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ABKURZUNGEN

Ac Acetat

BSA Rinderserumalbumin

CMP Cartilage Matrix Protein

COMP Cartilage Oligomeric Matrix Protein

ACT Matrilin-3-Konstrukt ohne C-terminale Oligomerisierungsdoméne

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

EST expressed sequence tag

ER endoplasmatisches Retikulum

FACIT fibril-associated collagen with interrupted triple helix
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GAG Glykosaminoglykan
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IAP integrin-associated protein
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PSACH pseudoachondroplasia
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ZUSAMMENFASSUNG

Die beiden Familien extrazellulégrer Matrixproteine, Matriline und Thrombospondine
verbindet ihre multimere Struktur. Fur beide nimmt man an, dal3 sie eine Brickenfunktion
zwischen verschiedenen Matrixkomponenten erfillen und bel der Entstehung von
Kollagenfibrillen mitwirken. Untersuchungen von natirlichen Mutanten zeigen, dal3 sie
entscheidend bel der Bestimmung der morphologischen und mechanischen Eigenschaften des
entsprechenden Gewebes mitwirken. So stehen Mutationen in Kollagen 1X, COMP (Holden et
al., 1999; Muragaki et al., 1996; Briggs et al., 1995) und auch in Matrilin-3 in Verbindung
mit der Knorpeldysplase MED (Chapman et al., 2001). AulRerdem gibt es Mutationen in
COMP, die zur der verwandten Pseudoachondroplasie fihren (Deere et al., 1998; Hecht et al.,
1995). Die in der folgenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse aus Struktur- und
Wechselwirkungsuntersuchungen bieten Grundlagen fur die Erforschung dieser Erkrankungen
und erste Einblicke in ihre molekularen Ursachen.

Rekombinante Expression von Matrilinen und ihre Reinigung aus Gewebeextrakten
ermoglichte Untersuchungen, die zu einem abschlief?enden Bild der Matriline bezliglich ihres
Oligomerisierungsgrades und ihres Erscheinungsbildes im  Transmissionselektronen-
mikroskop fuhrten. Rekombinantes Matrilin-3 und Matrilin-4 zeigten wie Matrilin-1 (Hauser
und Paulsson, 1994) und Matrilin-2 (Piecha et al., 1999) eine bouquet-dhnliche Anordnung
ihrer Untereinheiten, die auf ene disulfidstabilisierte Coiled-Coil-Oligomerisierung
zurickzufihren war. Matrilin-3 bildet Tetramere, Matrilin-4 Trimere. Wie in
Elektronenmikrographien des Matrilin-1 und Matrilin-2 erschienen ihre vVWFA-Domaénen als
globulére Segmente von etwa 5 nm Durchmesser. Der Proteinbereich aus vier EGF-Doménen,
der sowohl im rekombinanten Matrilin-3 as auch im rekombinanten Matrilin-4 vorkam,
konnte als diinne langgestreckte Struktur von etwa 7 nm Lange visualisiert werden. Einzeln
exprimierte VWFA-Doménen und die Etablierung einer einfachen Reinigung dieser
Fatungseinheiten stellen die Grundlage fir deren zukinftige strukturelle Charakterisierung

dar.

Neben den Homooligomeren von Matrilin-1 und Matrilin-3 wurden in nativen Extrakten
fotaler Rinderepiphysen, Heterooligomere aus den Untereinheiten der beiden Proteine
entdeckt, die auf eine Feinregulierung der Matrilineigenschaften im Gewebe schlief3en lassen.
Im Gegensatz zur Matrilin-1-Untereinheit war die Matrilin-3-Untereinheit nicht glykosyliert.

Auler der Interaktion zwischen diesen beiden Matrilinen wurden auch Kollagen V und
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Fibronektin als Wechselwirkungspartner des Matrilin-3 und Matrilin-4 ermittelt. Wahrend die
Bindung an Kollagen V annehmen |&d, dal3 die beiden Matriline an der Fibrillogenese
beteiligt sind, 18% ihre Wechselwirkung mit Fibronektin Spekulationen Uber eine
fibronektinvermittelte Zellbindung der Matriline zu.

Rekombinant exprimiertes Thrombospondin-4 (TSP-4) und Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP) wurden ebenfalls im Elektronenmikroskop strukturell charakterisiert. Durch
Vergleich der beiden pentameren Strukturen konnten die N-terminalen Doménen des TSP-4
als zentrale globulére Struktur identifiziert werden, die vermutlich daher ruhrt, dal3 die
benachbarte Coiled-Coil-Doméne fir die Pentamerisierung verantwortlich ist und die
einzelnen globuléren Faltungseinheiten der N-Termini dicht beieinander hdlt. Am COMP,
dem diese Domane fehlt, war eine solche Masseanhdufung nicht zu beobachten. Gemeinsam
war den Untereinheiten der beiden Proteine eine diinne langgestreckte Struktur aus vier EGF-
und acht TSP-Typ-llI-Mativen, deren C-Terminus von einer globuldren thrombospon-

dinspezifischen Doméne gebildet wurde.

Die Wechsalwirkung zwischen TSP-4 und Kollagen | und die zwischen COMP und Kollagen
IX wurden hier elektronenmikroskopisch nachgewiesen. Beide Bindungen, die von den C-
terminalen Doménen des jeweiligen Thrombospondins vermittelt wurden, wurden
nachweidlich durch die Anwesenheit von Zinkionen beeinflufd. Die Interaktion zwischen
COMP und Kollagen I1X steht wahrscheinlich in Verbindung mit den Knorpeldysplasien MED
und PSACH.
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EINLEITUNG

Die extrazeluldre Matrix

Fur die Entwicklung vom einzelligen Organismus zum vielzelligen war die Entstehung einer
extrazelluldren Matrix notwendig, die dem Zellverband Struktur verleiht und deren
mechanischen und physiochemischen Eigenschaften bestimmt. Wachstum und die
Ausbildung spezialisierter Gewebe erfordern eine Dynamik der extrazellularen Matrix und
eine Wechselbeziehung zu den mit ihr in Verbindung stehenden Zellen. Uber
Zelloberflachenrezeptoren kann sie auf die Zellen einwirken. So kann sie Einflu® auf die
Synthese und Sekretion ihrer eigenen Komponenten und damit auf ihre eigene
Zusammensetzung und ihren Umsatz nehmen. Durch Interaktion mit Oberfléachenrezeptoren
der Zellen ist die extrazelluldre Matrix aber auch an deren Adhésion und Migration beteiligt
sowie an der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung. Die Anforderungen an sie
sind ausgesprochen vielfaltig: Beispielsweise kann sie als Basalmembran Adhasionsgrundlage
far Epithel- oder Endothelzellen sein. Im Knochen oder Zahn sorgt sie durch Mineralisierung
fur die Harte des Gewebes. Wahrend sie in Sehnen deren Zugfestigkeit bedingt, widersteht sie
im Gelenkknorpel hohen Kompressionshelastungen. Dementsprechend unterschiedlich ist die
Zusammensetzung aus ihren organischen Hauptbestandteilen: Kollagenen, Glykosamino-

glykanen, Proteoglykanen und anderen nichtkollagenen Proteinen.

Grundsubstanz: Glykosaminoglykane und Proteoglykane.

Die Grundsubstanz der extrazelluldren Matrix bilden Glykosaminoglykane (GAG). Dabei
handelt es sich um Polysaccharidketten, mit repetitiven Disaccharideinheiten. die einen
Aminozucker (Glukosamin oder Galaktosamin) beinhalten. Zumindest eine der beiden
Untereinheiten tragt eine Sulfat- oder Carboxylatgruppe. Die Gesamtheit dieser Gruppen
verleiht dem Polysaccharid eine hohe negative Ladungsdichte und eine starke Hydrophilie.
Aus diesen Eigenschaften resultieren ihr Bestreben nach grof3er rdumlicher Ausdehnung, die
gelartige Beschaffenheit und der hohe Schwelldruck (Turgor) der Matrix. Dieser
Flussigkeitsdruck verhilft ihr zu einer beachtlichen Widerstandsfahigkeit gegen Kompression.
Nach hoherer Beanspruchung sorgt er dafir, dal3 das Gewebe seine urspriingliche Form

annimmt. Der Gelcharakter der Grundsubstanz ermoglicht eine hohe Diffusionsfahigkeit des
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Gewebes. Diese erleichtert die Versorgung eingebetteter Zellen mit niedermolekularen
Nahrstoffen, Metaboliten und Hormonen. Die Grundsubstanz bildet, und zwar aus wenig
Trockenmasse, aber auch ein Netzwerk, dal3 abhangig von seiner Zusammensetzung selektiv
Proteine zuriickhalten kann. Durch Bindung sowohl an Zelloberfl&chenrezeptoren als auch an
Wachstumsfaktoren wie Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF), Gewebewachstumsfaktoren
(TGF) und Epidermalwachstumsfaktoren (EGF) sind Proteoglykane  an
Regulationsmechanismen beteiligt. Nicht nur Betaglykan und die Syndekane, die als
Transmembranproteine Bestandteil der Plasmamembran vieler verschiedener Zellen sind und
dort als Co-Rezeptoren der Wachstumsfaktoren wirken, sondern auch die unten beschriebenen
Matrix-Proteoglykane regeln die Bindung der Wachstumsfaktoren. Sie kdnnen dessen
Wechselwirkung mit dem Rezeptor férdern oder hemmen.

Hyaluronsaure und Hyal ektane

Wegen ihres einfachen Aufbaus aus nichtsulfatierten Disaccharideinheiten und ihres
Auftretens in einigen Bakterien halt man die Hyaluronsdure (Fraser und Laurent, 1996; Meyer
und Palmer, 1934) fur das phylogenetisch friheste GAG (Céssaro und Dietrich, 1977). Sie hat
eine breite Gewebeverteilung und wird vermehrt wahrend der Entwicklung und Heilung des
Gewebes (Toole et al., 1981; Toole et al., 1976; Antonopoulos et al., 1965) sowie in
Entziindungsprozessen gebildet (Weigel et al., 1986). Hyaluronsdure besteht aus bis zu 2500
Glucuronsaure/N-Acetylglucosamin-Einheiten und unterscheidet sich nicht nur in der Grof3e
von den andern GAG, die in der Regel nicht mehr als 300 Monosaccharideinheiten besitzen.
Im Gegensatz zu diesen wird sie nicht im Zellinneren gebildet und dann durch Exozytose
freigesetzt, sie passiert die Plasmamembran bereits wahrend ihrer Synthese durch ein
transmembranales Enzym (Philipson und Schwartz, 1984; Prem, 1984).

Andere GAG treten in der Regel, gebunden an ein Kernprotein, as Proteoglykane auf. Im
Verlauf des sekretorischen Weges, im rauhen endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-
Apparat, werden die reduzierenden Enden der GAG meist mit dem Serin einer definierten
Bindungsregion des Kernproteins O-glykosidisch verknipft. Die Proteoglykanfamilie der
Hyalektane (hyaluronan- and lectin-binding proteoglycans), bestehend aus Aggrekan,
Brevikan, Neurokan und Versikan, sind auRerdem Uber den N-Terminus ihres Kernproteins,
unterstiitzt von einem zusétzlichen Verbindungsprotein (Link-Protein; Baker und Caterson,

1979), in der Lage mit Hyaluronséure grof3e Aggregate zu bilden (Abb. 1) (Yamaguchi et al.,
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1996; LeBaron et al., 1992; Rauch et al., 1991; Morgelin et al., 1988; Heinegard und Hascall,
1974).
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Abb. 1: Bindung von Aggrekan an Hyalurons&ure (ibernommen aus Alberts et al., 1995)

Proteoglykane der Basalmembran

Basalmembranen bilden widerstandsféhige und selektiv durchlassige Grenzen einer grof3en
Anzahl von Geweben. Sie setzen sich aus Kollagen 1V, Lamininen, Nidogen (Entaktin) und
Basalmembranproteoglykanen zusammen. Zu den Proteoglykanen der Basalmembran gehtren
Perlekan, Bamakan und Agrin. Ihr raumfillender und polyanionischer Charakter legt die
Vermutung nahe, dald sie sterisch und elektrostatisch die Permeabilitét der Basalmembran
beeinflussen. Beispielsweise regulieren die Heparansulfai-Ketten des Perlekan die
glomerulére Filtration in der Niere (Murdoch und lozzo, 1993). Die Funktionen dieses am
weitesten verbreiteten Basamembranproteoglykans sind ausgesprochen vielfaltig. Unter
anderem ist es an der Zellbindung, Zelldifferentiation und der Gewebeentwicklung beteiligt.
Das spezidisiertere Bamakan hat vermutlich eine Aufgabe bel der Stabilisierung der
entwickelten Basalmembran. Wéahrend Perlekan die Morphogenese von Geweben fordert
(Handler et al., 1997), scheint sie von Bamakan gehemmt zu werden, denn es wird wahrend
der Gewebeentwicklung nur wenig oder nicht exprimiert (Couchman und Woods, 1993).
Agrin scheint eine Rolle in der Neuronalentwicklung innezuhaben (Ruegg, 1996; Slater,
1996). Einen Uberblick tiber die Vielzahl der Funktionen von Basalmembranproteoglykanen
gibt der Ubersichtsartikel von lozzo (1998).
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Kleine leucinreiche Proteoglykane (S_RP)

Die Gruppe von kleinen leucinreichen Proteoglykanen (SLRP), zu der beispielsweise
Dekorin, Biglykan und Fibromodulin gehdren, zeichnet sich durch den Besitz von 6-10
leucinreichen Wiederholungseinheiten (leucin-rich repeats, LRR) aus. Dieser Bereich wird
beidseitig flankiert von cysteinreichen Regionen. LRR-Bereiche werden in verschiedenen
molekularen Erkennungsvorgadngen verwendet. So treten sie bel der Zelladhasion und
Signaltransduktion aber auch bel der DNA-Reparatur und der RNA-Prozessierung auf.
Basierend auf der rontgenkristallographisch ermittelten Struktur des Ribonukleaseinhibitors
(Kobe und Deisenhofer, 1993) la’t sich fur die strukturell homologen SLRP eine
hufeisendhnliche Form vorhersagen (Weber et al., 1996), die man fur Dekorin in
Elektronenmikrographien (Abb. 2) beobachten kann (Scott, 1996). In-vitro-Bindungsstudien
zeigen Wechselwirkungen einiger SLRP mit fibrillenbildenden Kollagenen. Es wird
angenommen, dal3 Bindungsmotive dafir an den Innenflachen der Hufeisenstruktur liegen
und dal3 die tripelhelikalen Kollagenmolekile von den bogenférmigen Proteoglykanen
umschlossen werden (Weber et al., 1996).

#

d

-

r L]
| &

Abb. 2: Elektronenmikrographie von Dekorin. In dieser Darstellung nach rotary shadowing entspricht der

Balken 2 nm. (ibernommen aus Scott, 1996)

In-Vitro-Studien der Kollagenfibrillogenese und Beobachtungen an transgenen Méusen
zeigen, dal3 SLRP die Fibrillenbildung verzogern und den Durchmesser der fertigen Fibrillen
begrenzen. Einen Uberblick tber die Literatur gibt der Artikel von lozzo (1999).
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Fasersysteme

Kollagene

Unter dem Begriff Kollagen fal3 man eine Familie aus Proteinen mit einer besonderen
Struktureigenschaft zusammen. Sie bilden tripelhelikale Bereiche aus, deren Einzelstrange
linksgangige Helices vom Polyprolin-11-Typ ausbilden. Diese Fahigkeit basiert auf ener
Wiederholungssequenz vom Typ Gly-X-Y, in der die variable Position X meist von Prolin
eingenommen wird. Das Auftreten der seltenen Derivate 4-Hydroxyprolin und 5-
Hydroxylysin ist fir Kollagene charakteristisch. Abstol3ung unter den Pyrolidinringen der
Iminosduren beginstigt die helikale Form der Einzelketten. Die kleinen Glycinreste erlauben,
dal3 sich die einzelnen Strange eng umeinanderwinden. Stabilisiert wird die Helix durch
verschiedene  Wasserstoffbriickenbindungen und  kovalent  durch  intramolekulare

Aldolquerbricken.

Kollagene bestimmen entscheidend die Gewebestruktur. Erkrankungen, die auf Defekten in
den Proteinen (z.B.: Skorbut) oder gar in den Genen der Kollagene beruhen (z.B.: Ehlers-
Danlos-Syndrom, Osteogenesis Imperfekta, Epidermolysis Bullosa, Alport-Syndrom und
Knorpeldysplasien), haben meist massive strukturelle Gewebeschédden zur Folge. Dariiber
hinaus sind Kollagene an Regulationsprozessen beteiligt. So binden beispielsweise Integrine
(Emsley et al., 2000; Xu et al., 2000; Knight et al., 1998) und die beiden Discoidindomane-
Rezeptoren DDR-1 und DDR-2 tripelhelikale Kollagenbereiche (Vogel et al., 1997,
Shrivastava et al., 1997).

Fibrillenbildende Kollagene - Kollagen I, 11, I11, V und XI: Fibrillenbildendes Kollagen wird
in seiner 16slichen Form, dem Prokollagen sezerniert. Spezifische Proteasen (Prokollagen-
peptidasen) spalten extrazelluldr ein N-terminales und ein C-terminales Propeptid ab. Die
dabei entstehenden Tropokollagen-Molekile des Kollagen I, Il und Il bestehen bis auf kurze
nichttripelhelikale Bereiche am N- und C-Terminus, den sogenannten Telopeptiden, aus einer
durchgehenden Kollagen-Tripelhelix von 300 nm Lénge (Abb. 3). Bel der Prozessierung des
Kollagen V und des Kollagen XI, bleibt ein N-terminaler nichttripelhelikaler Bereich erhalten,
der eine globulére Struktur ausbildet und im Falle des Kollagen V die Eigenschaft aufweist
Heparin zu binden (Delacoux et al., 2000; Chernousov et al., 2000; Delacoux et al., 1998;
Yaoi et al., 1990).
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Fibrillenbildende Kollagene lagern sich in charakteristischer, gestaffelter Anordnung zu
Fibrillen zusammen. Im Elektronenmikroskop zeigt sich diese Anordnung als typische
Querstreifung. Die fibrillare Struktur wird durch kovalente intermolekulare Quervernetzung
zusammengehalten. Zwei Hydroxylysine treten dazu mit einem Lysin zu ener
Hydroxypyridinium-Querbriicke zusammen. Lysine und Hydroxylysine, die in den
Telopeptiden liegen, verbinden den C-Terminus des einen mit dem N-Terminus des anderen
Moleklls. Unter dem Einflul3 von fibrillenassoziierten Kollagenen, Proteoglykanen, anderen
nichtkollagenen Proteinen und der kollagensezernierenden Zellen ordnen sich die Fibrillen zu

hoheren Strukturen wie Netzwerken.

Abb. 3: Fibrillenbildendes Kollagen. Exemplarisch sind Elektronenmikrographien des Kollagen 1l nach
Negativkontrastierung mit Uranylformiat dargestellt. Im oberen Teil ist ein Tropokollagen-lI-Molekil dargestellt,
das eine Lange von 300 nm besitzt. Der untere Teil zeigt eine Fibrille aus Kollagen Il mit ihrer typischen
Querstreifung. Der Balken entspricht 60 nm im oberen und 200 nm im unteren Teil der Abbildung.

Kollagen | ist das am haufigsten vorkommende Kollagen. Als Heterotrimer aus zwel
unterschiedlichen Ketten, kommt es in zahlreichen Geweben wie Haut, Knochen und Sehnen
vor, denen es durch Bildung von Mischfibrillen eine hohe Zugfestigkeit verleiht. Die
fibrillenbildenden Kollagene Il und V sind ebenfalls Bestandteile dieser Mischfibrillen. Man
nimmt an, da3 Kollagen V eine zentrale Kernfibrille bildet, an die koaxial Kollagen |
angelagert ist (Birk et al., 1988). Der Kollagen-lll-Anteil der Mischfibrille ist
gewebeabhangig und man glaubt, dal3 er einen Einflul auf die Flexibilitét und Elastizitét der
Fibrillen hat.

Kollagen Il ist eine Hauptkomponente des Knorpels. Es ist homotrimer und liegt in
Mischfibrillen vor (Abb. 4), in denen Kollagen XI eine zentrale Kernfibrille ausbildet (Petit et
al., 1993). An ihrer Oberflache sind in gegenlaufiger Richtung und in regelmaiigen
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Abstanden Kollagen-IX-Molekile (Vaughan et al.,, 1988) gebunden, die zu den

fibrillenassoziierten Kollagenen gehdren (s.u.).

Kollagen IX

Kollagen I kovalente
Verknipfung

Kollagen-XI-Kemfibrille

Abb. 4: Kollagen-Mischfibrille. Links: Schematische Darstellung (aus: van der Rest und Bruckner, 1993), rechts:
Elektronenmikrographie (aus. Vaughan et al., 1988; Balken: 100 nm) einer knorpeltypischen Kollagenfibrille.
Deutlich sichtbar stehen die N-terminalen Bereiche aus der NC4 und der COL1 Region des Kollagen IX von der
Fibrille ab.

Fibrillenassoziierte Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices (FACIT): Die Kollagene IX,
X1l und X1V bilden selbst keine Fibrillen. Ihre typische superspiralisierte Kollagenstruktur ist
von nichttripelhelikalen Doméanen (NC) unterbrochen, so dal’3 sich mehrere tripelhelikale
Bereiche (COL) ergeben (Abb. 5). Kollagen IX ist unter ihnen das bestuntersuchte. Es bildet
Heterotrimere und kommt assoziiert und kovalent verknuipft mit Kollagen-I1-haltigen Fibrillen
vor (Abb. 4) (Vaughan et al., 1988). Wegen der Homologien in der Region COL1 nimmt man
an, dal3 auch Kollagen XII und XIV in dhnlicher Weise an Kollagenfibrillen anhaften. Man
glaubt, daf? ihre Funktion darin liegt, Wechselwirkungen unter den Fibrillen oder zwischen
Fibrillen und anderen Makromolektilen des Knorpels zu ermdglichen.

