechdrydgenBanden erhalten.

Ein anderer Aktivitatstest war die in 8.2. besdbeige Affinitatschromatographie mit Gelatin-
Sepharose. Doch auch in diesem Fall wurde keinafggme Bindungsaffinitat beobachtet.

Da mit Hilfe dieser Methoden keine Aktivitdt nachgesen werden konnte, muf3 nach
alternativen Vorgehensweisen gesucht werden. Dien ka.B. durch die Faltung mit

Chaperonen, einer Enzymklasse, die die Faltung ratiiteen, erfolgen. Eine andere
Alternative ist die Verwendung anderer Expressigstesne, die eine Isolierung des nativen
Proteins zulassen (8.1.).

8.4. Ausblick

In experimentellen Tumorsystemen konnte eine Kati@h zwischen der Fahigkeit von

Zellen einerseits MMPs zu sezernieren und andeterse metastasieren beobachtet
werden*®* Dabei spielen vor allem die Typ IV-Kollagenasenesbedeutende Rolle, da die
Basalmembranen zu einem grof3en Teil aus Typ IVagelh bestehen.
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Um nahere Erkenntnisse Uuber diese Kollagenasen rthalten, ist es wichtig,
Expressionssysteme zu etablieren, die eine PramukjroRer Proteinmengen ermdglichen.
AulRerdem mul es gelingen, die Enzyme in ihre n&&omformation zurtickzufalten.

Vor allem die Gelatinasen A und B und die Kollagen®, also die Typ IV-Kollagenasen,
gelten wegen ihrer Uberexpression in Tumorzelldrosgetzt als prognostische Faktoren in
klinischen Proben bestimmter menschlicher Tunf8#®! Durch die rekombinant
dargestellten Proteine kdnnen Methoden zur Diagnasiier Konzentrationsbestimmung
weiter verbessert und somit eventuell ein Fortscimrider Krebsforschung erzielt werden.
Nicht zuletzt sollte die Beteiligung der Fn Typ Réllagenasen am Krebsgeschehen naher
untersucht werden. Aufgrund ihrer hohen Aktivitéggnuber Typ IV-Kollagen kdnnten sie
eine grol3e Rolle spielen. Ihre physiologische Raavst bisher jedoch noch nicht aufgeklart.

Desweiteren konnen die rekombinanten Doménen desrigktins und der Gelatinase A zur
Strukturaufklarung beitragen. Von den Kollagenased den Stromelysinen existieren bereits
Rontgenstrukturen. Von den Gelatinasen konnten ebishoch keine Kristalle zur
Strukturaufklarung erhalten werden, obwohl diese gooliem Interesse sind. Vor allem die
fibronektinahnlichen Doménen dieser Enzyme sindhdsisnicht modellierbar, da die
Gelatinasen als einzige Uber diese Domanen verfigenFn TyplV-Kollagenasen, welche
eine Art Minimal-Enzym darstellen, kénnten eineu®turaufklarung erleichtern.

Gleiches gilt auch fur das Fibronektin. Auch hiends die Strukturen der Gelatin-

Bindungsdomane noch weitgehend unbekannt. Grol3egéfermn renaturierten Proteinen
konnten die Kristallisation ermdglichen und somit Strukturaufklarung beitragen.
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