Kollagen IX besitzt vier nichttripelhelikale Bereiche. Der N-Terminus wird von der NC4-
Domane, der C-Terminus von der NC1-Domane gebildet. Je nach Expressionsort tritt es als
Proteoglykan auf. Die Léange seiner GAG-Kette, die mit der NC3-Region verbunden ist,
variiert stark. Die NC3-Doméne ist sehr flexibel. Deshab kann der Bereich aus COL3 und
NC4 von der Fibrille abstehen. Diese Eigenschaft a3t vermuten, dald in diesem Bereich
weitere Bindungsmotive des assoziierten Molekils liegen, die zu den Interaktionen der
Fibrille beitragen. Dafr spricht auch die Variabilitét der NC4-Doméne, die gewebeabhangig
durch Verwendung eines aternativen Promotors (Nishimura et al., 1989) nur in verkirzter

Form exprimiert wird und in manchen Geweben géanzlich fehit (Olsen et al., 1995).
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Kollagen IX Kollagen XIllI, XIV

NC4

C\ CcoL1 coL1
O
(G
L

NC1 NC1

Abb. 5: Fibrillenassoziierte Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices. Die Kollagene IX, XII und XIV sind
schematisch dargestellt. Nichttripelhelikale Doménen (NC) sind als Kreise dargestellt. AuRerdem sind
Mikrographien von Kollagen IX (links) nach rotary shadowing und von Kollagen XIlI (rechts) nach
Negativkontrastierung abgebildet. Der Balken entspricht 100 nm

Basalmembran Kollagen - Kollagen 1V: Kollagen 1V ist ausschliefdlich in Basalmembranen
lokalisiert. Wechselwirkungen zwischen den N-terminalen 7S-Domanen fuhren zur Bildung
von Tetrameren, die sich zu Netzwerken zusammensetzen (Abb. 6). Neben einer
Dimerisierung der C-terminalen NC1-Doméanen unter Ausbildung einer Disulfidbricke sind
vermutlich auch Interaktionen zwischen den tripelhelikalen Bereichen des Kollagen IV daran
beteiligt. Das entstehende Netzwerk und ein Laminingeflecht, mit dem es Uber Nidogen
(Entaktin) verbunden ist (Aumailley et al., 1989; Paulsson et al., 1987), bilden das
strukturelle Gerlist der Basalmembran (Y urchenco und Schittny, 1990). Gemeinsam mit den
Basalmembranproteoglykanen kann es EinfluR auf ihre Permeabilitdt nehmen; als
Interaktionspartner der Integrine o1l und o2B1 nimmt Kollagen IV aktiv an der
Zellanhaftung teil (Goblik et al., 2000; Kapyla et al., 2000; Dickeson et al., 1999;
Caderwood et al., 1997; Kern et al., 1993; Tomaselli et al., 1987).
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Monomer: _—

7S NC1

Tetramer:

NC1 NC1

75
Netzwerk

Abb. 6: Netzwerk aus Basalmembrankollagen - Kollagen IV. Der Balken entspricht 100 nm (verandert

Ubernommen aus van der Rest und Garrone, 1991)

Mikrofibrillares Kollagen - Kollagen VI: Als weites Netzwerk aus geperlten Filamenten tritt
Kollagen VI auf (Abb. 7). Drei unterschiedliche a-Ketten des Kollagen VI sind bekannt, die
Heterotrimere der Form al(VI)a2(VI)a3(VI) bilden. Die Enden des Molekils bestehen aus
grof3en, globuléren Bereichen, die mehrere von-Willebrand-Faktor-A-ahnliche Doménen
(s.u.) beinhalten. Die tripelhelikalen Bereiche der Kollagen-VI-Molekile lagern sich zunédchst
zu Ubergeordneten antiparalelen Dimeren und dann parallel zu Tetrameren zusammen
(Bonaldo et al., 1990). Durch Wechselwirkungen zwischen den globuléren Bereichen der
beiden Molekllenden setzen sich diese zu langen perlenschnuréhnlichen Strukturen
zusammen. Alternatives Spleif3en, das an der o3(VI)-Kette beobachtet wurde, kénnte die
Organisation dieser Filamente beeinflussen. Komplexe aus Biglykan und Matrilin-1 binden an
die N-terminale Region des Kollagen VI (Wiberg, Dissertation, 2001). Man nimmt an, dal3 sie
eine verbrickende Funktion zwischen diesem und den Netzwerken aus Kollagen-11 und
Aggrekan haben. Da das aternative Spleif3en der a3(V1)-Kette auch Einfluld auf den N-
terminalen Bereich nimmt, kann es auf die Interaktion mit dem Biglykan/Matrilin-1-Komplex
wirken. Mutationen im Kollagen VI fihren zu einer neuromuskuldren Erkrankung, der
Bethlem-Myopathie (Pepe et al., 1999 a, b; Lamande et al., 1998; Pan et al., 1998; Jobis et
al., 1996).
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Monomer: O—
Y
Dimer: R

Tetramer: &%‘-’-“i‘:%@ /

=R E=

geperltes Filament

Abb. 7: Geperlte Filamente aus Kollagen VI. (verandert Uibernommen aus van der Rest und Garrone, 1991)

Ankerfibrillen — Kollagen VII: Antiparallele Dimere aus Kollagen VII bilden den Haupt-
bestandteil von Ankerfibrillen (Abb. 8), die Basalmembranen mit Ankerplagues des
benachbarten Gewebestromas verbinden. Nachgewiesen wurden sie in den Verbindungen
zwischen der Lamina Densa und der Dermis (Burgeson et al., 1990).

NC1

Monomer:

Dimer: I —

Ankerfibrille:

Abb. 8: Ankerfibrillen aus Kollagen VII. (veréandert tbernommen aus van der Rest und Garrone, 1991)

Hexagonale Netzwerke — Kollagen VIII und X: Isoliertes Kollagen X bildet in vitro
hexagonale Netzwerke (Abb. 9). Im Knorpel wurde es mit immunhistochemischen Methoden
untersucht. Elektronenmikroskopisch wies man es dort assoziiert an Fibrillen und in
filamentartigen, mattendhnlichen Strukturen um hypertrophe Knorpelzellen herum nach. Die
Vermutung, dal3 Kollagen X dort als hexagonales Geflecht vorliegt, stitzt sich auf die
Homologie zum Kollagen VIII, das in dieser Form in der Descemet’schen Membran des

Auges vorkommt.
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Monomer;  o=——=  (Kollagen VI, X)

Abb. 9: Hexagonale Netzwerke aus Kollagen VIII bzw. X. (verandert Gbernommen aus van der Rest und
Garrone, 1991)

Andere Kollagene: Die Kollagenfamilie umfaldt heute 24 Mitglieder (M. Koch, personliche
Mitteilung). Von vielen sind bisher nur die DNA-Sequenzen bekannt. Homologien mit den
charakterisierten Kollagenen lassen aber Schliisse auf deren Strukturen und Funktionen zu.
Kollagen XVI und XIX weisen beispielsweise die charakteristischen Merkmale der FACIT-
Gruppe auf.

Elastische Fasern

Elastinhaltige Fasern verleilhen Geweben wie elastischem Knorpel, Blutgefal3en, oder der
Haut Biegsamkeit und Elastizitét bei Zugbeanspruchung. Die glycin-, alanin- und prolinreiche
Aminosauresequenz des Elastin besitzt einen hohen Anteil an hydrophoben Bereichen.
Hydroxyprolin ist im Elastin selten und Hydroxylysin nicht vertreten. Die Elastinmolekiile
sind untereinander verknupft und zwar Uber Lysinonorleucin- und Desmosin-Querbriicken,
die sich zwischen zwel bzw. vier Lysinresten ausbilden. Es wird vermutet, dal3 diese Briicken
fir die Eladtizitdt des Proteins verantwortlich sind. Auch von der Va-Pro-Gly-Val-
Wiederholungseinheit der hydrophoben Bereiche, die vermutlich eine helikale Anordnung
von [-Schleifen bewirkt (B-Spirale), wird angenommen, da3 sie zur elastischen
Beschaffenheit beitrégt. (Urry et al., 1983; Sandberg et al., 1981; Ross und Bornstein, 1971).
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Nichtkollagene Proteine

Die extrazelulare Matrix besitzt eine Vielfalt an nichtkollagenen Proteinen. Wie die
Proteoglykan-Kernproteine und einige Kollagene besitzen sie einen moduléren Aufbau aus
Doméanen und sind in der Regel glykosyliert. Die Zusammensetzung der extrazelluléren
Matrix aus den enzelnen nichtkollagenartigen Glykoproteinen ist ausgesprochen
gewebeabhangig und sie verandert sich im Laufe ihrer Entwicklung. Dies deutet darauf hin,
dad die nichtkollagenartigen Proteine die spezifischen Gewebeeigenschaften beeinflussen
oder daid sie Zellen as Marker fur ihren Zustand und den Zustand der umliegenden Gewebe

dienen.

Das bereits erwéhnte Link-Protein (Baker und Caterson, 1979), das die Verbindung zwischen
Aggrekan und Hyaluronsdure stabilisiert und die Familie der Laminine, die ene
Hauptkomponente der Basalmembranen sind und direkt an deren Zellinteraktion teilnehmen
(Ubersichtsartikel: Colognato und Y urchenco, 2000), seien hier exemplarisch erwahnt. Ein
weiteres Beispiel ist Fibronektin, das von einem einzelnen Gen kodiert wird, aber auf Grund
von aternativem Spleil3en in verschiedenen Formen vorkommt (Burton-Wurster et al., 1999;
MacLeod et al., 1996). Als C-terminal disulfidverknipftes Dimer beeinflufl®t es in vielen
unterschiedliche Geweben integrinabhéngig die Adhasion, Migration, Proliferation und
Differenzierung von Zellen. Unter Ausbildung weiterer Disulfidbriicken ist es in der Lage,
fibrillére Strukturen auszubilden, die zur gesteigerten Zelladhasion und verminderten

Zellwanderung fuhren.

Zu den nichtkollagenen Proteinen der extrazellularen Matrix gehdren auch die
Thrombospondin-Familie und die Matrilin-Familie, deren jlngste Mitglieder erst kirzlich in
unserer Arbeitsgruppe entdeckt wurden (Wagener et al., 1997 und 1998 a). Beide

Proteinfamilien werden im Folgenden ausfihrlich beschrieben.



EINLEITUNG 22

DieMatrilin-Familie

Matrilin-4 (Wagener et al., 1998 @) ist das jungste Mitglied der Matrilin-Familie, die zudem
von Matrilin-1 (ehemals CMP) (Paulsson und Heinegard, 1979), Matrilin-2 (Dedk et al.,
1997) und Matrilin-3 (Wagener et al., 1997) gebildet wird. Die Matriline zeigen den bei
Proteinen der extrazelluldren Matrix haufig zu beobachtenden moduléren Aufbau (Abb. 10).
Die Zusammensetzung aus von-Willebrand-Faktor-A- (VWFA-) und epidermaler-
Wachstumsfaktor-ahnlichen (EGF-) Doménen sowie einer C-terminalen Coiled-Coil-Region
ist ihnen gemeinsam. Die EGF-Doméanen der Matriline sind nicht vom calciumbindenden Typ
(s. u.). Einen Uberblick tber die Matrilinfamilie gibt auch der Artikel von Dedk et al. (1999).

Das nahezu vollstandig aufgeklarte menschliche Genom 183t vermuten, dal3 auf3er den vier
bekannten, keine weiteren Matriline existieren. Dies wird gestiitzt von einer Betrachtung der
genetischen Umgebung, die annehmen &3, dal3 der Bereich des Genoms, in dem die Matrilin-
Gene lokalisiert sind einer zweifachen Duplikation unterlag, so dal3 aus einem Ur-Matrilin-
Gen vier distinkte Gene entstanden sind (Gibson und Spring, 2000).
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Matrilin-1 (Argraves et al., 1987; Kiss et al., 1989; Jenkins et al., 1990)
| A A B

(Hauser, N. and Paulsson, M., 1994 )

Matrilin-2 (Deak et al., 1997)

A A N

(Piecha et al., 1999)

Matrilin-3 (Wagener et al., 1997)
A

Matrilin-4 (Wagener et al., 1998)
m A A

B Signalpeptid hohe positive Ladungsdichte [ Oligomerisierungsdoméne

A VWFA-Doméane EGF-Domane I homologielose Sequenz

Abb. 10: Modularer Aufbau der Matrilin-Familie. Die Mitglieder der Matrilin-Familie sind in einer schematischen
Darstellung der Monomere und zum Teil in Elektronenmikrographien (Balken: 10 nm) und zugehdrigen Modellen
abgebildet. Die elektronenmikroskopische Untersuchung von Matrilin-3 und Matrilin-4 sowie das Aufstellen

entsprechender Modelle war ein Ziel dieser Arbeit.
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Matrilin-1

Matrilin-1 (CMP) ist ein nichtkollagenes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 148
kDa. Sein Gewichtsanteil an Kohlenhydraten betragt 3,9 %. Es besteht aus drei identischen,
52 kDa schweren Untereinheiten (Paulsson und Heinegard, 1981). Diese sind - gezeigt an der
Priméarstruktur von Huhner-Matrilin-1 (Argraves et al., 1987, Kiss et al., 1989), murinem
(Aszbdi et al., 1996) und humanem Matrilin-1 (Jenkins et al., 1990) - zusammengesetzt aus
zwel VWFA-Doménen, die Uber eine EGF-éhnliche Doméane verknipft sind. C-terminal
schliefdt sich ein Coiled-Coil-Motiv aus funf Heptad-Wiederholungseinheiten an, das die
Oligomerisierung zum Homotrimer ermdglicht. Benachbarte Disulfidbriicken sorgen fir eine
kovalente Verknipfung der Untereinheiten. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen
haben diese Untereinheiten eine ellipsoide Form (Abb. 10). Diese kompakte Anordnung wird
vermutlich durch Wechselwirkungen zwischen den beiden vVWFA-Domanen erreicht (Hauser
und Paulsson, 1994).

Auer in hyalinem Knorpel wie dem in der Trachealwand, dem Schwertfortsatz des
Brustbeins (Processus xyphoideus), der Nasenscheidewand und den Epiphysen (Paulsson und
Heinegard, 1982), konnte Matrilin-1 im Auge (Aszddi et al., 1996, Tsonis und Goetinck,
1988), in Bandern und Sehnen, im Herzen und in muriner embryonaler Dermis (Segat et al.,
2000) nachgewiesen werden. Jungste Ergebnisse zeigen eine Matrilin-1 Expression in
Knochen (A. Klatt und O. Pullig, personliche Mitteilung). Im Gelenkknorpel und dem
Knorpel der Zwischenwirbel scheiben fehlt Matrilin-1 (Paulsson und Heinegard, 1982).

Die Funktion des Proteins ist bis heute nur unzureichend gekléart. Die im Laufe der
Gewebereifung zunehmende Quantitdt und der steigende Grad an kovalenter Verkniipfung mit
Aggrekan im Rindertrachealknorpel, lassen vermuten, dal3 Matrilins-1 einen Marker darstellt,
der den Entwicklungszustand des Gewebes anzeigt (Hauser et al., 1996). Es wurde
beobachtet, dal3 Matrilin-1 in Chondrozyten-Kulturen mit Kollagen-I1-haltigen Netzwerken
co-lokalisiert ist, aber auch an Kollagen-11-unabhangigen Netzwerken beteiligt ist (Chen et
al., 1995). Seine Co-Fraktionierung mit Proteoglykanen (Paulsson und Heinegéard, 1979) und
Bindungsstudien mit Aggrekan (Hauser et al., 1996) und Kollagen Il (Winterbottom et al.,
1992) und eine erst kirzlich nachgewiesene biglykanvermittelte Wechselwirkung des
Matrilin-1 an Mikrofibrillen aus Kollagen VI (Wiberg, Dissertation, 2001) deuten darauf hin,
da’d Matrilin-1 als Bindeglied zwischen diesen Komponenten der Knorpelmatrix fungiert. Dal3
Matrilin-1 in grof3eren Mengen erst nach EDTA-Zugabe extrahiert wird, 183t auf einen von

zweiwertigen Kationen abhéngigen Verankerungsmechanismus schliefien (Hauser und
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Paulsson, 1994). Matrilin-1-defiziente Mause weisen zwar eine normale Skeletalentwicklung
auf (Aszodi et al., 1999; Huang et al., 1999), die ultrastrukturelle Betrachtung deckte aber
Anomalien in der Morphologie und der Organisation der Kollagen-1l-haltigen Fibrillen auf
(Huang et al., 1999).

Matrilin-2

Matrilin-2 zeichnet sich durch eine breite Gewebeverteilung aus. In Bindegewebsarten wie
beispielsweise Bandern und Sehnen, Perichondrium und Periost, der Dermis sowie im
proliferierenden und im hypertrophen Knorpel wird es exprimiert und ist auch im fibrésen
Stroma innerer Organe wie Herz und Milz nachzuweisen. In Muskel- und in Epithelzellen
wurde die Transkription seines Genes beobachtet (Piecha et al., 1999).

N-termina beginnt das reife Matrilin-2 mit eéinem argininreichen Teilstlick, dem die erste von
zwel VWFA-Domanen folgt. Zwischen den beiden vVWFA-Faltungseinheiten liegt ein Bereich
aus zehn aufeinanderfolgenden EGF-Modulen. Der zweiten VWFA-Doméne folgt ein
Sequenzbereich, der keine signifikanten Homologien zu anderen bekannten Proteinen zeigt
und vermutlich keine hoheren Strukturen ausbildet. Auch Matrilin-2 endet C-terminal mit
einem Coiled-Coil-Motiv aus funf Heptad-Wiederholungseinheiten und zwei vorangehenden
Cysteinen. Das errechnete Molekulargewicht des murinen monomeren Proteins betrégt 104
kDa. SDS-PAGE und eine elektronenmikroskopische Untersuchung des rekombinanten
Proteins lieen auf eine Tetramerisierung der Matrilin-2-Untereinheiten schlief3en, die
disulfidstabilisiert ist (Piecha et al., 1999). Das Ergebnis der Untersuchung des C-terminalen
Coiled-Coil-Fragmentes, das eine Trimerisierung zeigte, |alt folgern, dald auch der tbrige Tell
des Proteins einen Einflul auf den Oligomerisierungsgrad hat (Pan und Beck, 1998). In
Elektronenmikrographien erscheinen die Untereinheiten des Matrilin-2 trotz der hohen
Anzahl an EGF-Modulen as kompakte schlaufenformige Struktur, die wahrscheinlich auf
Grund einer intrachenaren Wechselwirkung der beiden vVWFA-Doménen zustande kommt
(Piecha et al., 1999). Eine N-Glykosylierung des Proteins bei rekombinanter Expression in
HEK-293-EBNA-Zellen konnte nachgewiesen und ene O-Glykosylierung mit
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat oder Heparansulfat ausgeschlossen werden (Piecha et al.,
1999).

Wechselwirkungsstudien mit Matrilin-2, die zur Ergrindung seiner bisher unbekannten

Funktion beitragen sollten, geben Hinweise auf Interaktionen mit fibrillenbildenden
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Kollagenen, Laminin, Fibronektin und Fibrillin (Piecha, Dissertation, 1999). In
Zellkulturexperimenten mit glatten Muskelzellen bildet Matrilin-2 ein  extrazelluléres,
fibrilldres Netzwerk aus (Piechaet al., 1999).

Matrilin-3

Das reife Monomer des Matrilin-3 besitzt wie Matrilin-2 einen N-terminalen, argininreichen
Sequenzabschnitt aus 40 Aminosauren, an den sich eine VWFA-Doméane anschlief3t. Im
Gegensatz zu allen anderen Matrilinen besitzt Matrilin-3 nur diese eine VWFA-Domaéne, der
sich C-termina vier EGF-Motive und dann eine potentielle C-terminale Coiled-Coil-Doméne
anschlief®en. Zwel konservierte Cysteine und die darauf folgenden vier Heptad-
Wiederholungseinheiten stellen innerhalb der Matrilin-Familie das Coiled-Coil-Motiv dar, das
den betreffenden Konsensus am wenigsten erfillt. (Wagener et al., 1997; Wagener et al.,
2000). Das errechnete Molekulargewicht des murinen Matrilin-3 betrégt 49 kDa. In HEK-
293-EBNA-Z€llen rekombinant exprimiertes Matrilin-3, zeigt in der SDS-PAGE ein
Laufverhalten, das einen starken Hinweis auf eine Tetramerisierung des Proteins darstellt. An
der Oligomerisierung ist die Coiled-Coil-Region entscheidend beteiligt, denn rekombinantes
Matrilin-3 dem die Coiled-Coil-Region fehlt, besitzt nicht die Fahigkeit Oligomere zu bilden.
Die Oligomere des Volllangenkonstruktes zerfallen nach Reduktion in ihre Untereinheiten.
Dal} die der Coiled-Coil-Doméne benachbarten Cysteine fur die Disulfidverknipfung der
Untereinheiten verantwortlich sind, ist wahrscheinlich, aber noch nicht nachgewiesen
(Nitsche, Diplomarbeit, 1997; Klatt et al., 2000).

Wie die Expression des Matrilin-1, ist die des Matrilin-3 hauptséchlich auf skeletale Gewebe
beschrankt. Im Gegensatz zu Matrilin-1, das beispielsweise mit zunehmendem Alter eines
Rindes in dessen Trachealknorpel akkumuliert, sinkt die Gewebekonzentration an Matrilin-3
drastisch nach Abschlul® von Wachstums- und Umwandlungsprozessen. Das Protein &3t sich
hauptsachlich in Knorpel wie dem der Trachea, des Anulus Fibrosus und dem der Epiphysen
fétaler und neugeborener Mause detektieren. Dort ist es Bestandtell der territorialen wie der
interterritorialen Matrix der Ruhe-, Proliferations- und hypertrophen Zone. Auch nach der
Ossifikation der knorpeligen Knochenanlagen ist das Protein vorhanden. Die Expression des
Matrilin-3-Gens durch Osteoblasten wurde durch in-situ-Hybridisierung nachgewiesen. Wie
Matrilin-1 ist Matrilin-3 in der oberen Schicht des artikuléren Knorpels nicht vorhanden (Klatt
et al., 2000). In Zellkulturexperimenten mit RCS-Zellen (Swarm-rat-chondrosarcoma-
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Zellen), bildet extrazelluldres Matrilin-3 ein kollagenabhéngiges, zellverbindendes Netzwerk
(Klatt et al., 2000). Neulich wurde von Mutationen im Matrilin-3-Gen von Patienten berichtet,
die an multipler epiphysérer Dysplasie leiden (Chapman et al., 2001).

Matrilin-4

Matrilin-4 besteht aus zwel VWFA-Doméanen. Dazwischen liegt ein Sequenzbereich aus vier
EGF-Modulen. Den C-Terminus des Proteins bildet ein potentielles Coiled-Coil-Motiv aus
4,5 Heptad-Wiederholungseinheiten. Die beiden Cysteine am N-Terminus der Coiled-Coil-
Sequenz sind, wie in den anderen Mitgliedern der Matrilin-Familie, konserviert. Eine
SpleiRvariante des murinen Matrilin-4, der die N-terminale VWFA-Domane fehlt (Wagener et
al., 1998 a) und humane Spleil3varianten mit veranderter Anzahl von EGF-Modulen, wurden
per RT-PCR nachgewiesen (Wagener et al., 1998 b).

Von alen Matrilinen zeigt Matrilin-4 die breiteste Gewebeverteilung. Immunhistochemisch
detektierbar in dichtem und lockerem Bindegewebe kommt es in nahezu jedem Gewebe vor,
in dem auch ein anderes Matrilin exprimiert wird, seien es die skeletalen Matriline Matrilin-1
und Matrilin-3 oder das zu diesen komplementére Matrilin-2. Zusétzlich ist Matrilin-4 auch in
der oberen Schicht des sich entwickelnden Gelenkknorpels vertreten, in dem keine anderen
Matriline nachgewiesen wurden. In ascorbathaltigen Kulturen primérer embryonaler
Mausfibroblasten bildet Matrilin-4 ein extrazel luléres Netzwerk (Klatt et al., 2001).
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Die Thrombospondin-Familie

Wie die Matriline, sind auch die Thrombospondine (TSP) multimere nichtkollagene Proteine
der extrazellularen Matrix. Auch se sind moduldr aufgebaut (Abb. 11).
Charakteristischerweise besteht ihr C-terminaler Tell aus einer Serie von acht
calciumbindenden TSP-Typ-ll1I-Motiven und einer C-terminden Domane, die beide
thrombospondinspezifisch sind. Der Besitz von drel bis vier EGF-Doménen, die teilweise
vom calciumbindenden Typ sind (s.u.) und von einer Coiled-Coiled-Region, die im Falle des
TSP-1 und TSP-2 der Trimerisierung und im Falle des TSP-3, TSP-4 und COMP (TSP-5) der
Pentamerisierung dient, ist den Thrombospondinen gemeinsam. Wie bei den Matrilinen, sind
die Untereinheiten der Oligomere in der C-terminalen Nachbarschaft der Coiled-Coil-Doméne
durch Cysteinbriicken rethum miteinander verbunden. Mit Ausnahme des COMP, das mit
einem N-terminalen  Coiled-Coil-Motiv  beginnt, tragen Thrombospondine eine
heparinbindende N-terminale Domaéne, die keine Homologien zu anderen bekannten Proteinen
aufweist. AufBer im Oligomerisierungsgrad unterschieden sich TSP-1 und TSP-2 von den
ubrigen Familienmitgliedern durch den Besitz einer prokollagendhnlichen Doméne und dreier
darauf folgender TSP-Typ-I-Doménen. Dieser Sequenzabschnitt liegt zwischen der
Oligomerisierungsregion und der ersten EGF-Domane. In ihrer Gewebeverteilung zeigen die
Thrombospondine nur eine geringe ortliche und zeitliche Uberlappung. Es ist daher
anzunehmen, dal3 sie sich in ihren Funktionen genauso deutlich unterscheiden.
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Abb. 11: Die Thrombospondin-Familie. Den modularen Aufbau der Thrombospondine zeigt eine schematische
Darstellung der Monomere. Die abgebildeten Modelle der oligomeren Proteine basieren auf
elektronenmikroskopischen Untersuchungen.

Thrombospondin-1 und -2

Das bestcharakterisierte Thrombospondin ist TSP-1. Wie TSP-2 bildet es Trimere mit einem
apparenten Molekulargewicht von 450 kDa in der SDS-PAGE (Lawler et al., 1978) und einer
dreiarmigen Struktur in Elektronenmikrographien (Chen et al., 1996 & Lawler et al., 1985;
Coligan und Slayter, 1984). Beide sind in einer Vielzahl von Geweben prasent. Zahlreich sind
auch die fiir TSP-1 vorgeschlagenen Eigenschaften und Funktionen. Einen Uberblick tiber die
Eigenschaften der beiden Thrombospondine geben folgende Artikel: Chen et al., 2000 a;
Bornstein et al., 2000.

In relativ grofen Mengen kommt TSP-1 in den o-Granula der Blutpl&ttchen vor, aus denen es
erstmalig isoliert wurde (Lawler et al., 1982). Es zeigt Interaktionen mit vielen Proteinen der
extrazelluldren Matrix, wie Laminin (Lawler et al., 1986), Fibronektin (Lahav et al., 1984),
Kollagen 1 und Kollagen V (Galvin et al., 1987; Mumby et al., 1984). Durch Bindung



EINLEITUNG 30

aktiviert es die Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie (Schultz-Cherry et al., 1995; Murphy-
Ullrich und Poczatek, 2000). Damit und durch Zellbindung Uber diverse Rezeptoren, darunter
auch Integrine, nimmt es an einer Reihe von Regulationsmechanismen in Entzindungs-
prozessen, Wundheilung und Angiogenese teil. Es hat Einflul auf Zellproliferation, -
migration und Apoptose.

TSP-1-defiziente Méuse zeigen in den ersten vier Wochen nach der Geburt keinen auffélligen
Phanotyp. Danach wurden vermehrt Pneumonien und eine erhdhte Anzahl von Leukozyten im
Blut beobachtet (Lawler et al., 1998). Obwohl weniger schwerwiegend, &hneln die
beobachteten Gewebeanomalien denen in TGF-B1-defizienten Méausen (Crawford et al.,
1998). Zahlreichen Gewebedefekte weisen TSP-2-defiziente Mause auf. Der Mangel an TSP-
2, das in der Wildtypmaus in Knorpel, Perichondrium, Periost, Skeletalmuskel, den Stratum
Retikulare der Dermis, und dem in der Entwicklung befindlichen Knochen zu finden ist
(Tooney et al., 1998; Iruela-Arispe et al., 1993), aul3ert sich beispielsweise in einer gestdrten
Fibrillogenese (Kyriakides et al., 1999). Besonders in der Embryonalentwicklung der Maus
besitzen TSP-1 und TSP-2 deutliche Unterschiede in ihrer ortlichen und zeitlichen
Gewebeverteilung (Tooney et al., 1998; Iruela-Arispe et al., 1993). Hinweise auf
Heterooligomere aus TSP-1 und TSP-2 gibt es bisher nicht. Zusammenfassend bleibt zu
sagen, dal3 TSP-1 und TSP-2 trotz der hohen Homologie offensichtlich unterschiedliche
Funktionen besitzen.

Thrombospondin-3 und -4

TSP-3 und TSP-4 bilden Pentamere, die in der SDS-PAGE ein apparentes Molekulargewicht
von etwa 600 kDa zeigen. lhre Struktur wurde durch Elektronenmikroskopie nach rotary
shadowing dargestellt. Murines TSP-3 (Chen et al., 1996 @) und humanes TSP-4 (Lawler et
al., 1995) wurden dazu nach rekombinanter Expression unter nativen Bedingungen isoliert.
Aulerdem wurde natives, aus Rindersehnen isoliertes TSP-4 untersucht (Hauser et al., 1995).
Nach einem von Lawler et al. (1995) postulierten Modell fir TSP-4, das aufgrund der hohen
Homologie zum TSP-3 wahrscheinlich auf dieses Ubertragbar ist, stellen funf terminae
globulére Einheiten die C-terminalen Doménen des TSP-4 dar. Jewells ein dinnes flexibles
Segment, das aus den TSP-Typ-lll- und EGF-Motiven aufgebaut ist, verbindet das C-
terminale Modul mit einer pentameren Coiled-Coil-Doméne im Molekilzentrum. Eine

groRere  Masseansammlung im  Molekllzentrum resultiert wahrscheinlich aus eng
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aneinanderliegenden globuléren N-terminalen Doménen, die nicht as Einzelstrukturen
aufzulésen waren. Ob diese Masseanhaufung, die an manchen TSP-4-Molekilen fehlte
(Hauser et al., 1995), ein Artefakt der rotary-shadowing-Technik war, bleibt zu untersuchen.
Das Fehlen einer solchen Masseanhdufung kann auf eine proteolytische Spaltung zwischen

der N-terminalen- und der Coiled-Coil-Doméane zurtickzufihren sein (Hauser et al., 1995).

Die Gewebevertellung des TSP-3 ist bisang nur auf mRNA-Ebene untersucht. Die
Transkription des Gens konnte ab dem 15. Tag der Embryonalentwicklung in Gehirn, Lunge
und Neuronen von Mausen beobachtet werden. In der adulten Maus ist die mRNA nur noch in
der Lunge stark transkribiert (Iruela-Arispe et al., 1993). In 15-Tage-alten Hihnerembryonen
wurde sie im Perichondrium und im artikularen, proliferierenden und hypertrophen Knorpel
nachgewiesen (Tucker et al., 1997). Funktionen des TSP-3 sind bislang nicht bekannt. Ein
RGD-Motiv zur integrinvermittelten Zellbindung, wie es im Bereich der TSP-Typ-lll-
Domaénen des TSP-1 und des TSP-2 vorkommt, ist weder in der murinen noch in der humanen
TSP-3-Sequenz konserviert. An TSP-3 defizienten Mausen konnte bisher kein Phéanotyp
festgestellt werden.

Ungeklart ist auch die Funktion des TSP-4. Seine Expression ist etwa ab dem 10. Tag der
Embryogenese erkennbar. Mit fortschreitender Entwicklung nehmen die Orte der Expression
zu. Haufig ist sie dann in Bindegeweben um Organe, im Perichondrium und Periost zu finden.
Ab dem 17. Tag der Embryogenese entspricht die Gewebeverteilung der in neugeborenen und
adulten Mausen. Es kommt beispielsweise in Sehnen und Béndern, in den lockeren
Bindegeweben der Dermis und der Skelettmuskulatur vor. Wahrend der Wundheilung wird es
Uberexprimiert (Narouz-Ott, Dissertation, 1999). Humanes TSP-4 besitzt im Gegensatz zum
TSP-4 der Ratte und des Krallenfrosches ein RGD-Zellbindungsmotiv im Bereich der TSP-

Typ-I11-Domanen.

COMP (Thrombospondin-5)

Die bouquetdhnlichen Pentamere des COMP besitzen ein Molekulargewicht von etwa 524
kDa (Hedbom et al.,, 1992). Das nach elektronenmikroskopischer Untersuchung
vorgeschlagene Modell fiur COMP (Mérgelin et al., 1992) entspricht dem des TSP-4 mit
Ausnahme der zentralen N-terminalen Doméanen, die COMP nicht besitzt. Interessanterweise
gibt es Hinweise auf Heterooligomere dieser beiden Thrombospondine (Hecht et al., 1998 a;

F. Zaucke, personliche Mitteilung)
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Zu finden ist COMP in der extrazelluldren Matrix von Knorpel, Sehnen und Béandern
(Hedbom et al., 1992; DiCesare et al., 1994 a, b; Hauser et al., 1995), aber auch in der
Membrana Synovialis (DiCesare et al., 1997) und der Synovia (Saxne und Heinegard, 1992).
Im sich entwickelnden Knorpel ist COMP im territorialen Bereich der Chondrozyten
detektierbar (Shen et al., 1994; Hedbom et al., 1992). Im adulten Knorpel liegt es in den
tieferen Schichten der interterritorialen Matrix vor. Uber die Funktionen von COMP wird zur
Zeit nur spekuliert. Die Bindung an priméren Rinderchondrozyten in Zellkulturexperimenten
(Sommarin et al., 1989; DiCesare et al., 1994 b) und die territoriale Lokalisierung im jungen
Knorpel lassen vermuten, dal3 das Protein an fir die Knorpelentwicklung wichtigen
Zellinteraktionen teilnimmt. Ein RGD-Motiv ist im humanen und murinen COMP
konserviert, im Protein der Ratte jedoch nichtt Ob COMP an ener direkten
integrinabhéngigen oder -unabhangigen Zellbindung beteiligt ist oder ob andere Proteine der
extrazelluldren Matrix as Bindeglied dienen, bedarf noch der Klarung. Kirzlich wurde
gezeigt, dal3 COMP in zinkionenabhangiger Weise an die fibrillenbildenden Kollagene | und
[l bindet (Rosenberg et al., 1998).

Eine Vielzahl von COMP-Mutationen wurde identifiziert, die zu den Knorpeldysplasien
PSACH (pseudoachondroplasia) oder MED (multiple epiphyseal dysplasia) fuhren (Holden
et al., 1999; Deere et al., 1998; Muragaki et al., 1996; Hecht et al., 1995; Briggs et al., 1995);
bis auf vier Mutationen in der C-terminalen Doméne betreffen ale Ubrigen den Bereich der
Ca’*-bindenden TSP-Typ-lll-Doménen. Meist sind dort Aspartate betroffen, die
wahrscheinlich an der Koordination von Calciumionen oder aber Cysteine, die an der Bildung
der Ca™-bindenden Struktur beteiligt sind. Mutierte Exon/Intron-Ubergénge, eine
Verschiebung des Leserasters oder vorzeitige Stop-Kodons, also Mutationen, die zum Verlust
grofRerer Bereiche im reifen COMP fihren konnen, wurden bisher bei PSACH oder MED
nicht entdeckt. Neben Mutationen im COMP-Gen wurden auch mutierte Kollagen-1X-Gene
entdeckt, die MED zur Folge haben. Die unauffélige Entwicklung COMP-defizienter Mause
zeigt, dal3 die Expression von mutiertem COMP notwendig ist, um die entsprechende
K norpel dysplasie auszul 6sen (L. Svensson und A. Oldberg, personliche Mitteilung).

Chondrozyten von Patienten, die an den oben genannten Knorpeldysplasien leiden, lassen im
Elektronenmikroskop grofle, lamellare bis granuldre Einlagerungen im rauhen
endoplasmatischen Retikulum erkennen (Hecht et al., 1998 b; Maddox et al., 1997; Maynard
et al., 1972; Stanescu et al., 1993, 1982 a, 1982 b), die Aggrekan, COMP und Kollagen IX
aber kein Kollagen Il enthalten (Maddox et al., 1997; Stanescu et al., 1993, 1982 a, 1982 b).
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Mit einer starken Reaktivitédt in diesen charakteristischen Einlagerungen geht eine sehr
schwache extrazelluléare Markierung mit dem gegen COMP gerichteten Antikorper einher, die
eine stark verminderte COM P-Sekretion anzeigt (Delot et al., 1998).
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Domanen der Matriline und Thrombospondine

Gemeinsame Domanen der Matriline und Thrombospondine

Die epider mal er-Wachstumsfaktor -ahnliche Doméne

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF, epidermal growth factor) ist ein kleines
extrazelluléres Protein aus 53 Aminosauren, das nach dem Binden an einen
zellmembrandurchspannenden Rezeptor Mitose und Wachstum von Epidermis- und anderen
Zellen anregt (Carpenter und Cohen, 1990). Mittlerweile sind zahlreiche zum EGF homologe
Domanen aus extrazellularen Proteinen bekannt. Auffallig ist, dal3 sie paarweise oder sogar in
langeren Ketten auftreten (Doolittle, 1995). Strukturuntersuchungen mit nuklearmagnetischer
Resonanzspektroskopie ergeben: epidermaler-Wachstumsfaktor-ghnliche Doménen (EGF-
Domaénen) sind ein kompaktes Paket aus funf kurzen 3-Stréangen (Montelione et al., 1992),
das von drel Disulfidbriicken zusammengehalten wird. Einige EGF-Doménen sind in der Lage
Calciumionen zu binden (Rees et al., 1988). Dazu benttigen sie vor ihrem ersten Cystein die
Konsensussequenz D/N-X-D/N-E/Q (X: hydrophobe Aminosaure, der Schragstrich trennt
aternative Aminosauren). Solche finden sich in den Proteinen der Thrombospondin-Familie,

aber nicht im Matrilinen.

Coiled-Coil-Doméane

Coiled-Coil-Domanen dienen in einer Vielzahl von Proteinen der Oligomerisierung, fur die
folgendes Modell existiert (Abb. 12). Proteinsequenzen, die in der Lage sind Coiled-Coil-
Doménen auszubilden, zeichnen sich durch Heptad-Wiederholungseinheiten vom Typ
abcdefg und eine o-helikale Sekundarstruktur aus. Die fett hervorgehobenen Positionen a und
d werden von hydrophoben Aminosduren - mit Ausnahme von Prolin - eingenommen. Die
Ubrigen Positionen sind mit hydrophilen Aminosduren besetzt. Der Glycinanteil ist dabei
gering. An den Stellen e und g befinden sich haufig gegensétzlich geladene Reste. Wegen der
o-helikalen Sekundérstruktur der Einzelstrange, sind die Restea und e (a + 4) sowied und g
(d + 3) raumlich benachbart. Unter Ausbildung interchenarer hydrophober Wechselwirkungen
zwischen den Resten a und d und Salzbriicken zwischen den geladenen Gruppen e und g
treten die Untereinheiten durch Superspiralisierung zur o-helikalen Coiled-Coil zusammen
(Beck et al., 1996). Fur Matrilin-1 (Dames et al., 1998) und COMP (Malashkevich et al.,
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1996) wurde gezeigt, dal3 zwei Cysteine, die dem Coiled-Coil-Motiv N-terminal benachbart

sind, unter Ausbildung von interchenaren Disulfidbriicken fir zusétzliche Stabilitét sorgen.

Abb. 12: Rolle der Heptad-Wiederholungseinheiten in der Coiled-Coil-Tripelhelix: Die Abbildung zeigt einen
Querschnitt durch die trimere superspiralisierte Struktur. Die gestrichelten Linien zeigen die hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Resten a und d wie auch die Salzbriicken zwischen den Gruppen e und g an.

Die beobachteten Oligomerisierungsgrade variieren vom Dimer bis hin zum Pentamer. Wie
eine Punktmutationen (Arg — GIn) annehmen |&3t, haben die meist geladenen Gruppen e und
g Einflud auf den Oligomerisierungsgrad (Beck et al., 1997). Diskrepanzen zwischen
Untersuchungen an Peptiden (Pan und Beck, 1998) und an Volll&geproteinen (Piecha et al.,
1999) zeigen, dal3 auch die tbrigen Bereiche des Proteins einen Einfluld auf die Coiled-Coail-
Oligomerisierung haben konnen. Die Positionen e und g bestimmen wahrscheinlich auch,

welche Einzelstrange interagieren und damit die Stochiometrie méglicher Heterooligomere.

Aul%er in Matrilinen und Thrombospondinen findet man Coiled-Coil-Doménen beispielsweise
auch in den Proteinen Keratin (Haar), Myosin (Muskel), Laminin (Basalmembran) und Fibrin
(Blutgerinnsel).

Zusédtzliche Domane der Matrilin-Familie — Die von-Willebrand-Faktor-A-&hnliche Doméne

Im namengebenden von Willebrand Faktor liegen unter anderem drei homologe Doméanen
vom Typ-A vor (VWFA-1, vWFA-2 und VWFA-3). Der von Willebrand Faktor, ein
multimeres Glykoprotein, nimmt an der Blutgerinnung teil. Er ermdglicht die Anlagerung der
Blutpléttchen (Thrombozyten) an das durch Verletzung freigelegte Subendothelium, indem er
Bestandteile des Subendotheliums wie Kollagene und heparinghnliche Polysaccharide mit
Thrombozytenrezeptoren verbriickt (Turitto et al. 1984, Girma et al. 1987). Von-Willebrand-
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Faktor-A-dhnliche Doméanen (VWFA-Doménen) findet man in Proteinen des Immun- und
Komplementsystems, in den a-Ketten einiger Integrine und Proteinen der ECM wie Kollagen
VI, in dem sie sehr zahlreich (15 bis 18 je Molekil) vertreten sind (Colombatti und Bonaldo,
1991). Sie besitzen die Fahigkeit, Proteoglykane, Laminin und Kollagene der Typen | bis VI
zu binden (Colombatti und Bonaldo, 1991). Auch von Wechselwirkungen der vWFA-
Domanen untereinander (Fowler und Fretto, 1989) wird berichtet. In Rontgenstrukturanalysen
von VWFA-Domanen des von Willebrand Faktors (Emsley et al., 1998; Huizinga et al., 1997)
und der VWFA-Doméanen von Integrinen (Emsley et al., 1997; Lee et al., 1995), konnte deren
typische o/-Rossman-Faltung gezeigt werden (Abb. 13, A), in der ein zentrales B-Faltblatt
zwischen charakteristisch angeordneten o-helikalen Abschnitten liegt. N- und C-Terminus
dieser Doméne liegen dicht beieinander. Auf der gegentiberliegenden Seite dieser globuléren
Faltungseinheit liegt eine metallionenabhangige Bindungsstelle (MIDAS). Ein solches
MIDAS-Mativ besteht aus dem Konsensus DXSXS (X: beliebige Aminosdure) und anderen
geeigneten Aminosauren, die nichtkontinuierlich mehr C-terminal gelegen sind. Es ist in der
Lage Kationen wie Mg®* und Mn?* koordinativ zu binden (Abb. 13, B). Unter Beteiligung von
drei Wassermolekilen (w) resultiert dabei eine oktaedrische Koordination (Emsley et al.,
1997). Mutationsexperimente (Kamata und Takada, 1994) und Co-Kristallisation konnten die
Beteiligung des MIDAS-Motives und der Proteinoberfléche in seiner Umgebung an der
K ollagenbindung dieser Doméne beweisen (Emsley et al., 2000). Ein zentrales Mg®*-lon geht
eine koordinative Interaktion mit einer Glutamat-Gruppe des Kollagens ein, die Teil einer
GER-Sequenz (Gly-Glu-Arg) ist. Zwar kénnen auch Mn®*-lonen die Position des Mg**-lons
einnehmen, nicht jedoch Ca?*-lonen, da diese einen wesentlich gréReren lonenradius besitzen.
Die Bindung der VWFA-Domane der Integrinketten a1l und o2 an unterschiedliche GER-
haltige Sequenzen des Kollagen | wurde nachgewiesen (Xu et al., 2000; Knight et al., 1998).
Die Beteiligung des MIDAS-Motives an der Kollagenbindung erklart die Abhangigkeit der
Interaktion von der Mg?*- bzw. Mn®*-Konzentration. Obwohl gezeigt werden konnte, daf
Ca’*-lonen alleine keinen fordernden Effekt auf die Interaktion der 02-vWFA-Doméne mit
Kollagen haben, wirken mikromolare Konzentrationen dieses Kations im Beisein von 2 mM
Mg**-lonen bindungsférdernd (Onley et al., 2000).
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)
in Kontakt mit Glu
des Kollagen

Abb. 13: vWFA-Doméne der Integrin a2-Kette und ihr Bindungsmotiv fir GER-Sequenzen in Kollagen-
Tripelhelices. In A ist die Tertiarstruktur der Doméane in der Band-Darstellung abgebildet. a-Helices sind griin, -
Strange rot und Schleifen grau dargestellt. Deutlich ist die o/pf-Rossman-Faltung zu erkennen. Wie in der
vergréRerten Darstellung des MIDAS-Motives (B), sind die Seitenketten, die das zentrale Mg”-lon koordinieren
(blaue Kugel), als Kugel-Stab-Modell gezeigt. C verdeutlicht die Bindung einer Kollagen-Tripelhelix an die vVWFA-
Domane. Das Mg®*-lon des MIDAS-Motives bindet dabei koordinativ den Glutamatrest einer GER-Sequenz. Die
errechneten Oberflachenladungen des Proteins sind wie folgt dargestellt: blau: positiv, rot: negativ, weil3: neutral.
(Ubernommen aus: Emsley et al., 1997)

Zusétzliche Domanen der Thrombospondin-Familie

TSP-Typ-111- und C-terminale Doméne

Allen Thrombospondinen ist gemeinsam, dald ihr C-terminaler Teil aus mehreren TSP-Typ-
[1I-Motiven und einer C-termindlen Domane bestent. Beide sind sowohl zwischen
verschiedenen Spezies as auch zwischen den verschiedenen Thrombospondintypen hoch
konserviert. Die C-terminale Domane des TSP-1 bindet an den Zelloberflachenrezeptor 1AP
(integrin-associated protein) (Gao et al., 1996). Ein RGD-Motiv im Bereich seiner TSP-Typ-
[11-Doménen ist fur eine integrinabhangige Zellbindung verantwortlich (Lawler und Hynes,
1989). Eine auf der Oberflache von Endothelzellen befindliche Proteindisulfidisomerase kann
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einen Disulfidaustausch katalysieren. Damit verbundene Strukturéanderungen fuhren zur
Freilegung der RGD-Sequenz (Hotchkiss et al., 1998).

TSP-Typ-Il1I-Motive zeigen eine Homologie zur caciumbindenden EF-Hand des
Calmodulins, einem Strukturelement aus einer a-Helix, einer Schlaufe und einer weiteren o-
Helix. Caciumionen werden im Bereich der Schlaufe unter pentagonal-bipyramidaler
Anordnung der Bindungen koordiniert (Ubersichtsartikel: Maurer und Hohenester, 1997;
Maurer et al., 1996). Obwohl den TSP-Typ-IlI-Motiven die flankierenden o-Helices der EF-
Hand fehlen, sind sie in der Lage Calciumionen zu binden (Misenheimer und Mosher, 1995;
Thur et al., 2001; Maddox et al., 2000; Chen et al., 2000 b). Man nimmt an, dal3 Cysteine in
den Typ-I11-Doméanen, durch Ausbildung von Disulfidbriicken am Aufbau cal ciumbindender
Schleifen beteiligt sind (Lawler und Hynes, 1986). Die Koordination von Calciumionen in
diesem Bereich ist mit drastischen Konformationsanderungen verbunden (Thur et al., 2001;
Maddox et al., 2000; Chen et al., 2000 b; Lawler et al., 1982), die sich wahrscheinlich auch
auf die C-terminale Doméane auswirken. Deshab wurde vorgeschlagen, den Bereich aus TSP-
Typ-111-Motiven und C-terminaler Doméne al's strukturelle Einheit zu betrachten (Chen et al.,
2000 b). Mit steigender Anzahl gebundener Calciumionen wird diese Proteinregion
kompakter. Elektronenmikroskopische Untersuchungen an TSP-1, TSP-4 und COMP zeigen
eine Verklrzung dieser Struktur nach Zugabe von Calciumionen (Chen et al., 2000 b; Lawler
et al., 1995; Lawler et al., 1982). Experimente von Misenheimer und Mosher (1995) zeigen,
dal’ Zinkionen einen senkenden Effekt auf die Calciumbindung haben. Eine Bindung von

Zinkionen an Thrombospondine wurde bisher aber nicht nachgewiesen.

N-terminale Doméne

Die geringsten Homologien weisen die verschiedenen Thrombospondintypen im Bereich der
N-terminalen Doméane auf. Genauer studiert, ist soweit nur die N-terminale Doméane des TSP-
1. Sie ist heparinbindend und man nimmt an, dal3 sie der Interaktion mit
Heparansulfatproteoglykanen dient, die beispielsweise as membrangebundene Co-
Rezeptoren der Zelloberflache (z. B. Syndekan) fungieren (Frazier, 1991). Die Bindung des
TSP-1 an den Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor fuhrt zu seiner Endozytose und darauf
folgend zu seiner Degradation. Sie bedarf der Anwesenheit von Heparansulfatproteoglykanen
und erfolgt Uber die N-terminale Doméane (Chen et al., 1996 b; Mikhailenko et al., 1997).
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Prokollagenahnliche und TSP-Typ-I-Doméane

Der Sequenzbereich aus prokollagenghnlicher Doméane und drei TSP-Typ-I-Doménen ist in
TSP-1 und TSP-2, aber nicht in den anderen Thrombospondinen zu finden. Die Funktion der
cysteinreichen prokollagendhnlichen Region, die homolog zum N-terminalen Propeptid der
ol-Kette des Kollagen | ist, ist bis heute unklar. Domanen mit Homologien zu TSP-Typ-I-
Motiven sind in den Proteinen vieler unterschiedlicher Organismen verbreitet. Diese Proteine
werden als Thrombospondin-Repeat-Superfamilie zusammengefaldt. Darunter sind Properdin,
die Komplementfaktoren C6 bis C9 und Metalloproteasen der ADAMTS-Familie.

Die von den TSP-Typ-I-Domédnen vermittelte Wechselwirkung mit  dem
Z€elloberflachenrezeptor CD-36 bedingt wahrscheinlich die antiangiogenetische Eigenschaft
des TSP-1 (Dawson et al., 1997) und die der mit den ADAMTS verwandten Proteasen
METH-1 und METH-2 (Vazques et al., 1999). Die TSP-Typ-I-Doménen sind an der
Aktivierung von TGF-B durch TSP-1 beteiligt, einem Vorgang, der durch TSP-2 inhibiert
werden kann (Schultz-Cherry et al., 1995; Murphy-Ullrich und Poczatek, 2000). TSP-Typ-I-
Motive, die in Proteinen von Maariaparasiten vorkommen, sollen, einer unbestétigten
Hypothese nach, an deren Zellbindung und damit an deren Eindringen in die Leber beteiligt
sein (Frazier, 1987).
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AUFGABENSTELLUNG

Strukturelle Untersuchungen und Wechselwirkungsstudien stellen die Grundlage fur die
Ermittlung der Funktionen von Proteinen dar und bilden die Basis fur die Erforschung von
Erkrankungen, die durch Abnormitdten in Proteinen hervorgerufen werden. Die
Proteinfamilie der Matriline und der Thrombospondine, von denen einzelne
Familienmitglieder mit Knorpeldysplasien in Verbindung gebracht wurden, sollten studiert

werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die in der Diplomarbeit begonnene strukturelle Untersuchung des
rekombinanten murinen Matrilin-3 weiterzuftihren und es mit nativ aus Gewebe gereinigtem
Matrilin-3 zu vergleichen. Gemeinsam mit dem spéter in unserer Arbeitsgruppe entdeckten
und rekombinant exprimierten Matrilin-4 sollten sie im Transmissionsel ektronenmikroskop
untersucht werden, so dal3 die elektronenmikroskopische Charakterisierung aller Mitglieder
der Matrilinfamilie auf den gleichen Stand gebracht wirde. Die zugehtrigen Techniken

sollten dazu an unserem Arbeitskreis etabliert werden.

Weil sich rekombinantes Matrilin-3 und Matrilin-2 bisang nur mit maldiger Ausbeute
isolieren lief3en, sollten rekombinante Varianten der Volllangeproteine mit einer Markierung
hergestellt werden, die eine geeignete affinitétschromatographische Ein-Schritt-Reinigung
ermoglichen sollte. Gegebenenfalls sollten Wechselwirkungspartner der Matriline identifiziert

werden.

Die von-Willebrand-Faktor-A-ghnlichen Domanen (VWWFA-Domanen) des Matrilin-2 und des
Matrilin-3 sollten als einzelne markierte Fragmente exprimiert werden. Sie gelten als wichtige
funktionelle Einheiten der Matriline und kénnten deren Bindungsmotive tragen. Fir einige
ihrer Homologe aus anderen Proteinen sind solche Bindungseigenschaften bereits beschrieben
(Colombatti und Bonaldo, 1991). Wenn erforderlich, sollten die vVWFA-Doménen wie die
Vollangen-Matriline in Wechselwirkungsexperimenten eingesetzt werden.

Die im Laufe der Arbeit mit den Matrilinen etablierten Methoden sollten bei der Erforschung
von Mitgliedern einer weiteren, den Matrilinen &hnlichen Familie extrazelluldrer
Matrixproteine, den Thrombospondinen eingesetzt werden. Auch hier sollten Strukturen und
Wechselwirkungen untersucht werden.
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ERGEBNISSE

Gemeinsame Merkmale der Matriline und Thrombospondine sind die Oligomerisierung Uber
eine disulfidbrickenstabilisierte Coiled-Coil-Doméne und der Besitz von EGF-dhnlichen-
Einheiten, die meist in Serien auftreten. Sie unterscheiden sich in den Bereichen, die man fir
funktionell hdt. An Stelle der heparinbindenden N-terminalen-, der Typ-I11- und C-terminalen
Doméne der Thrombospondine, besitzen Matriline ein oder meist zwei VWFA-dhnliche
Motive. Deren Homologe sind in der Lage Wechselwirkungen mit Proteoglykanen und

K ollagenen einzugehen (Colombatti und Bonaldo, 1991).

Rekombinante Expression und Reinigung von Matrilinen

Konstrukte und Klonierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein kompletter Satz rekombinanter Matriline hergestellt und
isoliert werden, der ausgedehnte Struktur- und Wechselwirkungsuntersuchungen erlauben
sollte. Dazu wurden neben den Volllangeproteinen Matrilin-2 und Matrilin-3, auch deren
einzelne VWFA-Domanen exprimiert (Abb. 14). Dies geschah in Erwartung einer geringeren
Aggregationsneigung der Fragmente im Vergleich zum Volllangeprotein und um
Interaktionen gegebenenfalls auf einzelne vWFA-Doménen eingrenzen zu konnen.
Domaénengrenzen wurden dabel unter Beriicksichtigung von Intron-Exon-Grenzen gezogen,
sofern diese bekannt waren (Deak und Wagener personliche Mitteilung). In alen geplanten
Fragmenten waren sowohl das N-terminale as auch das C-terminale Cystein enthalten, die
unter dem Verdacht standen eine intrachenare Disulfidbriicke zu bilden (Huizinga et al., 1997,
Bienkowskaet al., 1997; Lee et al., 1995).

Zur Vereinfachung der jeweiligen Proteinreinigung wurden die Konstrukte mit einer N-
terminalen Hiss-Markierung versehen. Ein bereits beschriebenes Volllangenprotein des
Matrilin-3 ohne Hiss-Markierung (Mat3fl; Nitsche, Diplomarbeit, 1997) wurde in dieser
Arbeit weitergehend charakterisiert. Eine N-terminale proteolytische Prozessierung, die bei
rekombinanter Expression in HEK-293-EBNA-Zellen am Mat3fl beobachtet wurde, wurde
bei der Planung des Hiss-markierten Proteins berticksichtigt, indem die ersten sieben N-
terminalen Aminosauren ausgelassen wurden. Die Erkennungssequenz der Schnittstelle, die

hinter der siebten Aminosaure lag, sollte so zerstort werden.
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Zur rekombinanten Expression wurde die gewinschte murine Matrilinsequenz per PCR
amplifiziert. Die beiden dabei verwendeten Primer beinhalteten jeweils eine Adaptersequenz
mit Restriktionsschnittstelle, die eine gerichtete Klonierung des erzeugten Matrilin-Inserts in
die multiple Klonierungsregion des Vektors pCEP-Pu-BM40-Hiss (N-terminal) ermdglichte.
Auf diese, unter Material und Methoden genauer beschriebene Weise wurden Konstrukte
erzeugt, die fur hybride Proteine aus dem Signal peptid des BM-40 mit anschlief3endem Hiss-
Motiv und, C-terminal davon, der gewtnschten Matrilinsequenz kodierten. Das Signalpeptid
sollte die Sekretion aus der Zelle gewdhrleisten, indem es seinen zugehdrigen
Ribosomen/mRNA-Komplex zum und das entstehende Protein in das endoplasmatische
Retikulum (ER) leitete. Danach sollte es von der im ER vorhandenen Signalpeptidase
abgespalten werden. Unter Berlicksichtigung der Voraussagen fur die Schnittstelle dieser
Signalpeptidase (Nielsen et al., 1997) ergab sich der unten dargestellte theoretische N-

Terminus mit Hiss-Markierung.

1 10

APLVHHHHHHALYV....Matrilin.....

Die Sequenzen der rekombinanten Proteine sind in Anhang (Sequenzen muriner Matriline)
dargestellt.
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Matrilin-2:
HisMat2fl:

Al A2 N
5 GC CCA CTA GTT AGA GAG CGT CCC CAAGCC 3’ T =60°C
5 CAATGAC TGC GGC CGC TCATCTGTATTT TAG GCGATTTTCC 3’ T =68°C
HisMat2A1:

[ | Al
5 GC CCA CTA GTT GAG AGT TCC TGT GAG AATAAG C 3 Tm = 64°C
5 CAAT GAC TGC GGC CGC TTATGT GCA CAG TTT GTTCTG GAAC 3’ T =64°C
HisMat2A2:

[ | A2

5 GC CCA CTA GTT AGA TGC ACT GAAGGC CCAATT G 3’ T = 66°C
5 C AAT GAC TGC GGC CGC TTA TTC ACAGATGCC TTCTTTCAGC  3° T = 64°C
Matrilin-3;
Mat3fl:

A =
5 GC CCA CTA GTC CGT TTG GCC CGC GCG AGC 3 T =64°C
5 C AAT GAC TGC GGC CGC TTA ACG ATG TACTTG TCCATATTICT 3 Tm =60°C
HisMat3fl:

A =
5 GC CCA CTA GTT CGC CGG CTG GGGACAC 3 T =58°C
5 C AAT GAC TGC GGC CGC TTA ACG ATG TAC TTG TCCATATTC 3’ T = 64°C
HisMat3A:

[ | A

5 GC CCA CTA GTT TGC AAG AGC AGG CCTTTG 3 T =64°C

5 CAATGAC TGC GGC CGC TTA AGC ACAAAAGGT TTCCTG GAATC 37 Tm =66°C

B His,-Markierung hohe positive Ladungsdichte - Oligomerisierungsdoméne
A VWFA-Doméne EGF-Doméane B homologielose Sequenz

Abb. 14: Schematische Darstellung der rekombinant exprimierten Matrilin-Konstrukte. Unterhalb des
jeweiligen Konstruktnamens und der schematischen Darstellung des Proteins sind die Primer angegeben, die zu
seiner Generation dienten. Der 5-Spel-Adapter ist blau, der 3'-Notl-Adapter griin und das Stop-Kodon rot
hervorgehoben. Die Erkennungsstellen der Enzyme sind dabei kursiv dargestellt. Die Schmelztemperaturen (Trm)

der in schwarz wiedergegebenen matrilinspezifischen Sequenzen wurden nach der ,4+2-Regel” errechnet.
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Expression und Reiniqung Hiss-markierter Volllangeproteine von Matrilin-2 und Matrilin-3

Nach Transfektion und Selektionierung wurden die Zellkulturiberstande mit Hilfe von
Immunoblots getestet. Zum Erhalt einer moglichen Oligomerisierung wurden die
Volllangeproteine unter nichtreduktiven Bedingungen analysiert. Mit spezifischen Antiseren
gegen Matrilin-2 bzw. Matrilin-3 konnte die Sekretion des jeweiligen rekombinanten, Hiss-
markierten Volllangeproteines gezeigt werden (Abb. 15, Spur 1 und 17). Die Banden der
Uberexprimierten Proteine waren nach Farbung mit Coomassie Brilliant Blue deutlich
erkennbar (Spour 2 und 2).

Das Volllangenkonstrukt des Matrilin-2 wurde vergleichsweise schwach exprimiert (Sour 1
und 2). Die starksten Signale konnten im Bereich zwischen 66 kDa und 97 kDa detektiert
werden. lhre apparenten Molekulargewichte lagen damit deutlich unter der errechneten
Molekilmasse eines Matrilin-2-Monomers von 104 kDa. Die schwache Expression und die
mengenmaltige Dominanz der niedermolekularen Formen mit einer apparenten Molmasse
zwischen 66 kDa und 97 kDa, deckte sich mit den Erfahrungen fur das unmarkierte Matrilin-2
(Piechaet al., 1999).

Im Falle des Volllange-Matrilin-3 konnte ein charakteristisches Muster aus potentiellen
Tetra-, Tri-, Di- und Monomeren beobachtet werden (Spur 1° und 2°), das bereits vom
unmarkierten Matrilin-3 bekannt war (Nitsche, Diplomarbeit, 1997 und Klatt et al., 2000). Im
Vergleich zum Matrilin-2 war seine Expression schatzungsweise zehn mal hoher.

Nach Zellkultur im préparativen Mal3stab wurden die Hiss-markierten rekombinanten Proteine
mit Hilfe der Metallionenaffinitatschromatographie aus den Kulturiberstanden isoliert. Dazu
wurde der Zelkulturtiberstand (pH 7-8) Uber eine Saule mit Cobaltaffinitétsmatrix gegeben
(TALON™ Metal Affinity Resin, CLONTECH Lab., Inc.) und stufenweise durch
Kompetition mit Imidazol eluiert (Spur 4-7 bzw. 4°-77). Elution mit 250 mM Imidazol lieferte

homogene Proben der rekombinanten Proteine.

Vom schwach exprimierten Volllangeprotein des Matrilin-2 (Spur 7). konnten nur die
niedermolekularen Formen isoliert werden. Nach Reduktion zeigt die Probe im SDS-
Polyacrylamidgel zwei Banden auf (97 kDa und 67 kDa), von denen die obere dem
errechneten Molekulargewicht des Matrilin-2-Monomers von 104 kDa nahe kam. Ursache fir

das Auftreten einer 67-kDa-Bande ist wahrscheinlich eine proteolytische Prozessierung.
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Nennenswerte Mengen der bekannten Matrilin-2-Oligomere (Piecha et al., 1999) wurden mit

der Ein-Schritt-Reinigung nicht erhalten.

Das Volllangenprotein des Matrilin-3 zeigte auch nach der Reinigung das charakteristische
Bandenmuster (Spur 7°). Wie im Folgenden noch gezeigt wird, bestand es aus
unterschiedlichen Formen vom Monomer bis zum Tetramer. Auffdllig war ein
Doppelbandencharakter des Monomers im 50-kDa-Bereich und das Auftreten einer zweiten
Bande im 60-kDa-Bereich nach Reduktion (Spur 8).
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Matrilin-2: .
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Abb. 15: Expression und Reinigung Hise-markierter Volllange-Matriline. Je 25 pl des entsprechenden
Zellkulturiberstandes wurde nach zwei Tagen Kultur mittels SDS-PAGE (ohne Reduktion, Trenngele: 4-15%)
analysiert. Pfeile geben Ursprung und Lauffront der Gele an. Die Standardmolekulargewichte sind links in kDa
angegeben. Die Expression der Volllangenkonstrukte von Matrilin-2 (oben) und Matrilin-3 (unten) wurde im
Immunoblot nachgewiesen (1 und 1°), die zugehdrigen Banden waren im Medium auch nach Farbung mit
Coomassie Brilliant Blue erkennbar (2 und 2"). Die SDS-PAGE-Analysen der Reinigungen sind in den Spuren 3-7
bzw. 3°-7" dokumentiert (ohne Reduktion). Spur 3 und 3" zeigen den Saulendurchlauf. Die Spuren 4-7 bzw. 4°-7°
zeigen die Elutionen mit den oben angegebenen Konzentrationen an Imidazol. Nach Reduktion der isolierten

Proteine ergaben sich das in Spur 8 bzw. 8" dargestellte Bandenmuster.
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Expression und Reinigung Hiss-markierter vVWFEA-Doménen von Matrilin-2 und Matrilin-3

Die Sekretion der VWFA-Doménen in ihr Kulturmedium konnte mittels SDS-PAGE
nachgewiesen werden (Abb. 16). Durch Vergleich mit einem Kontrollmedium (1, Kontrolle)
von Zellen, die ein rekombinantes Protein von deutlich geringerer Mobilitét (> 66 kDa)
sezernierten, war die starke Uberexpression der VWFA-Doménen des Matrilin-2 (2,
HisM2Al; 3, HisM2A2) und der des Matrilin-3 (4, HisM3A) an jeweils einer Bande
erkennbar, die in der Kontrolle fehlte. Die Banden zeigten eine Mobilitét, die in etwa ihrem

errechneten Molekulargewicht von 21 kDa entsprach.

Die stark sezernierten VWFA-Domanen lief3en sich bel guter Ausbeute, mit der bei den
Volllangenproteinen beschriebenen Methode isolieren. In der SDS-PAGE zeigte sich die
Reinheit der eluierten Proteine (5-10).
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Abb. 16: Expression und Reinigung Hise-markierter vWFA-Doméanen der Matriline. Nach zwei Tagen Kultur
wurde je 1 ml des entsprechenden Zellkulturiiberstandes abgenommen und die darin enthaltenen Proteine nach
TCA-Fallung und Reduktion in der SDS-PAGE (Trenngele: 4-15%) analysiert. Durch Vergleich mit einem
Kontrollmedium (1, Kontrolle), konnte die Expression der vWFA-Doméanen von Matrilin-2 (2 und 3, HisM2A1 und
HisM2A2) und Matrilin-3 (4, HisM3A) nachgewiesen werden. Die Bandenlage der stark Uberexprimierten Proteine
ist mit einem Stern (x) markiert. Die mittels Metallionenaffinitdtschromatographie isolierten Proteine wurden nach
(5-7) und vor (8-10) Reduktion einer SDS-PAGE unterzogen (Trenngel: 15%) und mit Coomassie Brilliant Blue
angefarbt (5, 8: HisM2A1; 6, 9: HisM2A2; 7, 10: HisM3A). Die Standardmolekulargewichte sind links in kDa
angegeben, Ursprung und Lauffront mit Pfeilen markiert.
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Charakterisierung von rekombinantem Matrilin-3

Struktur und Oligomerisierung des rekombinanten Matrilin-3 sollten el ektronenmikroskopisch
untersucht  werden.  Isoliertes, unmarkiertes  Matrilin-3  wurde  dafur  nach
Negativkontrastierung visualisiert. Die sichtbaren Partikel zeigten Heterogenitét bezlglich
ihrer GrofRe. Bel genauerer Untersuchung konnte das Vorhandensein aller Formen vom
Monomer bis zum Tetramer beobachtet werden. Die Monomere wie die Untereinheiten der
Oligomere besal3en eine kaulquappendhnliche Form. Basierend auf den Modellen fir
Matrilin-1 und Matrilin-2 (Hauser und Paulsson, 1994, Piecha et al., 1999) wurde
angenommen, dal3 es sich um eine globulare VWFA-Domane handelte (Durchmesser: 5 + 1
nM), an die sich eine langgestreckte, diinne Struktur aus vier EGF-Doméanen anschlof? (Lange:
7 = 2 nm). In den Oligomeren waren diese Untereinheiten in einem einzelnen Punkt
miteinander verknipft und bildeten die bouquetdhnliche Anordnung aus, die auch fir
Matrilin-1 und Matrilin-2 beobachtet wurde. Von diesen unterschied sich Matrilin-3 durch
eine weniger kompakte Gestalt, die auf Grund fehlender C-terminaler VWFA-Doméanen mehr
Kontrastmittel im Molekilzentrum zuliel3. Dort waren die armahnlichen Strukturen deutlich
zu sehen. Besonders im Falle der Dimere war eindeutig sichtbar, dal3 diese fadenférmigen
Strukturen terminal miteinander verknlpft waren. Die Existenz eines Coiled-Coil-Motives, C-
termina von der Serie von EGF-Domanen, lield annehmen, dal3 die Oligomerisierung durch
Ausbildung einer Coiled-Coil erfolgte. Dal3 diese von ihren benachbarten Cysteinen unter
Ausbildung interchenarer Disulfidbriicken stabilisiert wurde, ist sehr wahrscheinlich, denn der
Zerfal der Oligomere in ihre Untereinheiten war in der reduktiven SDS-PAGE erkennbar.
Dies galt sowohl fur das unmarkierte Matrilin-3 (Nitsche, Diplomarbeit, 1997 und Klatt et al .,
2000) als auch fur das neue Protein mit N-terminaler Hiss-Markierung (Abb. 15, 8). MALDI-
TOF-Massenspektrometrie  (MALDI-TOF-MS) an Letzterem, die im Rahmen einer
Prozessi erungsuntersuchung durchgefihrt wurde, bestétigte dies (Klatt, Dissertation, 2001).
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Abb. 17: Elektronenmikroskopische Charakterisierung von rekombinantem Matrilin-3. Murines
rekombinantes Matrilin-3 wurde nach Negativkontrastierung im Transmissionselektronenmikroskop untersucht.
Der Balken entspricht 100 nm in der Ubersicht und 25 nm in den VergréRerungen der ausgesuchten Molekiile, in
denen von links nach rechts zwei mal ein Monomer, zwei mal ein Dimer, ein Trimer und ein Tetramer gezeigt
sind.

Reinigung und Charakterisierung von Matrilin-1/Matrilin-3-Heter ooligomer en

Das oben beschriebene rekombinante Matrilin-3 wurde zwar in eukaryontischen Zellen
exprimiert, die eine moglichst getreue Faltung, posttransationale Modifikation und
Oligomerisierung gewahrleisten sollten. Diese aber kdnnen sich, in Abhangigkeit von der Art
der sezernierenden Zelle, aso vom zellularen Umfeld, aber auch in Abhangigkeit vom
extrazelluldren Umfeld, unterscheiden. Folglich blieb die Frage, welche Form Matrilin-3 im
Gewebe besal3, zunéchst offen. Sie sollte durch Isolierung von Matrilin-3 aus Gewebe und

dessen anschlief’ende Charakterisierung geklart werden.
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Reinigung von Matrilin-1 und Matrilin-3 aus fotalen Rinderepi physen

Zur Isolierung von Matrilin-3 sollte ein Gewebe gewahlt werden, in dem es in ausreichender
Menge vorkam. Brustbeinknorpel eines adulten Rindes und Gelenkknorpel eines fotalen
Rindes wurden auf ihren Gehalt an nativ extrahierbarem Matrilin-3 getestet. Wegen des
erheblich héheren Gehaltes wurden die Epiphysen von Femur und Humerus eines Rinderftus
(5. — 6. Graviditatsmonat) im Beisein von 10 mM EDTA extrahiert. Der Reinigungsplan
orientierte sich an der Reinigung des unmarkierten rekombinanten Matrilin-3 und wurde mit
einer Kationenaustauschchromatographie begonnen. Bei einem pH-Wert von 7,4 und einer
Salinitét von 100 mM NaCl banden Proteine, die eine Immunreaktivité mit dem Matrilin-3-
Antiserum zeigten. Die Bindung erfolgte zwar nicht quantitativ, jedoch reichten die
Proteinmengen fur die weitere Reinigung aus. Die Hauptmenge der gewtnschten Proteine
eluierte bei einer Salinitét von 200 mM bis 500 mM NaCl. Die vereinigten Fraktionen wurden
zur weiteren Reinigung einer Gefiltration unterzogen, die zu ener Probe der zu

untersuchenden Proteine fihrte.



ERGEBNISSE 51

50 mM Tris HCI (pH =7,4)
Knorpelextrakt e LR

200 ml (10g Gewebe) 10 mM EDTA
je 2 mM NEM und PMSF

Kationenaustauscher 50 mM Tris HCI
Matrix: SP-Sepharose fast flow 0,1-1 M NaCl-Gradient

10 mM EDTA
pH=7,4
$ o
N [mi]
$% Q}&%"@\&% NP R SR & S0P P @ N ﬂi\b
- = = <
o [kDa]
= - - - - -200
=116
# — e ) P— -97
-66
< -39
- = w— —SQ::
—— _—— «
el
Gelfiltration ?gomMMTrGiscTCI
Matrix: Sepharose CL-6B m a
P 10 mM EDTA
pH =74
[ml]
SLELLELSELLL L & ° P PO EHP L 3 P
gl ————— e |
e wae e wemn SRR SN SRR SRS SRS meem— IS <
[kDa]
* - | =200
*
-0
o T -66
=39
> S -~ J—

Pool



ERGEBNISSE 52

Abb. 18: Reinigung von Matrilin-1- und Matrilin-3-Oligomeren aus fotalem bovinem Gelenkknorpel. Die
Fraktionen der Chromatographien wurden mittels SDS-PAGE (Trenngel: 4-15%, Silberfarbung) analysiert. Die
Standardmolekulargewichte sind rechts in kDa angegeben, Ursprung und Lauffront der Gele sind mit Pfeilen
markiert. Banden, die mit Matrilinantiserum reagierten, sind mit Sternen () markiert. Ein Immunoblot mit Matrilin-
3-Antiserum zeigt links  daneben die zugehdrigen Signale aus  einer Probe nach
Kationenaustauschchromatographie (eM3). Die mit einem Doppelkreuz (#) markierte Doppelbande wurde mittels
N-terminalem Edman-Abbau als C-terminales Kollagen-l1I-Propeptid identifiziert. Die anschlieRend vereinigten
Fraktionen der in der Gelfiltration isolierten Proteine sind mit ,Pool“ gekennzeichnet. Eine Probe aus dem Bereich
um 970 ml wurde in der weiter unten beschriebenen zweidimensionalen SDS-PAGE analysiert. Das Totalvolumen
der Gelfiltrationssaule betrug 1800 ml, das AusschluBvolumen 550 ml.

Bel der SDS-PAGE einer nichtreduzierten Probe der isolierten Proteine trat im geféarbten Gel
ein Muster aus sechs Banden im Molmassenbereich von 140 — 205 kDa auf (Abb. 17). Dieim
Vergleich zum rekombinanten Matrilin-3 komplexere Zusammensetzung des Bandenmusters

in diesem Bereich erforderte eine ausgedehnte Charakterisierung der Probe.

Der Grof¥eil der Banden zeigte im Immunoblot-Experiment Immunreaktivitét sowohl mit
Matrilin-3- as auch mit Matrilin-1-Antiserum und stellte mogliche Heterooligomere der
beiden Proteine dar (Abb. 17). Nur die Spezies mit der htchsten Mobilitét in der SDS-PAGE
zeigte deutlich eine reine Matrilin-1-Aktivitdt. Die Berlcksichtigung des apparenten
Molekulargewichtes (140 kDa), lief3 den Schluf3 zu, dal3 es sich um homotrimeres Matrilin-1
handelte.

Nach Reduktion zerfielen die Proteine in zwei Untereinheiten, die im Immunoblot als
Matrilin-3 (63 kDa) und Matrilin-1 (56 kDa) identifiziert wurden (Abb. 17). Man beachte, dal3
die Antiseren keine Kreuzresktivitét zum jewells anderen reduzierten Matrilin zeigten.
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Abb. 17: Matrilin-1/Matrilin-3-Heterooligomere in der eindimensionalen SDS-PAGE. Eine nichtreduzierte
Proteinprobe (1-3) (-SH, 4% Trenngel) zeigte im SDS-Polyacrylamidgel nach Farbung mit Coomassie Brilliant
Blue (1) finf Banden. Das Bandenmuster wurde in Immunoblot-Experimenten mit spezifischem Antiserum gegen
Matrilin-3 (2) (eM3) bzw. Matrilin-1 (3) (eM1) analysiert. Die Probe wies nach Reduktion (4-6) (+SH, 4-15%
Trenngel) zwei Banden im silbergefarbten Gel (4) auf, deren obere im Immunoblot Reaktivitat mit Matrilin-3-
Antiserum (5) (eM3) und deren untere Reaktivitat mit Matrilin-1-Antiserum (6) (oM1) zeigte. Die Standard-

Molekilmassen sind links in kDa angegeben. Pfeile markieren Ursprung und Lauffront der Gele.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie an Matrilin-1- und Matrilin-3-hatigen Komplexen aus

fotalem Rinderknorpel

Fur Matrilin-1 war bekannt, da3 es in der SDS-PAGE kein ideales Laufverhaten zeigt
(Paulsson und Heinegard, 1979). Ahnliches war auch fur Matrilin-3 zu erwarten. Zur
Bestimmung der Oligomerisierungsgrade wurden daher exakte Molmassen der reduzierten
Untereinheiten und  der  nichtreduzierten  Oligomere  mittels  MALDI-TOF-
Massenspektrometrie ermittelt. Die reduzierten Monomere wiesen Molekulargewichte von
53,0 kDa und 49,3 kDa auf (Abb. 18, A). Begrindet mit den aus den bekannten DNA-
Sequenzen errechneten Molekulargewichten von Matrilin-1 und Matrilin-3 aus Mensch (51,3
kDa und 50,0 kDa) und Maus (51,1 kDa und 48,9 kDa) und mit dem durch
Ultrazentrifugation (Paulsson und Heinegard, 1981) und MALDI-TOF-MS ermittelten
Molekulargewicht des bovinen Matrilin-1 aus Trachealknorpel von 52 + 2 kDa bzw. 54,8 kDa
ist das hdhere Molekulargewicht dem Matrilin-1 zuzuordnen, zumal auch gezeigt wurde, dal3

dieses N-glykosyliert ist (Paulsson und Heinegard, 1981). Die geringen Differenzen zwischen
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den errechenten Molmassen des Matrilin-3 aus Mensch und Maus und dem
massenspektrometrisch ermittelten Molekulargewicht des Rinder-Matrilin-3 sprechen fir ein
geringes Ausmald an moglichen posttrandationalen Modifikationen. Zu Beachten ist das
anomale Laufverhalten der beiden Proteine im SDS-Polyacrylamidgel in dem Matrilin-3 eine
geringere Mobilitdt als Matrilin-1 zeigte. Vor Reduktion erhielt man schwache, gering
aufgeloste Signale im Bereich von 155 kDa und 200 kDa, die auf die Existenz sowohl von
Trimeren als auch von Tetrameren schlief3en liefen (Abb. 18, B). Eine Auflosung in
Einzelsignale von Heterooligomeren unterschiedlicher Stochiometrie wurde nicht erreicht.
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Abb. 18: MALDI-TOF-MS von Matrilin-1 und Matrilin-3 aus fétalen Rindergelenken. Die untersuchten Proben
entsprachen denen in Abb. 19. Das Spektrum der reduzierten Probe (A) wies zwei Molekillionenpeaks (49262
und 52999) und die Signale der entsprechenden doppelt geladenen lonen auf (24752 und 26501). Vor Reduktion
(B) wurden zwei breite Signale gemessen, die in etwa dem Dreifachen (155357) bzw. dem Vierfachen (202159)
der Molmasse der reduzierten Untereinheiten entsprachen. Die Signale der zugehdrigen doppelt (77777 und
101177) und dreifach (51306 und 67368) geladenen Spezies sind ebenfalls im Spektrum ersichtlich.
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Zweidimensiona e SDS-PAGE zum Nachweis von Matrilin-1/M atrilin-3-Heterooligomeren

Da die mangeinde Auflésung der MALDI-TOF-MS im hohen Molekulargewichtsbereich
keine Unterscheidung zwischen méglichen Homo- oder Heterooligomeren erlaubte, wurde
eine Probe, in der die drei grofiten Oligomere mittels Gelfiltrationschromatographie
angereichert waren, einer zweidimensionalen SDS-PAGE unterzogen. In der ersten
Dimension, unter nichtreduzierenden Bedingungen waren die drei Banden dieser Oligomere
erkennbar. Wegen der reduzierenden Bedingungen der zweiten Dimension zerfielen die
Oligomere in ihre Untereinheiten. Dabel wies monomeres Matrilin-1 eine hthere Mobilitét
auf als das Matrilin-3-Monomer (siehe auch Abb. 19). Es war erkennbar, dal? das Oligomer
mit der geringsten Mobilitdt in der ersten Dimension nur aus Matrilin-3-Untereinheiten
bestand und damit - seinem apparenten Molekulargewicht nach - ein Homotetramer war. Die
beiden mobileren Formen zerfielen sowohl in Matrilin-3- as auch in Matrilin-1-
Untereinheiten und stellten demnach Heterotetramere dar, deren Laufunterschied vermutlich

von einer unterschiedlichen stéchiometrischen Zusammensetzung herrihrte.
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Abb. 21: Zweidimensionale SDS-PAGE (nichtreduziert gefolgt von reduziert). Matrilinoligomere wurden unter
nichtreduzierenden Bedingungen im 4% Trenngel separiert (-SH). Die Spur wurde ausgeschnitten, horizontal auf
ein weiteres SDS-Gel gegeben und unter reduzierenden Bedingungen, bei einem Trenngel von 7,5% einer
erneuten Elektrophorese unterzogen (+SH). Die Gele wurden mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Pfeile zeigen
die Richtung der Elektrophorese an. Die Molekulargewichte der Standardproteine sind oben und rechts in kDa
angegeben. Pfeilspitzen markieren Ursprung und Lauffront der Gele.
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Elektronenmikroskopie an Matrilin-1/M atrilin-3-Heterooligomeren

Im Vergleich zum rekombinanten Matrilin-3, lie3 die elektronenmikroskopische
Untersuchung der Praparation aus fétalem Kalbsgewebe eine hohere Heterogenitét in der
Lange der arméhnlichen Strukturen erkennen. Sie deutete darauf hin, dal3 die Molekile aus
unterschiedlich langen Untereinheiten aufgebaut waren. Dabel war - in Einklang mit der
Massenspektrometrie - sowohl eine Anordnung zu Trimeren, wie auch zu Tetrameren
erkennbar. In den Vergrof3erungen ausgewdahlter Molekile ist ganz links ein Homotrimer aus
kurzen Untereinheiten zu erkennen, ganz rechts ein ausschliefdich aus langen Untereinheiten
bestehendes Tetramer. Die Partikel dazwischen représentieren Mischformen der beiden

Untereinheiten und damit Heterooligomere.

Abb. 22: Transmissionselektronenmikroskopie der Matrilin-1/Matrilin-3-Komplexe. Eine Probe, vergleichbar
mit der in Abb. 19, wurde nach Negativkontrastierung untersucht. Der Balken entspricht 100 nm in der Ubersicht

und 25 nm in den VergroéRRerungen der ausgesuchten Molekiile.
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Deglykosylierungsexperimente mit Matrilin-1 und Matrilin-3 aus fotaler Rinderepiphyse

Die meisten Proteine der extrazelluldren Matrix sind glykosyliert. Eine N-Glykosylierung von
rekombinantem Matrilin-2 wurde kirzlich gezeigt (Piechaet al., 1999). Fir Matrilin-1 wurde,
bei einem mittels Ultrazentrifugation ermittelten Molekulargewicht von 52 kDa, ein
Kohlehydratanteil von 3,9% ermittelt. Das Protein wurde aus Trachealknorpel eines adulten
Rindes isoliert und war vornehmlich N-glykosyliert (Paulsson und Heinegéard, 1981). Ob
Matrilin-1 und -3 aus fétalem Kalbsgelenk ebenfalls N-glykosyliert waren, wurde
enzymatisch untersucht. Die Probe der Oligomere aus Matrilin-1 und Matrilin-3 wurde mit N-
Glykosidase F verdaut, die alle Typen asparagingebundener N-Glykanketten abspaltet,
vorausgesetzt, dald sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe des Asparaginrestes in
peptidischer Bindung vorliegen und dal? das Oligosaccharid die Mindestgrofie der Chitobiose-
Grundeinheit aufweist (Tarentino et al., 1985; Chu, 1986). Nach reduzierender SDS-PAGE
trat im Vergleich zur Negativkontrolle eine zusétzliche Bande hoherer Mobilitat auf, die im
Immunoblot als Matrilin-1 identifiziert wurde. Die Detektion von zwei Banden zeugte von
einer unvollstandigen Deglykosylierung des Matrilin-1. Matrilin-3 zeigte im Immunoblot
keine sichtbare Mobilitétsdnderung, die fir eine N-Glykosylierung gesprochen hétte.
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Abb. 23: Enzymatische Deglykosylierung von Matrilin-1 und Matrilin-3 aus fdtalem bovinem
Gelenkknorpel. Nach Verdau mit N-Glykosidase F (+; 2, 4, 6) wurde eine Matrilin-1/Matrilin-3-Probe mittels SDS-
PAGE (8% Trenngel) unter reduktiven Bedingungen analysiert. Gleichbehandelte Proben, denen kein Enzym
zugesetzt wurde, dienten als Kontrolle (-; 1, 3, 5). Die Bahnen 1 und 2 zeigen die Proben nach Farbung mit
Coomassie Brilliant Blue (Coom.), die Bahnen 3 und 4 nach Immunoblot mit Matrilin-1-Antiserum (oMatl). Bahn 5
und 6 zeigen Signale nach Immunoblot mit Matrilin-3-Antiserum (oMat3). Rechts sind die

Standardmolekulargewichte in kDa angegeben.
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Elektronenmikroskopische Charakterisierung von rekombinantem Matrilin-4

Neben dem Matrilin-3 wurde in unserer Arbeitsgruppe das Matrilin-4 entdeckt (Wagener et
al., 1998 a) und erstmalig charakterisiert.

Zur strukturellen Charakterisierung von rekombinantem C-terminal  Strep-markiertem
Matrilin-4 wurde das isolierte Protein nach Negativkontrastierung untersucht (Abb. 24). In der
nativen Probe des rekombinanten Matrilin-4 waren potentielle Monomere erkennbar, die aus
zwel gleich grofRen globuléren Faltungseinheiten bestanden (5 + 1 nm), die Uber ene
fadenartige Struktur miteinander verbunden waren. Unter Berticksichtigung der Modelle der
anderen Matriline (Hauser und Paulsson, 1994 und Piecha et al., 1999), wurde angenommen,
dal3 es sich um die VWFA-Doméanen handelte, die Uber vier EGF-Doménen verknlpft waren.
Die Oligomere des rekombinanten Matrilin-4 zeigten die fir Matriline typische
bouguetahnliche Anordnung der Untereinheiten. Dabei traten Masseansammlungen in den
Zentren der Moleklle auf, vermutlich daherrihrend, dal3 die C-terminalen vVWFA-Doménen
durch die benachbarte Coiled-Coil-Doméne eng zusammen gehaten wurden. Davon
ausgehend, erstreckten sich die fadenartigen Strukturen der jeweiligen Untereinheit, diein ein
globuléres Ende liefen. Die Lénge einer Untereinheit, gemessen von Zentrum zu Zentrum der
globuldren Fatungseinheit, betrug (14 + 2 nm). Matrilin-4-Molekile des hochsten
Oligomerisierungsgrades liefien drei  Untereinheiten erkennen. Anzeichen auf eine
intrachenare Wechselwirkung der N-terminalen mit der C-terminalen vVWFA-Doméne, wie sie
flr Matrilin-1 und -2 angenommen werden (Hauser und Paulsson, 1994 und Piecha et al.,
1999), waren nicht sichtbar.
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Abb. 24: Elektronenmikroskopische Untersuchung von rekombinantem Matrilin-4. Eine Ubersicht zeigt die
Beschaffenheit der Probe nach Negativkontrastierung. Die vergroRRerten Molekiile zeigen spaltenweise von links
nach rechts Tri-, Di- und Monomere des Matrilin-4. Der Balken entspricht 100 nm in der Ubersicht und 25 nm in

den VergréRerungen ausgesuchter Molekiile.

Um die angenommene Monomerstruktur zu bestétigen, wurde rekombinantes Matrilin-4 unter
moglichst milden Bedingungen zum Monomer reduziert und nach Negativkontrastierung
untersucht. Nach Reduktion mit 5 mM DTT zerfie oligomeres Matrilin-4 in ene
Untereinheit, die nach Alkylierung in der SDS-PAGE ein apparentes Molekulargewicht von
etwa 81 kDa zeigte (Abb. 25). Der Unterschied zur mittels MALDI-TOF-MS ermittelten
Molmasse des Strep-markierten Matrilin-4-Monomers von 72,9 kDa (Klatt et al., 2001) rthrt
von der Alkylierung und einem abnormalen Verhalten des Proteinsin der SDS-PAGE her.
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Abb. 25: Reduktion der Matrilin-4 Oligomere. Rekombinantes Matrilin-4 wurde mit unterschiedlichen
Konzentrationen an DTT reduziert (2 h, 20°C). Die Reaktion wurde durch Inkubation mit einem dreifachen
molaren UberschuR an NEM gestoppt (2 h, 20°C). Das Verhalten der Probe auf zunehmend reduktive
Bedingungen wurde mittels SDS-PAGE untersucht (Trenngel: 8%, Coomassie Brilliant Blue). Die minimale DTT-
Konzentration, bei der die Oligomere (e) nahezu vollstandig in die Monomere (o) zerfallen waren, wurde ermittelt
(5 mM). Die zugehérige Probe wurde fiir eine weitere elektronenmikroskopische Untersuchung eingesetzt. Die
Standardmolekulargewichte sind rechts neben dem Gel in kDa angegeben. Pfeile zeigen Ursprung und Lauffront
des Geles an.

Wenn das durch Reduktion mit 5mM DTT erhaltene Monomerpréparat im
Elektronenmikroskop untersucht wurde, waren Strukturen erkennbar, die den potentiellen
Monomeren der nichtreduzierten Probe entsprachen (Abb. 26). Die globul&ren Einheiten (8 +
1 nm) erschienen aufgeweiteter als vor der Reduktion (vgl. Abb. 24). Vermutlich hatte die
Reduktion, durch Spaltung auch von intrachenaren Disulfidbricken einen Einflu® auf ihre
Faltung. Die Lange der Partikel, gemessen vom Zentrum des einen globuldren Segmentes bis
zum Zentrum des anderen, glich jedoch mit 16 + 2 nm der Lange der nichtreduzierten

Untereinheiten.
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Abb. 26: Elektronenmikroskopische Untersuchung von rekombinantem Matrilin-4 nach Reduktion. Eine

Ubersicht demonstriert den Zerfall der Matrilin-4-Oligomere in Monomere nach Reduktion mit 5 mM DTT. Der
Balken entspricht hier 100 nm. In den VergréRerungen ausgesuchter Monomere entspricht er 25 nm.

Das Experiment bestétigte also die angenommene Monomerstruktur und damit auch die
maximale Oligomerisierung zu Trimeren. Diese konnte mittels MALDI-TOF-MS bestétigt
werden, wie auch der Grund fur das Auftreten potentieller Dimere und Monomere aufgeklart
werden konnte. Diese waren weniger eine Folge unvollstandiger Oligomerisierung als
Produkte einer proteolytischen Prozessierung nahe an der Coiled-Coil-Region (Klatt et al.,
2001).
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Wechselwirkungen der Matriline

Sowohl fur Matrilin-1 (Segat, Dissertation, 1999) als auch fur Matrilin-2 (Piecha,
Dissertation, 1999) konnte eine Interaktion mit fibrillenformenden Kollagenen gezeigt
werden. Matrilin-2 zeigte aulRerdem eine Bindung an Fibronektin. Vergleichbare Experimente
sollten mit Matrilin-3 und Matrilin-4 durchgefihrt werden, die nun a's rekombinante Proteine
in ausreichender Menge verfigbar waren. Als potentielle Wechselwirkungspartner wurden
Fibronektin und die Kollagene , 11, 111, 1V und V untersucht.

Wechsalwirkungsuntersuchungen nach dem ELISA-Prinzip (Wechsaelwirkungs-ELISA)

Auswahl des Blockierungsreagenz

Vor der Durchfuhrung von Wechselwirkungsuntersuchungen nach dem ELISA-Prinzip
(Wechselwirkungs-ELISA)  wurden unterschiedliche Blockierungsreagenzien fur die
Verwendung mit Matrilin-4-Antiserum (Klatt et al., 2001) getestet (Abb. 27). Dabei zeigte
eine Losung von 5% Magermilchpulver in TBS das geringste Signal. Weil Magermilchpulver
aber chemisch komplex und calciumreich ist, wurde, trotz des etwas htheren Signals, die
BSA-L6sung a's Blockierungsreagenz ausgewahlt. Damit die Ergebnisse vergleichbar waren,
wurde es auch fur Experimente mit Matrilin-3-Antiserum eingesetzt, denn das vom BSA
erzeugte Hintergrundsignal war auch in Tests mit diesem Antiserum nur wenig stérker a's das
der Magermilchpulver-Lsung.



ERGEBNISSE 64

05
045 -
04
0,35
E 03-
30,25 -
2 02
0,15 ]
0,1 =
0,05 - I

/100 = 1/500

Antikorperverdiinnung: J

BSA Ovalbumin Milch Tween
Reagenz

Abb. 27: Test unterschiedlicher Blockierungsreagenzien fur die Verwendung im Wechselwirkungs-ELISA.
1% Rinderserumalbumin (BSA), 1% Ovalbumin (Ovalbumin), 5% Magermilchpulver (Milch) bzw. 0,02% Tween 20
(Tween), wurden in TBS geldst und immobilisiert. AnschlieRend wurden sie mit Matrilin-4-Antiserum (oMat4) in

den angegebenen Verdinnungen 1 h bei RT inkubiert.

Wechselwirkungs-ELISA mit potentiellen Interaktionsspartnern von Matrilin-3 und Matrilin-4

Um zu bestimmen, welche der oben genannten Proteine als potentielle Interaktionspartner
ndher untersucht werden sollten, wurden sie bei einer Konzentration von 50 pg/ml auf der
ELISA-Platte immobilisiert. Nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen des
Kunststoffes durch BSA, mit welchem auch Kontrollmulden beschichtet wurden, wurden
Matrilin-3 oder Matrilin-4 as in Lésung befindliche Liganden zugesetzt (10 nM). Nach

einstindiger Inkubation bel RT wurde der Interaktionsansatz analysiert.

Im Wechselwirkungs-ELISA zeigten Matrilin-3 und Matrilin-4 ein sehr dhnliches Verhalten
(Abb. 28). Bel geringem Hintergrundsignal mit BSA, zeigten beide ein starkes Signal mit
immobilisiertem Kollagen V und Fibronektin. Etwas schwécher aber wesentlich héher a's das
Hintergrundsignal, waren die Mel3werte fur Kollagen 1, Kollagen 1l und Kollagen IlII.
Auffallig stark war darunter die Absorbanz fur die Interaktion zwischen Matrilin-4 und
Kollagen II. Das schwéchste Signal wurde mit Kollagen 1V gemessen, das aber ebenfalls

signifikant Uber dem Signal des Blockierungsreagenzes lag.

Wegen des dhnlichen Verhaltens im Wechselwirkungs-ELISA, beschrénkten sich die weiteren

Untersuchungen mittels Wechselwirkungs-ELISA auf Matrilin-4-Interaktionen. Zum ndheren
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Studium wurden die Liganden, die zu den stérksten Signalen des Matrilin-4-Experimentes

gehorten, Kollagen 11, Kollagen V und Fibronektin, ausgewahit.
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Abb. 28: Interaktionen von Matrilin-3 und Matrilin-4 im Wechselwirkungs-ELISA. Die an der x-Achse
angegebenen Proteine (50 pg/ml, BSA: 1% in TBS) wurden an den Kunststoff der ELISA-Platte adsorbiert.
Maogliche Interaktion wurde nach Inkubation mit Matrilin-4 bzw. Matrilin-3 (10 nM in TBS, 1h, RT) gemessen.

Kationenabhangigkeit der Matrilin-4-Interaktionen

Wegen des mdoglichen Einflusses ener, den Sequenzen nach, konservierten
metallionenabhangigen Adhasionsstelle (metal ion dependent adhesion site, MIDAS) im
Matrilin-4 wurde der Einflu® divalenter Kationen auf Matrilin-4-Interaktionen untersucht.
Dazu wurden die Liganden bei einer Konzentration von 50 pg/ml immobilisiert und mit
Proben gleicher Matrilin-4-Konzentration inkubiert. Der Interaktionspuffer wurde variiert.
TBS wurde ohne weiteren Zusatz verwendet oder mit 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM
ZnCl, oder 2 mM EDTA versetzt. Der Zusatz eines Uberschules an EDTA sollte fir die
vollstéandige Komplexierung eventuell vorhandener divalenter Kationen im TBS sorgen.

Im Vergleich zur urspringlichen Probe in TBS fuhrte weder die Zugabe von 1 mM
Zinkchlorid oder Calciumchlorid, noch die Anwesenheit von 2 mM EDTA zu signifikanten

Signalunterschieden. Eine Magnesiumkonzentration von 1 mM fihrte aber zu deutlich
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hoheren Absorbanzen (Abb. 29). Bei Betrachtung der auf die Mef3werte in TBS bezogenen
relativen Signale wurde eine Verdopplung des Signals fur Kollagen V und sogar eine
Verdreifachung des Mel3wertes fur die Fibronektininteraktion festgestellt. Dabei blieb das
relative Signal des Kollagen-11-Experiments unter Beachtung der Fehlergrenzen unverandert.
Eine Magnesiumabhangigkeit zeigte sich also fur die Wechselwirkung mit Fibronektin und

Kollagen V.
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Abb. 29: lonenabhéngigkeit der Matrilin-4-Interaktionen im Wechselwirkungs-ELISA. Das Experiment wurde
wie unter Abb. 28 beschrieben durchgefiihrt. Adsorbiert wurden Kollagen II, Kollagen V, Fibronektin (alle 50
pg/ml) bzw. BSA (1% in TBS). Den Matrilin-4-Proben (10 nM in TBS) wurden jeweils die in der Legende
angegebenen Salze zugegeben. Die mit TBS beschriftete Probe enthielt keine Zuséatze.

Konzentrationsabhangigkeit der Wechselwirkung zwischen Matrilin-4 und Kollagen V

Bel einer wahren Wechselwirkung mit dem immobilisierten Liganden sollten die in den oben
beschriebenen Experimenten gezeigten Bindungen konzentrationsabhéngig und zur Séttigung

zu bringen sein. Exemplarisch wird hier die Interaktion zwischen Matrilin-4 und Kollagen V
gezeigt.

Diese verhielt sich in 0,3 mM Magnesiumchlorid konzentrationsabhangig und konnte bis zur
Séttigung gebracht werden, wenn immobilisiertes Kollagen V (50 pg/ml) mit Matrilin-4-
Proben unterschiedlicher Konzentration inkubiert wurde (Abb. 30). Eine apparente

Dissoziationskonstante von 6 nM lief3 sich abschétzen.
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Abb. 30: Konzentrationsabhéngigkeit der Interaktion zwischen Matrilin-4 und Kollagen V im
Wechselwirkungs-ELISA. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte wurden mit Kollagen V bei einer Konzentration
von 50 pg/ml beschichtet. Das adsorbierte Kollagen wurde mit unterschiedlich konzentrierten Matrilin-4-Lésungen
inkubiert. Vor der graphischen Darstellung der MeRBwerte wurden die BSA-Hintergrundsignale abgezogen.

Elektronenmikroskopi sche Untersuchung der Matrilinwechselwirkungen

Eine experimentelle Schwache der Wechselwirkungs-ELISA war die Immobilisierung eines
der beiden Interaktionspartner. Wechselwirkungen, die er in diesem Zustand einging, konnten
artifiziellen Charakter besitzen. Mischungsexperimente, bei denen die beiden Liganden in
Losung waren und die anschlief3end elektronenmikroskopisch betrachtet wurden, boten die
Moglichkeit einer direkten Betrachtung der Wechselwirkung und gegebenenfalls einer

Bestétigung der Ergebnisse aus Festphasenexperimenten mit einer zweckmal3igeren Methode.

Die Wechsalwirkung zwischen Fibronektin und Matrilin-3 bzw. Matrilin-4 sollte im
Elektronenmikroskop untersucht werden. Fibronektin wurde dazu entweder mit dem Strep-
markierten Volllangenkonstrukt des Matrilin-4 oder mit einem goldmarkierten Matrilin-3-
Konstrukt (Mat3ACT; Klatt, Diplomarbeit, 1997), dem die Coiled-Coil-Domane fehite,

inkubiert. Die Experimente wurden in Anwesenheit von 1 mM Magnesiumchlorid
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durchgefiihrt. Isoliertes Fibronektin (Abb. 31, A) zeigte zum Teil die typische V-formige
Struktur seiner C-terminal zu Dimeren disulfidverknlpften Untereinheiten. Das Molekll war
jedoch sehr flexibel und nahm unterschiedliche Formen an (Engel et al., 1981). In
adquimolaren Mischungen mit Matrilin-4 (Abb. 31, B) waren Partikel erkennbar, die
Anlagerungen trugen, die in Form und Groéle dem Matrilin-4 glichen. Diese Anlagerungen
waren, wenn bewertbar, nahe des C- oder N-Terminus gelegen. In einem vergleichbaren
Experiment, in dem goldmarkiertes, trunkiertes Matrilin-3 (Mat3ACT) als Ligand eingesetzt
wurde, war eine Interaktion mit Fibronektin erkennbar (Abb. 31, C). Die Markierung durch
Goldpartikel mit einem Durchmesser von 5 nm trat ebenfalls vorwiegend nahe des N- oder C-

Terminus auf.
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Abb. 31: Elektronenmikroskopie nach Negativkontrasierung von Matrilin-Fibronektin-Komplexen. A zeigt
eine Ubersicht und sechs ausgesuchte Molekille einer reinen Fibronektinpraparation. B zeigt in gleicher
Bildanordnung ein &quimolares Gemisch aus Fibronektin und Strep-markiertem Matrilin-4. In C sind ausgewéhite
Komplexe aus einem vergleichbaren Experiment mit goldmarkiertem Mat3ACT zu sehen. Schwarz eingerahmt
sind Matrilin-4-Trimere dargestellt. Um mit den ausgesuchten Komplexen in B vergleichbar zu sein, sind sie im
gleichen MaRstab abgebildet. Der Balken entspricht 100 nm in den Ubersichten und 50 nm in den

VergroRerungen ausgewahlter Partikel.
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Elektronenmikroskopische Unter suchungen an Thrombospondinen

Basierend auf den DNA-Sequenzen der Ratte wurden in unserem Arbeitskreis
Thrombospondin-4 (TSP-4) und COMP (Thrombospondin-5) im HEK-293-EBNA/pCEP-Pu-
System exprimiert (Narouz-Ott et al., 2000, Thur et al., 2001). Die Vollangeproteine
bestanden, wie bereits in der Einleitung beschrieben, aus einer C-terminalen Doméne, an die
sich N-termina eine Serie aus acht TSP-Typ-111-Einheiten anschlol3. Dieser folgte ein Bereich
aus vier EGF-Motiven und eine Coiled-Coil-Region, die im COMP den N-Terminus bildete

und der im TSP-4 eine N-terminale Doméne folgte.

Die im Folgenden beschriebenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen dienten einer
weitergehenden Charakterisierung der Proteinstrukturen und der mit Festphasenmethoden

entdeckten Wechselwirkungen.

Thrombospondin-4

Isoliertes rekombinantes TSP-4, dal3 von Laila Narouz-Ott zur Verfigung gestellt wurde
(Narouz-Ott et al., 2000), wies in der nichtreduktiven SDS-PAGE eine Doppelbande mit
apparenten Molekulargewichten von 550 kDa und 600 kDa auf. Unter reduktiven
Bedingungen zerfiel das Protein in zwei Untereinheiten mit apparenten Molekulargewichten
von 120 kDa und 140 kDa, die der errechneten Molekilmasse eines TSP-4-Monomers von
104 kDa nahe kamen.

Die Struktur des nativen Proteins wurde untersucht. Im Elektronenmikroskop (Abb. 32) zeigte
sich die vergleichbar hohe Homogenitét der Probe, die nahezu ausnahmslos aus Pentameren
mit folgendem Aussehen bestand. Ausgehend von einem Zentrum, das sowohl im rotary
shadowing as auch im Negativkontrast eine grofere Masseanhaufung aufwies, erstreckten
sich funf fadenformige Strukturen, die in jeweils einem kugelférmigen Segment endeten. Die
fadenformigen Strukturen waren 21 + 4 nm lang und besal3en eine gewisse Flexibilitét. Die
zentrale Masseanhaufung, die erstmals auch im Negativkontrast gezeigt wurde, war somit
kein Artefakt der rotary-shadowing-Technik. Sehr wahrscheinlich bestent sie aus den
globul&ren N-terminalen Doméanen der funf Untereinheiten, die durch die benachbarte Coiled-
Coil-Doméane derart nahe beieinander gehalten wurden, dal3 sie nicht als Einzelstrukturen

aufgelost werden konnten. Die fadenférmige Struktur einer Untereinheit wurde von den
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Serien aus EGF- und TSP-Typ-IlI-Motiven des TSP-4 gebildet und trug an ihrem Ende die

globulére C-terminale Doméne, die einen Durchmesser von 6,0 + 0,7 nm aufwies.

)
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Abb. 32: Elektronenmikroskopische Untersuchung von rekombinantem TSP-4. Rekombinantes TSP-4 wurde

mittels Negativkontrastierung (Ubersicht und obere Reihe ausgesuchter Molekiile) und rotary shadowing (untere
Reihe ausgesuchter Molekiile) visualisiert. Der Balken entspricht 100 nm in der Ubersicht und 25 nm in den
VergréRerungen einzelner Molekiile.

Wechselwirkung des Thrombospondin-4 mit Kollagen |

Zur Optimierung der Ausbeute wurde TSP-4 erst in Gegenwart von 2M Harnstoff
aufgereinigt. Das Protein zeigte in Wechselwirkungsuntersuchungen nach dem ELISA-
Prinzip (Wechselwirkungs-ELISA) und in der Oberflachenplasmonresonanz-Spektrometrie
(SPR-Spektrometrie) eine Wechselwirkung mit Kollagen I, die sich durch Zugabe von Zink
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verstarken lief3. Im Wechselwirkungs-ELISA konnte gezeigt werden, dal3 die Bindungsstelle
fur Kollagen | auf dem Bereich lag, der den C-terminalen Teil der TSP-4-Untereinheit bis
zum Coiled-Coil-Motiv umfaldte. Weder die Coiled-Coil-, noch die N-terminale Doméne
waren in entscheidendem Mal3e an der Bindung beteiligt (Narouz-Ott et al., 2000).

Um auszuschlief3en, dald TSP-4 unter dem Einflu? von Harnstoff irreversible strukturelle
Veranderungen erlitten hatte, die zu artifiziellen Ergebnissen fuhrten, wurde eine weitere
Reinigung in Abwesenheit von Harnstoff und im Beisein von 1,8 mM CaCl, durchgefiihrt.
Der Einflul? des Harnstoffs wurde untersucht. Dazu wurde eine Probe der nativen Prgparation
gegen einen Puffer dialysiert, der 2M Harnstoff enthielt. Durch eine weitere Dialyse in TBS
mit 1,8 mM CaCl, wurde der Harnstoff entfernt. Die so behandelte Probe wurde im
Wechselwirkungs-ELISA mit der unbehandelten Praparation verglichen. Die Bindungskurve
(ADbb. 33, A) des harnstoffbehandelten TSP-4 war nahezu identisch mit der des unbehandelten
TSP-4 und lieferte eine apparente Dissoziationskonstante von 2 nM. Durch Vergleich mit
einer TSP-4-Standardreithe wurde ermittelt, da® bei halbmaximaler Séttigung 18% des
eingesetzten TSP-4 gebunden wurden. Die Anwesenheit von 2 M Harnstoff bel der
Proteinisolation fuhrte also nicht zu irreversiblen Strukturverdnderungen, die sich in der
Kollagen-1-Wechselwirkung hétten bemerkbar machen kénnen. Beide Proben, die behandelte
wie die unbehandelte, zeigten auch das gleiche Verhalten bei Zugabe bzw. Entzug von Zink.
Die bei Anwesenheit von 1 mM ZnCl, deutliche Bindung an Kollagen | wurde aufgehoben,
wenn Zink durch Calcium ersetzt oder durch Zugabe von 2 mM EDTA komplexiert wurde
(Abb. 33, B). Damit wurde nachgewiesen, dai3 die Strukturelemente des TSP-4, die fir sein
zinkabhangiges Bindungsverhalten verantwortlich waren, ebenfalls keinen irreversiblen

Veranderungen unterlagen, wenn sie 2 M Harnstoff ausgesetzt waren.
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Abb. 33: Vergleich von nativem mit harnstoffbehandeltem TSP-4 im Wechselwirkungs-ELISA. Kollagen |
(aus Kalberhaut, 2,5 pg/ml) wurde auf der ELISA-Platte immobilisiert und restliche, freie Bindungsstellen des
Kunststoffs mit 1% BSA in TBS blockiert. Nativ gereinigtes TSP-4 (leere Kreise bzw. Balken) oder TSP-4, das
nach Behandlung mit 2 M Harnstoff wieder in harnstofffreien Puffer Gberfuhrt wurde (gefullte Kreise bzw. Balken),
wurde mit dem immobilisierten Kollagen | inkubiert. In A wurde im Beisein von 1 mM ZnCl, die Kollagen-I-Bindung
in Abhé&ngigkeit von der TSP-4-Konzentration untersucht. In B wurde bei einer TSP-4-Konzentration von 8 pg/ml
der Effekt von divalenten Kationen (1 mM CaClz, 1 mM ZnCl,, Chelator: 2 mM EDTA) auf die beiden Proben
untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte von Dreifachbestimmungen nach Subtraktion der Hintergrundsignale.

Die Interaktion zwischen TSP-4 und Kollagen | sollte in Mischungsexperimenten untersucht
werden, in denen beide Interaktionspartner wahrend der Reaktion in gel6ster Form vorlagen,
einem Zustand, der der in-vivo-Situation ahnlicher war. Nach Einstellung eines moglichen
Assoziationsgleichgewichtes sollten die Mischungen elektronenmikroskopisch analysiert
werden, was ene direkte Betrachtung der Interaktion und der dabei entstehenden
Proteinkomplexe erlaubte. Dazu wurden die Proben mit dem gleichen Volumen an Glycerin
(80% in Wasser) versetzt und zur Replikherstellung durch rotary shadowing auf Glimmer
gespruht und getrocknet. Anschlief3ende Elektronenmikroskopie (Abb. 34) zeigte, dal3 die C-
terminale Domane des TSP-4 entscheidend an der Kollagen-1-Bindung beteiligt war. Bei
Anwesenheit von 1 mM ZnCl, war TSP-4 meist an den auf¥ersten Enden des Kollagen-I-
Molekuls gebunden, es trat aber auch Bindung an internen Stellen der Kollagentripelhelix auf
(Tab. 1). Da N- und C-Terminus des Tropokollagens im Elektronenmikroskop nicht zu
unterscheiden sind, war es nicht moglich die Bindungsstellen an der Tripelhelix genau zu

lokalisieren.
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Bel hoheren Probenkonzentrationen konnte oft beobachtet werden, wie Kollagen-I-Moleklle
terminal Uber TSP-4 miteinander verbunden wurden. Komplexe, in denen ein Kollagen-I-
Molekll an beiden Enden ein TSP-4-Molekil gebunden hatte, zeigten, dal3 TSP-4 in der Lage
war, sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Ende des Kollagens zu binden.

Abb. 34: Untersuchung der Wechselwirkung zwischen TSP-4 und Kollagen | mittels rotary-shadowing-

Elektronenmikroskopie. TSP-4 und Kollagen | - beide in 200 mM Ammoniumformiat-Puffer mit 1 mM ZnCl; -
wurden im molaren Verhéltnis 1:4 zusammengegeben und fiir 2 h bei RT inkubiert. Eine Ubersichtsaufnahme
nach rotary shadowing zeigt die Beschaffenheit der Probe. Ein eingefugter Ausschnitt zeigt eine Probe héherer
Konzentration, bei der eine Ende-an-Ende-Assoziation der Kollagenmolekiile Gber TSP-4 beobachtet wurde. Die
VergréRerungen rechts zeigen ausgewahlte Komplexe. Der Balken entspricht 200 nm in der Ubersicht und im

eingefligten Ausschnitt und er entspricht 100 nm in den VergréRerungen.

Zur Untersuchung der im Wechselwirkungs-ELISA beobachtbaren Zinkionenabhéangigkeit
der Bindung, wurde der zinkchloridhaltige Interaktionsansatz vor und nach Zugabe des
Chelators EDTA in der oben beschriebenen Weise elektronenmikroskopisch visualisiert. Die
Mikrographien wurden quantitativ ausgewertet (Tab. 1). Als Referenzexperiment diente die
Interaktion zwischen Kollagen | und COMP (Rosenberg et al., 1998). Die in ZnCl,-haltigen
Proben beobachtete Kollagen-1-Bindung des TSP-4 entsprach in ihrer Haufigkeit, wie in ihrer
Topographie der des COMP. In beiden Féllen dominierte die terminale Bindung (>75%).
Wurde vor der Interaktion ein UberschuRR an EDTA (5 mM) zugesetzt, veranderte sich die
Gesamthaufigkeit der Bindung, anders as in den Festphasenexperimenten, nicht wesentlich.

Zu beobachten war allerdings, dal3 sich das Verhdltnis von terminaler- zu interner Bindung
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deutlich zu Gunsten der internen Bindung anderte (terminale Bindung: ca. 60%). Der Effekt
wurde durch eine einstiindige Préinkubation der Wechselwirkungspartner mit EDTA verstarkt
(terminale Bindung: ca. 50%).

Kollagen-I-Molekiile TSP-4 TSP-4 TSP-4 COMP
(I mM znCly) | (5 mM EDTA) (5 mM EDTA, (2 mM ZnCly)
1 h prainkubiert)

Gesamt 247 201 235 197
mit gebundenem Liganden 87 75 90 47

(35,2%) (37,3%) (38,3%) (23,9%)
mit terminal gebundenem 78,2% 61,3% 51,1% 76,6%
Liganden*
mit intern gebundenem 26,4% 40,0% 52,2% 31,9%
Liganden*

*Ein Teil der Kollagen-I-Molekule tragt mehr als einen, an einer terminalen oder internen Stelle gebundenen,

Liganden.

Tab. 1: Quantitative Auswertung der elektronenmikroskopisch untersuchten Wechselwirkung von TSP-4
und COMP an Kollagen I. Die Interaktionen wurden wie unter Abb. 34 beschrieben angesetzt. Wenn erwiinscht,
wurde den Proteinlésungen vor der Inkubation 5 mM EDTA zugesetzt. In einer Probe wurden Kollagen und
Ligand direkt nach der EDTA-Zugabe gemischt und 2 h bei RT inkubiert. In einer anderen Probe wurden die
Proteinlésungen nach EDTA-Zugabe 1 h bei RT prainkubiert und erst dann gemischt.

Rekombinantes COMP

Rekombinantes COMP (TSP-5) wurde von Jochen Thur gewonnen und isoliert (Thur et al.,
2000). Wie beim TSP-4 wurde zunéchst seine Struktur elektronenmikroskopisch untersucht.
Wie das aus Gewebe isolierbare COMP (Morgelin et al., 1992, Hedbom et al., 1992) trat auch
das rekombinante Protein as bouquetdhnliches Pentamer auf (Abb. 35). Funf fadenférmige
Strukturen, die an einem Ende Uber die N-terminae Coiled-Coil-Doméane miteinander
verbunden waren und die wie beim TSP-4 wahrscheinlich aus den EGF- und TSP-Typ-lII-
Domaénen gebildet wurden, trugen an ihren Enden je ein globuléres Segment, das daraus
folgend der C-terminalen Doméane entsprach. Fir dieses wurde ein Durchmesser von 8 + 2 nm
ermittelt. Wie sich auf DNA-Ebene vorhersagen 1803, unterscheidet sich COMP von TSP-4
durch das Fehlen der N-terminalen heparinbindenden Doméane. Der Unterschied &ulierte sich
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im Elektronenmikroskop dadurch, dal3 die Massenanhéufung, die im Zentrum des TSP-4
beobachtet wurde, beim COMP nicht vorhanden war. Der Nachweis dieses strukturellen
Unterschiedes durch Elektronenmikroskopie, stiitzt die bekannten Modelle von TSP-4 und
COMP (Morgelin et al., 1992, Lawler et al., 1995).
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Abb. 35: Elektronenmikroskopische Untersuchung von rekombinantem COMP. Rekombinantes COMP
wurde mittels rotary shadowing visualisiert. Der Balken entspricht 100 nm in der Ubersicht und 25 nm in den
VergréRerungen einzelner Molekiile.

Wechselwirkung des COMP mit Kollagen IX

Krisztina Rosenberg et al. (1998) zeigten, dal3 COMP in der Lage war, die fibrillenformenden
Kollagene | und Il zinkabhangig zu binden. Eine Interaktion von grof3er physiologischer
Bedeutung wurde zwischen COMP und Kollagen IX vermutet, denn es wurden Mutationen
sowohl in COMP as auch in Kollagen IX entdeckt, die zu oft schwerwiegenden
Erkrankungen des Stitzapparates, zu den Knochendysplasien MED (multiple epiphyseal
dysplasia) und PSACH (pseudoachondroplasia) fuhrten (Holden et al., 1999; Deere €t al.,
1998; Muragaki et al., 1996; Hecht et al., 1995; Briggs et al., 1995). Kollagen 1X, gehtrt zu
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den fibrillenassoziierten Kollagenen und kommt wie COMP im Knorpel vor. Dort ist es
Bestandteil von Fibrillen, die aus Kollagen |1 und Kollagen X1 gebildet werden (van der Rest
und Mayne, 1987).

Krisztina Rosenberg und Jochen Thur konnten sowohl mit Wechselwirkungs-ELISA al's auch
mit SPR-Spektrometrie zeigen, dal3 rekombinantes Ratten-COMP (rrCOMP) und unter
nichtdenaturierenden Bedingungen aus Rindergelenk gereinigtes COMP (baCOMP) an
Kollagen 1X banden. Die Bindung zeigte eine Zinkabhangigkeit, wie auch die Interaktion mit
Kollagen | oder Kollagen 1. SPR-Spektrometrie ergab bei Anwesenheit von 50 uM ZnCl,
eine apparente Dissoziationskonstante von 32 nM (Thur et al., 2001).

Die Wechselwirkung von COMP mit Kollagen 1X wurde, wie die oben beschriebene
Interaktion zwischen TSP-4 und Kollagen I, elektronenmikroskopisch untersucht. Sie wurden
am unter nichtdenaturierenden Bedingungen gereinigten baCOMP studiert. Dies und Kollagen
IX wurden dazu im aguimolaren Verhdtnis zusammengegeben. Das Gemisch wurde durch
rotary-shadowing-Elektronenmikroskopie visualisiert (Abb. 37). Dabei konnte heterotrimeres
humanes Kollagen IX (al(I1X), 02(1X), 03(1X)), das von Tero Pihlgamaa erstmals
rekombinant hergestellt wurde (Pihlgamaa et al., 1999), erstmalig elektronenmikroskopisch
charakterisiert werden (Abb. 36). Sein Erscheinungsbild entsprach dem des aus humanem
Knorpel isolierten Proteins (Bruckner et al., 1988). Kollagen IX gehort zu den
fibrillenassoziierten Kollagenen mit unterbrochenen Tripelhelices (FACIT-Kollagen). Die
Kollagen-1X-Molekile (vgl. auch Abb. 38) besal3en eine Gesamtlange von 190 nm und vier
nicht-tripelhelikale Domanen (NC-Domanen). Die NC4-Domaéne bildete den N-Terminus des
Molekils. Sie war im Transmissionselektronenmikroskop als terminale, globuldre Struktur
erkennbar. Etwa 40 nm vom N-Terminus entfernt lag die NC3-Domaéne, die dieser Stelle eine
hohe Flexibilitét verlieh. Weil die tripelhelikalen Bereiche weniger flexibel waren, wiesen
Kollagen-1X-Molekile an dieser Stelle oft einen charakteristischen Knick auf. Vom N-
Terminus etwa 150 nm entfernt, befand sich die NC2-Doméne. Den C-Terminus bildete die

NC1-Doméne. Beide waren in der rotary-shadowing-Elektronenmikroskopie unaufféllig.
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Abb. 36: Elektronenmikroskopische Untersuchung von rekombinantem Kollagen IX. In Elektronen-
mikrographien einzelner Kollagen-IX-Molekile nach rotary shadowing waren die globuldren NC4-Doménen
(gefullte Pfeilspitzen) und der charakteristische Knick der NC3-Doméne (leere Pfeilspitzen) erkennbar. Der Balken
entspricht 100 nm.

Das Erscheinungshild des Kollagen 1X lief3 also eine Unterscheidung zwischen den Termini
und damit eine Lokalisierung seiner Bindungsstellen fir COMP zu, denn baCOMP zeigte mit
ihm ene zinkabhéngige Interaktion. Die zugehdrigen Mikrographien (Abb. 37) wurden
guantitativ ausgewertet (Tab. 2). Enthielt der Interaktionsansatz 0,5 mM ZnCl,, waren 50,8%
der strukturell als COMP identifizierbaren Molekile an Kollagen 1X gebunden. In Gegenwart
von 10 mM EDTA war die Bindungsfahigkeit deutlich herabgesetzt, denn nur noch 27,6% der
COMP-Molekule waren kollagengebunden. Wie im oben beschriebenen Falle der TSP-
4/K ollagen-1-Wechselwirkung, zeigten die alermeisten COMP-Molekiile eine Interaktion

Uber ihre C-terminale globuldre Domane.
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Abb. 37: Untersuchung der Wechselwirkung zwischen COMP und Kollagen IX mittels rotary-shadowing-
Elektronenmikroskopie. Kollagen IX und baCOMP wurden im &quimolaren Verhéltnis zusammengegeben und
wahrend der Dialyse gegen 200 mM Ammoniumformiat-Puffer mit 0.5 mM ZnCl, Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Eine Ubersichtsaufnahme (links) zeigt die Beschaffenheit der Probe. Die VergroRerungen (rechts) zeigen
ausgewahlte Komplexe. Auch hier ist die N-terminale NC4-Doméne (gefullte Pfeilspitzen) des Kollagen 1X deutlich
an ihrer globularen Struktur augenfallig und die NC3-Doméne an einem charakteristischen Knick in der Tripelhelix
erkennbar. COMP bindet mit seinem globuldren Ende (leere Pfeilspitzen) an verschiedenen Stellen des Kollagen
IX. Der Balken entspricht 200 nm in der Ubersicht und 100 nm in den VergroRerungen.

Ammoniumformiat-Puffer mit... | Anteil an gebundenem COMP

0,5 mM zZnCl, 50,8%

10 mM EDTA 27,6%

Tab. 2: Zinkabhéangigkeit der Interaktion zwischen COMP und Kollagen IX. Die Wechselwirkung wurde wie
unter Abb. 37 beschrieben durchgefiihrt. Dem Ammoniumformiat-Puffer war wahlweise 0,5 mM ZnCl, oder 10
mM EDTA zugesetzt.

Ein Histogramm verdeutlicht die Verteilung des COMP entlang der Kollagen-IX-Molekile
(Abb. 38). Vier unterscheidbare Bindungsstellen waren ersichtlich. Die Bindung an den N-

Terminus wie an den C-Terminus waren exakt lokalisierbar. Die NC4-, wie die NC1-Doméne,
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stellten also eine Bindungsstelle fir COMP dar. Die beiden internen Bindungsstellen zeigten
eine breitere Werteverteilung. Eine lag in der Nahe der NC3-Domane, die andere im Bereich

der NC2-Doméne.
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Abb. 38: Verteilung des COMP entlang von Kollagen IX bei 0,5 mM ZnCl,. Die Position gebundener COMP-
Molekille am Kollagen IX wurde ermittelt und im Histogramm dargestellt. Die kleinste Skaleneinheit betrug dabei
10 nm. Eine entsprechend der x-Achsenskalierung des Histogramms abgebildete schematische Darstellung des

Kollagen IX veranschaulicht die Lage der Bindungsstellen im Molekuil.
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DISKUSSION

Rekombinante Expression und Reinigung von Matrilinen

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen die Volllangeproteine Matrilin-2 und Matrilin-3
sowie deren einzelne vWFA-Doménen in eukaryontischen HEK-293-EBNA-Zellen
rekombinant zu exprimieren. Zur Vereinfachung der Reinigung trugen die Proteine eine N-
terminale Hiss-Markierung, die Ein-Schritt-Reinigungen mittels
Cobaltaffinitétschromatographie ermoglichte.

Rekombinantes Matrilin-2

Das N-terminale Hiss-markierte Volllangeprotein des Matrilin-2 (HisM2) wurde nach
Reinigung in seiner niedermolekularen Form erhaten. Die mengenmal3ige Dominanz dieser
Form deckte sich mit den Erfahrungen bei der rekombinanten Expression von unmarkiertem
Matrilin-2 (Piecha et al., 1999). Es wurde auch gezeigt, dal diese niedermolekularen Formen
bereits kurz nach der Sekretion auftreten und dal3 sich das Mengenverhaltnis zwischen ihnen
und den Oligomeren mit zunehmender Inkubation nicht merklich &ndert (Piecha, Dissertation,
1999). Die zugehdrigen Vorgange finden aso entweder intrazellulér oder kurz nach der
Sekretion ins Medium statt. Da Matrilin-2 in HEK-293-EBNA-Zellen nachweidlich
glykosyliert wird und die in der SDS-PAGE nach Reduktion (Abb. 15, 8) ermittelten
apparenten Molekulargewichte der Monomerformen mit 97 kDa und 67 kDa unter dem
errechneten Wert fur das unglykosylierte Protein von 104 kDa lagen, ist anzunehmen, dal3 das
Matrilin-2 einer Proteolyse unterlag. Dazu konnte auch eine proteolytische Prozessierung in
der Néhe des Coiled-Coil-Motives gehoren, wie man sie am Matrilin-3 (s.u.) und Matrilin-4
(Klatt et al., 2001) feststellen kann. Eine potentielle Schnittstelle |a3t sich durch
Sequenzvergleich (Abb. 41) bestimmen. Ein in allen Matrilinen konserviertes Glutamatdubl ett
konnte diese Prozessierungsstelle markieren. Ein biochemischer Nachweis steht aber noch

aus.
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Rekombinantes Matrilin-3

N-terminal e proteol ytische Prozessierung des unmarkierten Matrilin-3

Unmarkiertes Volllange-Matrilin-3, das ebenfalls in HEK-293-EBNA-Zellen exprimiert
wurde, unterlag einer N-terminalen proteolytischen Prozessierung (Abb. 39 A). Das Protein
wies einen um acht Aminosduren kirzeren N-Terminus auf, als die Vorhersage der
Signal peptidaseschnittstelle (Nielsen et al., 1997) unter Verwendung des von Heijne
Algorithmus ergab (Nitsche, Diplomarbeit, 1997). Aufféllig war, dal? die Prozessierung C-
terminal von der Sequenz RLAR stattfand, denn das Motiv RXXR stellt das Minimalmotiv
far Furine, eine Gruppe von suptilisindhnlichen cal ciumabhangigen Serin-Endoproteasen, dar
(Molloy et al., 1992; Klimpel et al., 1992; Hatsuzawa et al., 1992; Ubersichtsartikel:
Nakayama, 1997). Ob Furine an der Prozessierung beteiligt waren, bedarf aber einer
weitergehenden Untersuchung. Wenig wahrscheinlich ist aber eine physiologische Relevanz
dieser Prozessierung, denn die Schnittstelle ist weder im bovinen noch im humanen Matrilin-3
konserviert (Abb. 39 B). Der N-terminale Bereich des Matrilin-3 féllt durch seinen hohen
Argininanteil auf. Seine Funktion ist bisher unbekannt. Die N-terminale Proteolyse entfernt
zwel von sieben Argininen dieses Sequenzbereiches und hat damit wahrscheinlich einen

betrachtlichen Einflul? auf dessen Eigenschaften.

A
N-Terminus des Matrilin-3 (murin, rekombinant):
Vorhersage  nach N-terminalem
nach v. Heijne Edman-Abbau
v v
MRAWIFFLLCLAGRALA'’ APLVRLAR*®> ASVRRLGTR........
B
Furin-Motiv: RXXR
Maus (rekombinant): 1- APLVRLARASVRRLGTR -19
Maus (Wildtyp): 1- AP-GRLARASVRRLGTR -18
Mensch (Wildtyp): 1- AP-DPVARPGFRRLETR -18
Rind (Edman-Abbau): NH,- AP---MARPGLRRLGTR

Abb. 39: N-terminale Prozessierung von rekombinantem unmarkiertem Matrilin-3. (A) Das

Computerprogramm SignalP sagt unter Verwendung des von-Heijne-Algorithmus die Abspaltung eines
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Signalpeptides aus 17 Aminosauren voraus. Ein Schnitt nach der 25. Aminoséure, der dem durch N-terminale
Ansequenzierung ermittelten Aminoterminus entsprochen hétte, war nach dieser Prognosemethode
unwahrscheinlich (Nitsche, Diplomarbeit, 1997). N-terminal von der ermittelten Spaltstelle &hnelt die
Proteinsequenz des murinen Matrilin-3 dem Minimalmotiv der Furine (B). Die entsprechen Sequenzen sind grau
unterlegt (X= hydrophobe Aminoséure). Ein Vergleich mit den entsprechenden bovinen Sequenzabschnitten aus
Rind (Wu und Eyre, 1999) und Mensch zeigt, dall dieses Motiv nicht konserviert ist. Unterschiede zur

Aminosauresequenz des rekombinanten murinen Matrilin-3 sind blau dargestellt.

Im Fale des Hiss-markierten Volllange-Matrilin-3 ist es gelungen eine proteolytische
Prozessierung des N-Terminus zu verhindern, die ansonsten den Verlust der Markierung zur
Folge gehabt hétte. Die potentielle Furinschnittstelle wurde dazu durch ein Hiss-Motiv ersetzt
(Abb. 40). Wie die Prozessierung hatte auch die Mutation den Verlust von zwei Argininen des
argininreichen Bereiches zur Folge. Von geringeren Veranderungen an  der
Prozessierungsstelle wurde aber abgesehen, da nicht sicher war, ob es sich wirklich um einen
Verdau durch Furin handelte. Die erfolgreiche Reinigung des Proteins mittels
Cobaltaffinitatschromatographie bewies den Erhalt der Hiss-Markierung.

Matrilin-3 (aus DNA): 1- AP-GRLAR--ASVRRLGTR -16
M3: 1- APLVRLAR--ASVRRLGTR -17
HisM3: 1- APLVHHHHHHALVRRLGTR -19

Abb. 40: N-termini muriner Matrilin-3-Konstrukte im Vergleich mit der Wildtypsequenz. Das potentielle

Furinmotiv ist grau, das Hisg-Motiv gelb unterlegt. Unterschiede zur Wildtypsequenz sind blau dargestellt

C-terminale Prozessierung des Matrilin-3

Das markierte wie auch das unmarkierte rekombinante Matrilin-3 trat in unterschiedlichen
Formen vom Monomer bis zum Tetramer auf, wie mit Hilfe der SDS-PAGE und der
Elektronenmikroskopie gezeigt wurde. MALDI-TOF-MS an Hiss-markiertem Matrilin-3 &3t
annehmen, dald die Ursache der Molmassenheterogenitét in einer proteolytischen
Prozessierung lag (Klatt, Dissertation, 2001). Die Beobachtung von Dimeren und Trimeren in
Elektronenmikrographien lassen schief3en, dal3 die Prozessierungsstelle in der Nahe des
Coiled-Coiled-Bereiches liegt. Sie liel3 sich bisher aber nicht genau bestimmen. Aufgrund
eines Sequenzvergleiches (Abb. 41) kann man jedoch vermuten, dal die Schnittstelle C-
terminal von einem Glutamatdublett liegt, dal3 in allen Matrilinen konserviert ist.
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Eine Arbeit von Chen et al. (1999) lield vermuten, dal3 das Fehlen einer geeigneten VWFA-
Doméne in der Nachbarschaft des Coiled-Coil-Motives, wie bei der dort beschriebenen
Deletionsmutante (CMPAA2) des Matrilin-1, die Ausbildung von Coiled-Coil-Doménen
unterschiedlichen Oligomerisierungsgrades erlaubte. Eine Deletionsmutante der die N-
terminale vVWFA-Domaéne fehlte (CMPAA1) bildete dagegen ausschliefdlich intakte Trimere.

Vergleicht man die Sequenzen der Huhner-Matrilin-1-Deletionsmutanten mit den Sequenzen
der murinen Matriline, falt auf, dal® beide das Glutamatdublett enthalten, welches im
Verdacht steht, Prozessierungsmotiv zu sein. Dennoch zeigte nur die Deletionsmutante
CMPAA2 in der SDS-PAGE eine entsprechende Heterogenitét der apparenten Molmassen.
Sequenzunterschiede, die einen Unterschied im Ausmal’ der Prozessierung erkléren konnten,
wurden nicht entdeckt. Vielmehr liegt der Schlufd nahe, dal3 Hihner-Matrilin-1 in den zur
rekombinanten Expression verwendeten embryonalen Hihnerfibroblasten nicht oder nur in
geringem Mal3e prozessiert wird und dort die Molmassenheterogenitét, wie bereits behauptet
(Chen et al., 1999), auf eine unterschiedliche Coiled-Coil-Oligomerisierung zurickzufihren
ist.

In einer Folgearbeit berichten Zhang und Chen (2000), da3 auch in COS-7-Zellen
rekombinant exprimiertes HuUhner-Matrilin-3 Unterschiede in seinen apparenten
Molekulargewichten aufwies, die auf unterschiedlichen Oligomerisierungsgraden beruhen
koénnten. Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, dal3 Matrilin-3 in COS-7-Zellen, wie oben
beschrieben, C-terminal prozessiert wird. Deshalb sind weitere Untersuchungen nétig, um
tatsachlich aternative Oligomerisierungsgrade nachweisen zu konnen.

Matrilin-4 (Maus): TMTHLLENLKGSICPEE  GIGAGTELRSPCEC...
Matrilin-3 (Maus): PGYTLNDDKKTCSDIEE ~ ARSLISIEDACGC....
Matrilin-2 (Maus): TQKLFHSTKSSGNPLEE  SQDQCKC. . .
Matrilin-1 (Maus): TINQIGKKLQKQICVEE  DPCAC

Matrilin-1 (Huhn, Wildtyp und CMPAA1): TISNIGKKLQMKICVEE  DPCEC

Matrilin-1 (Huhn, CMPAA2): CKEGFTLNNDGKTCSEE ~ DPCEC

Abb. 41: C-terminale Prozessierung der Matriline. Rekombinantes Matrilin-4 wird in der Nahe der Coiled-Coil-
Doméne C-terminal von einem Glutamatdublett (hellblau unterlegt) proteolytisch gespalten, das in allen Matrilinen
konserviert ist und moglicherweise auch eine Prozessierungsstelle in Matrilin-1, Matrilin-2 und Matrilin-3 darstellt.
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Elektronenmikroskopische  Strukturuntersuchungen an  rekombinanten

Matrilinen

Das Vorhaben die elektronenmikroskopische Charakterisierung aller Matriline auf das gleiche
Niveau zu bringen wurde, erfolgreich beendet (Abb. 42). Ergénzend zu den Strukturmodellen
des Matrilin-1 (Hauser und Paulsson, 1994) und des Matrilin-2 (Piecha et al., 1999) wurden
hier entsprechende Modelle fir das kirzlich entdeckte Matrilin-3 und Matrilin-4 aufgestellt.
Die Modéelle stehen miteinander in Einklang und stiitzen sich daher gegenseitig.

Struktur des Matrilin-3

Elektronenmikroskopie nach Negativkontrastierung von rekombinantem, unmarkiertem
Matrilin-3 der vollen Lénge lief? einen maximalen Oligomerisierungsgrad von vier erkennen
und fuhrte zu folgendem Modell (Abb. 42): Ausgehend von einer C-terminalen tetrameren
Coiled-Coil-Doméne erstrecken sich die EGF-Serien der vier Untereinheiten. Diese Serien
bestehen jeweils aus vier EGF-Doménen von kompakter, globulérer Struktur (Montelione et
al., 1992), und besitzen aneinandergereiht eine langgestreckte Form von 7 + 2 nm Lénge. Den
N-Terminus einer Untereinheit bildet die globuldre und im Vergleich zum EGF-Motiv
deutlich gréfere VWFA-Domane, deren ermittelter Durchmesser von 5 + 1 nm mit den fir
Matrilin-1 (Hauser und Paulsson, 1994) und Matrilin-2 (Piecha et al., 1999) veroffentlichten
Dimensionen, die auf einen maximalen Durchmesser zweier miteinander interagierender
VWFA-Doméanen von etwa 8 nm schlief3en lassen, vereinbar ist. Niedrigere Oligomere sind,
wie oben beschrieben, aler Wahrscheinlichkeit nach Produkte einer proteolytischen

Prozessierung in der Nahe der Coiled-Coil-Region.

Der durch Reduktion bewirkte Zerfall hohermolekularer Formen in ihre Monomereinheiten
wurde mittels SDS-PAGE gezeigt und bewies die Stabilisierung der Oligomerisierung durch
Ausbildung interchenarer Disulfidbriicken. Aus den Elektronenmikrographien war, wie schon
beim Matrilin-2 (Piecha et al., 1999), ersichtlich, dal3 die Untereinheiten ausschliefdlich im
Bereich der Coiled-Coil-Doméne verknupft waren, was fur eine Disulfidstabilisierung durch
die beiden der Coiled-Coil-Sequenz benachbarten Cysteine sprach. Dieses Ergebnis konnten
Zhang und Chen (2000) durch Punktmutation erhérten. Da der C-Terminus der Coiled-Coil-
Region keine Cysteine enthdlt, ist eine solche zyklische Verbriickung aus sterischen Griinden

nur dann moglich, wenn alle o-helikalen Strange der Coiled-Coil-Doméne parallel laufen.
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Eine analoge Beobachtung war in Elektronenmikrographien des Matrilin-1 nicht méglich, da
dessen C-terminalen VWFA-Domanen den Coiled-Coil-Bereich verbargen. Allein die
bouquetdhnliche Anordnung der Untereinheiten lie?3 eine Coiled-Coil-Oligomerisierung
vermuten (Hauser und Paulsson, 1994). Allerdings konnte die Ausbildung einer parallelen,
trimeren Coiled-Coil-Domane mit einer Cystinverbriickung durch die beiden benachbarten
Cysteine mittels NMR-Spektrometrie an der rekombinant exprimierten Coiled-Coil-Region
des Matrilin-1 bewiesen werden (Dames et al., 1998).

Struktur des Matrilin-4

Rekombinantes  Matrilin-4 mit  C-terminaler  Strep-Markierung  zeigte  nach
Negativkontrastierung ein matrilintypisches bouquetdhnliches Erscheinungsbild, auf dem das
in Abb. 42 dargestellte Modell des Proteins griindet. Unter Ausbildung einer trimeren Coiled-
Coil-Doméne sind die C-Termini der drei Untereinheiten verbunden. Die sich daran
anschlief¥enden VWFA-Domanen - eine je Untereinheit - werden von ihr zusammengehalten,
so dai3 sie im Mol ekiilzentrum eine grof3e globulére Struktur bilden. M 6glicherwel se bestehen
zwischen diesen C-terminalen VWFA-Doménen Wechselwirkungen, die, wie fur Matrilin-1
beschrieben (Chen et al., 1999), einen Einflul3 auf die Oligomerisierung haben kénnen. Wie
beim Matrilin-3 erstrecken sich vom Zentrum des Matrilin-4-Molekils langliche Strukturen
aus vier EGF-Motiven (8 £ 2 nm), die an ihrem auf3ersten Ende je eine globul&re N-terminale
VWFA-Doméne (5 = 1 nm) tragen. Die Dimensionen dieser Teilstrukturen dhneln denen des
Matrilin-3 (s.0.). Im Vergleich zum Matrilin-2 (Piecha et al., 1999) ist Matrilin-4 trotz seiner
geringeren Anzahl von EGF-Einheiten weniger kompakt, was auf das Fehlen einer
intrachenaren Wechselwirkung der beiden vVWFA-Doméanen schlief3en 183 und gleichzeitig
als unterstiitzende Beobachtung fur das Matrilin-2-Modell herangezogen werden kann, das
eine solche Selbstinteraktion der VWFA-Domanen einer Untereinheit postuliert. Ob im
Matrilin-4 per se keine Wechselwirkungen zwischen der N-terminalen und der C-terminalen
VWFA-Doméne bestehen, oder ob sie durch die réumliche Nahe der C-terminalen VWFA-
Doménen zueinander sterisch gehindert ist, kann hier nicht sicher beantwortet werden,
obwohl im Elektronenmikroskop Monomere sichtbar sind, deren beide VWFA-Doménen

aneinander liegen (Abb. 24).

Wie gezeigt werden konnte, ist die Coiled-Coil-Doméne des Matrilin-4 ausschliefdlich trimer.

Di- und Monomere, die ebenfalls beobachtet wurden, sind die Folge einer Proteolyse in der
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Néhe der Coiled-Coil-Region (Klatt et al., 2001). Eine Disulfidstabilisierung der
Oligomerisierung bewies die SDS-PAGE nach Reduktion, durch Auftreten ener
Monomerbande bei 81 kDa (Abb. 25). Elektronenmikrographien der reduzierten Monomere
(Abb. 26) liefien hantelformige Strukturen erkennen, die den durch proteolytische
Prozessierung entstandenen Monomeren ahnlich waren und damit das Modell fur die
Monomereinheit untermauerten. Dal3 die dem Coiled-Coil-Motiv benachbarten Cysteine fir
den Zusammenhalt der Oligomere verantwortlich sind, zeigen zweifelsfrei MALDI-TOF-
Massenspektren vor und nach Reduktion der Probe. Coiled-Coil-Fragmente (6,9 kDa), die
durch die erwahnte Proteolyse entstanden, wurden erst nach Reduktion abgespalten und im
Spektrum sichtbar (Klatt et al., 2001). Da der C-Terminus der Coiled-Coil-Sequenz keine
Cysteine enthdt, missen nach der oben dargelegten Argumentation die Strange aler
Untereinheiten parallel laufen.
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Matrilin-1
Matrilin-2
\
Matrilin-3 . . ®
Matrilin-4 4
@
O VWFA-Domane \/\' Matrilin-2-spezifischer Sequenzabschnitt
¢ Coiled-Coil-Oligomerisierungsdomane EGF-Doméne

Abb. 42: Die Matrilin-Familie im Elektronenmikroskop. Die Balken in den reprasentativen Mikrographien
einzelner Matrilinoligomere entsprechen 10 nm. Rechts sind die vorgeschlagenen Modelle schematisch
dargestellt. Die Aufnahmen und das Modell des Matrilin-1 sind entnommen aus Hauser und Paulsson 1994,
Aufnahmen und Modell des Matrilin-2 aus Piecha et al., 1999. Die Modelle des Matrilin-3 und des Matrilin-4
beruhen auf den Ergebnissen dieser Arbeit.
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Reinigung und Charakterisierung von Matrilin-1/Matrilin-3-Heter ooligomer en

Aus den Epiphysen von Femur und Humerus eines fotalen Rinderkalbes lief}en sich
erhebliche Mengen an Matrilin-3 extrahieren. Wéhrend einer Reinigung durch
Kationenaustauschchromatographie und anschlieRende Gefiltration wurde durch Co-
Isolierung ein Bindungspartner des Matrilin-3 entdeckt, denn zeitgleich mit einer Arbeit von
Wu und Eyre (1999) wurde nachgewiesen, dal3 Matrilin-3 mit Matrilin-1 disulfidverknupfte
Heterooligomere ausbildet. Wahrend Wu wund Eyre jedoch nur von einer
Heterotetramerspezies mit 2:2-Stochiometrie ausgingen und keine Homooligomere des
Matrilin-3 nachweisen konnten, lief3en die hochaufl6senden Gele in Abb. E1 auf die Existenz
zusétzlicher Oligomere schief?en. MALDI-TOF-MS der nichtreduzierten Probe bewies die
Existenz sowohl von Tetrameren als auch von Trimeren. Unter Berlcksichtigung der
Immunablots (Abb. 17) kann man folgern, dal3 die Spezies mit der héchsten Mobilitét im
SDS-Polyacrylamidgel, homotrimeres Matrilin-1 ist. Eine wenig langsamer migrierende
Bande, die beobachtet wurde, reagierte mit beiden Matrilin-Antiseren und stellt vermutlich
ein Heterotrimer dar. Die Proteinbande mit der drittgroften Mobilitét reagierte nur mit dem
Matrilin-3-Antiserum und ist moglicherweise ein Homotrimer des Matrilin-3. Die drei
Proteinformen mit den hochsten apparenten Molekulargewichten wurden in  einer
zweidimensionalen SDS-PAGE (nichtreduziert gefolgt von reduziert) analysiert, die eindeutig
die Existenz von homotetramerem Matrilin-3 und zwei unterschiedlich migrierenden
Heterotetrameren aus Martilin-1 und Matrilin-3 bewies. Nach Reduktion zerfielen die
Oligomere in zwei distinkte Untereinheiten, wie mit SDS-PAGE und exakter mit MALDI-
TOF-MS gezeigt wurde. Daher konnten weder unterschiedliche Glykosylierung, noch eine
proteolytische Prozessierung fur den Mobilitdtsunterschied der Heterotetrameren
verantwortlich sein. Die Anwesenheit von Matrilin-2 und Matrilin-4 konnte damit ebenfalls
ausgeschlossen werden, denn deren Molmassen sind wesentlich groRer als 60 kDa
Wahrscheinlich sind die unterschiedlichen Mobilitéten der nichtreduzierten Heterooligomere
tells auf enen unterschiedlichen Oligomerisierungsgrad, teils auf verschiedene
Stdchiometrien zurtickzuftihren. Da die beobachteten Trimere nicht durch eine proteolytische
Prozessierung der Tetramere entstanden sein konnten, ist die Aushildung einer alternativen,

trimeren Coiled-Coil-Doméane anzunehmen.

Im Elektronenmikroskop waren Matrilin-1- und Matrilin-3-Untereinheiten anhand ihrer Form
voneinander zu unterscheiden. Es konnten Komplexe beobachtet werden, die sich in ihrem
Erscheinungshild von Partikeln aus reinen Matrilin-1- und Matrilin-3-Préparationen deutlich
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unterschieden und den Formen der Untereinheiten nach heterooligomer waren. Bei einer
Vielzahl der Molekile war sichtbar, da3 die Untereinheiten an einer distinkten Stelle
verbunden waren, die Heterooligomerisierung also wie die Homooligomerisierung durch
Ausbildung einer disulfidstabilisierten Coiled-Coil-Doméne erfolgt. Die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse wurden durch neulich erschienene Publikationen bestétigt. Zhang
und Chen (2000) konnten durch Co-Transfektion von COS-7-Zellen rekombinante
Heterooligomere aus Matrilin-1 und Matrilin-3 herstellen. Die Auflésung der SDS-PAGE
reichte aber nicht aus um, die Bildung von Heterooligomeren unterschiedlicher Stochiometrie
nachweisen zu kénnen. So berichteten sie, wie Wu und Eyre (1999), nur von vermeintlichen
2:2-Heterotetrameren. Kleemann-Fischer et al. (2000) dagegen konnten in Extrakten von
humanen fotaen Epiphysen die Existenz von homotetramerem Matrilin-3 zeigen.
Heterooligomere aus Matrilin-1 und Matrilin-3, die sich in der SDS-PAGE aufgrund ihrer
Mobilitét unterschieden, wurden ebenfalls beobachtet. Das erhaltene Bandenmuster ist analog
zu dem des Rindes (Abb. 17).

Matrilin-1- und Matrilin-3-Untereinheiten unterscheiden sich deutlich in ihrem Aufbau und
damit wohl auch in ihren Eigenschaften. Wahrend die des Matrilin-1 zwel VWFA-Doméanen
besitzt, die vermutlich intrachenar wechselwirken (Hauser und Paulsson, 1994) tragt die des
Matrilin-3 nur eine VWFA-Domane und einen N-terminalen argininreichen Bereich, der in der
Matrilin-1-Sequenz nicht vorkommt. Mit der Fahigkeit der Heterooligomerisierung besitzen
diese beiden stiitzgewebespezifischen Matriline ein Mittel um Mischformen auszubilden,
deren biochemischen Eigenschaften je nach stdchiometrischer Zusammensetzung zwischen
denen der entsprechenden Homooligomeren variieren. Diese Fahigkeit konnte eine Rolle in

der Feinabstimmung der mit den Matrilinen verbundenen Gewebeeigenschaften spielen.

Beachtlich ist das abnorme Laufverhalten der reduzierten Matriline in der SDS-PAGE. Das
des Matrilin-1 wurde bereits von Paulsson und Heinegard (1981) untersucht. Die Bande mit
dem grofReren apparenten Molekulargewicht (63 kDa) war nach Immunoblot eindeutig dem
Matrilin-3-Monomer und die andere (56 kDa) dem des Matrilin-1 zuzuordnen. Die Identitét
der beiden reduzierten Untereinheiten bestétigte auch die N-terminale Ansequenzierung nach
SDS-PAGE durch Wu und Eyre (1999).

Die Proteinsequenzen von Matrilin-1 aus Maus und Mensch ergaben ein minimales
Molekulargewicht der monomeren Proteine von 51 kDa. Berticksichtigt man, dal3 Matrilin-1
aus Rindertrachealknorpel N-glykosyliert ist (Paulsson und Heinegérd, 1981), erklért dies sein
mittels MALDI-TOF-MS bestimmtes Molekulargewicht des Monomers von 54,8 kDa, das
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nur wenig von dem durch Ultrazentrifugation ermittelten Wert von 52 + 2 kDa (Paulsson und
Heinegard, 1981) abwich. Aus der humanen und murinen Sequenz des Matrilin-3 lief}en sich
minimale Molmassen der entsprechenden Monomere von 50 kDa und 49 kDa errechnen.
MALDI-TOF-MS an der reduzierten Probe aus fotaler Rinderepiphyse, die sowohl Matrilin-1
als auch Matrilin-3 enthielt, ergab Molekulargewichte der Monomere von 53 kDa und 49
kDa. Da das Matrilin-1 aus diesem Gewebe, wie das aus Rindertrachealknorpel nachweislich
N-glykosyliert war, Matrilin-3 jedoch nicht, war dem Matrilin-1 das héhere Molekulargewicht
zuzuordnen, so dal3 sich fur monomeres bovines Matrilin-3 eine Molekilmasse von 49 kDa
ergab. Weil diese mit dem geringsten, aus Sequenzen errechneten Wert tibereinstimmte, sind
grofRere posttrandationale Modifikationen des Proteins unwahrscheinlich. Man beachte, dai3
Matrilin-3 trotz seines niedrigeren Molekulargewichtes, eine geringere Mobilitdt im SDS-
Polyacrylamidgel aufwies als Matrilin-1.

Eine N-Glykosylierung des bovinen Matrilin-3 konnte ausgeschlossen werden. Ein in den
Sequenzen aus Maus und Huhn vorhandenes potentielles N-Glykosylierungsmotiv des
zweiten EGF-Motives ist im Menschen und, wie den von Wu und Eyre (1999) bestimmten
Sequenzfragmenten zu entnehmen ist, im Rind nicht konserviert (Abb. 43). Dal3 bovines
Matrilin-3 aus fétalen Rinderepiphysen nicht N-glykosyliert war, zeigte ein enzymatischer
Verdau (Abb. 23). Aber auch ene O-Glykosylierung ist nach den Daten der
M assenspektrometrie nahezu auszuschlief3en.

Maus : 315- ICINDRIERJYHCECYG -330
Huhn: 315- ICVSN-INESYVCECFE -330
Mensch: 320- ICVNDRSGSYHCECYE -335
Rind: TGSYHCECYE

Abb. 43: Potentielle N-Glykosylierungsstelle in Matrilin-3. Das N-Glykosylierungsmotiv im murinen Matrilin-3

ist in der Sequenz aus Huhn, nicht aber in der aus Mensch oder Rind konserviert.
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Wechselwirkungen der Matriline mit anderen Proteinen der extrazelluléren

Matrix

Eindeutig nachgewiesene Bindungen von Matrilinen an andere Proteine der extrazelluléren
Matrix sind derzeit nur vom Matrilin-1 (und vom Matrilin-2) bekannt. Matrilin-1 bindet
teilweise kovalent in einer altersabhéngigen Weise an Aggrekan. Mit zunehmendem Alter des
Individuums steigt nicht nur der Anteil an kovalenter Bindung, sondern auch die Anzahl der
bestimmbaren Bindungstellen am Core-Protein (Hauser et al., 1996). Matrilin-1 bindet auch
an Biglykan, das wiederum im Bereich des N-Terminus von Kollagen VI bindet. Eine
Brickenfunktion des Matrilin-1/Biglykan-Komplexes zwischen Kollagen-VI-Fibrillen und
Aggrekan wird daher angenommen (Wiberg et al., 2001; Wiberg, Dissertation, 2001). Co-
Lokalisation von Matrilin-1 mit Kollagen 1l und Wechselwirkungs-ELISA geben Hinweise
auf eine Wechselwirkung unter den beiden. (Winterbottom et al., 1992; Chen et al., 1995).
Eine mogliche Verbrickung des Aggrekans mit dem Kollagen-11-Netzwerk im Knorpel
koénnte von Biglykan oder anderen Co-Liganden unabhangig sein. Im Falle des Matrilin-2
zeigen Festphasenexperimente und elektronenmikroskopisch analysierte  Mischungs-
experimente, dal3 Matrilin-2 mit Kollagen | interagiert (Piecha, Dissertation, 1999). Die
Bindung von Matrilinen an fibrillenbildende Kollagene konnte auch in dieser Arbeit im
Wechselwirkungs-ELISA mit Matrilin-3 und Matrilin-4 beobachtet werden. Stérkere Signale
als mit den Liganden Kollagen | oder Kollagen Il erhielt man aber mit Kollagen V und
Fibronektin. Von der Bindung der vVWFA-Domanen von Integrinen an Kollagene weil3 man,
dai3 sie durch Magnesiumionen verstarkt wird (Onley et al., 2000). Experimente mit Matrilin-
4, in denen der Einflul? unterschiedlicher divalenter Kationen untersucht wurde, ergaben, dal
seine Wechselwirkung mit Kollagen V und mit Fibronektin magnesiumionenabhangig ist,
nicht aber die mit Kollagen I1.

Die Interaktion zwischen Kollagen V und Matrilin-4 legt die Vermutung nahe, dal3 Matrilin-4
an der Fibrillogenese beteiligt ist, denn eine Wechselwirkung mit dem Kollagen V der
vollendeten Fibrille ist unwahrscheinlich, da es den Kern der Fibrille (Birk et al., 1988) bildet
und von Kollagen | oder Kollagen Il umgeben ist, so dal3 es fur Matrilin-4 nicht mehr
zuganglich ist. Kollagen V stellt unter den fibrillenbildenden Kollagenen eine Besonderheit
dar, da es wie Kollagen X1 und im Gegensatz zu den anderen einer nur unvollstandigen N-
terminalen Proteolyse unterliegt (Broeck et al., 1985; Morris und Béchinger, 1987; Niyibizi
und Eyre, 1993). Ein Teil der im Gewebe vorliegenden Kollagen-V-Molekile bleibt daher im

Besitz eines Grofdtells seines N-terminalen Propeptids. Dies formt ene globuldre
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heparinbindende Domaéne, der eine Regulierungsfunktion bei der Fibrillogenese zugesprochen
wird. Sollte ein Einflufd des Matrilin-4 auf die Fibrillenentstehung nachgewiesen werden, wird
eine zentrale Frage bel der Aufkldrung des zugehdrigen Mechanismus sein, ob es mit der
heparinbindenden Domé&ne oder dem tripelhelikalen Bereich des Kollagen V interagiert.

Kirzlich wurden Mutationen in der VWFA-Doméne des Matrilin-3 entdeckt. Sie betreffen
Aminosauren, die in alen Mitgliedern der Matrilin-Familie und in alen bisher bekannten
Spezies konserviert sind und stehen nachweislich im Zusammenhang mit der
Knorpeldysplasie MED (Chapman et al., 2001). Bis dahin lief3en sich Knorpeldysplasien vom
Typ MED und PSACH nur auf Mutationen im COMP oder Kollagen IX zurickfihren
(Holden et al., 1999; Deere et al., 1998; Muragaki et al., 1996; Hecht et al., 1995; Briggs et
al., 1995). MED-verursachende Mutationen im COMP haben strukturelle Verénderungen im
C-terminalen Tell der Proteins zur Folge (Thur et al., 2001; Chen et al., 2000 b; Maddox et
al., 2000) und eine Stérung seiner Kollagenbindung (Thur et al., 2001). Diese ist vermutlich
eine molekulare Grundlage der Krankheit. Die Existenz von Mutationen in der mutmaldlichen
Kollagenbindungsdomane des Matrilin-3, der VvWFA-Doméne, die mit derselben
Symptomatik verbunden sind, &3t einen analogen Mechanismus fur Matrilin-3 und damit

eine physiol ogische Bedeutung des Proteins al's Kollagenligand annehmen.

Fibronektin zeigte im Elektronenmikroskop eine Wechselwirkung sowohl mit Matrilin-3 als
auch mit Matrilin-4. Da Fibronektin in der Lage ist, eigenstandig fibrillenbildende Kollagene
(Skorstengaard et al., 1984; Fleischmaer und Timpl, 1984) zu binden, ist es wenig
wahrscheinlich, dal3 Matriline als Adapterproteine zwischen diesen wirken. Da Matriline aber
in der Lage sind, kollagenunabhangige Netzwerke auszubilden (Klatt et al., 2000; Piecha et
al., 1999; Chen et al., 1995), ist eine physiologische Relevanz der Interaktion vorstellbar. Da
Fibronektin an der Zellbindung beteiligt ist, kann man vermuten, dafld hier Fibronektin as
Adapter zwischen Matrilinen und Zelloberflachenrezeptoren fungiert. Makihira et al. (1999)
zeigten eine verstarkte Zelladhésion und -ausbreitung auf Matrilin-1 beschichteten Platten, die
sie auf eine Interaktion des Matrilin-1 mit Integrin a1 zurtckfihrten. Die Interaktion der
beiden wurde mittels Immunprézipitation aus Zelllysaten gezeigt. Dabel war die Anwesenheit
von Fibronektin nicht sicher auszuschlief3en. Auch in den Zeladhasions- und -
ausbreitungsexperimenten ist die Abwesenheit von Fibronektin nicht nachgewiesen, so dai3
dies als Adapter hatte wirken konnen. Weiterhin denkbar ist aber auch eine Bindung zwischen
den VWFA-Domanen des Integrins und des Matrilin-1. Ob auch die anderen Matriline an

Integrine binden und ob ihre Integrinbindungen fibronektinvermittelt sind, bleibt zu kl&ren.
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Elektronenmikroskopische Unter suchungen an Thrombospondinen

Strukturelle Charakterisierung von rekombinantem Thrombospondin-4 und COMP

Sowohl rekombinantes Thombospondin-4 als auch rekombinantes COMP wurden mit Hilfe
der Elektronenmikroskopie strukturell charakterisiert. Die zugehdrigen Konstrukte basierten
auf den cDNA-Sequenzen der Ratte und kodierten fir monomere Untereinheiten aus einer C-
terminalen thrombospondinspezifischen Domane, einer Serie aus acht Thrombospondin-Typ-
[11-Wiederholungseinheiten und einer sich daran anschliefienden Reihe aus vier EGF-
Domanen. Stromabwarts davon lag ein Coiled-Coil-kodierender Bereich, dem im Falle des
TSP-4 die Sequenz seiner N-terminalen Doméne folgte, eine Sequenz die im COMP nicht
vorkommt. (Narouz-Ott et al., 2000; Thur et al., 2001).

Die exprimierten und isolierten Proteine zeigten in Elektronenmikrographien eine pentamere
Quartarstruktur. Solche Pentamere bestanden aus fUnf globuldren Einheiten von denen aus
fadenformige Strukturen ins Molekilzentrum liefen. Beim COMP liefen die fadenartigen
Strukturen an einer Stelle zusammen, an der sie aller Wahrscheinlichkeit nach unter
Ausbildung einer Coiled-Coil-Domane miteinander verbunden waren. Nicht nur Aufnahmen
(Abb. 32) nach rotary shadowing, sondern auch nach Negativkontrastierung zeigten eine
Masseansammlung im Zentrum der TSP-4-Molekile, die an mittels rotary shadowing
visualisierten COMP-Molekilen nicht vorhanden war (Abb. 35). Dies lief3 den Schluf3 zu, daf3
es sich um die globuldren N-terminalen Doméanen handelte, die hier erstmalig zweifelsfrei im
Elektronenmikroskop identifiziert werden konnten. Wahrscheinlich waren sie deshab nicht
als Einzelstrukturen erkennbar, well die direkt benachbarte Coiled-Coil-Doméne auch hier fur
die Pentamerisierung verantwortlich war und sie dicht beieinander hielt. Diese
Beobachtungen zu Grunde gelegt, mufiten die blumenartigen Strukturen des TSP-4 und des
COMP, die vom Molekilzentrum ausgingen, aus den EGF-Doménen, TSP-Typ-I11-Doméanen

und der C-terminalen Domane aufgebaut sein.

Die Pentamerisierung wurde auch an rekombinantem humanem TSP-4 (Lawler et al., 1995)
beobachtet. Die in-vivo-Relevanz der Pentamerisierung wurde an aus Rindersehnen nativ
gereinigtem TSP-4 (Hauser et al., 1995) und an aus diversen Geweben gereinigtem COMP
(Morgelin et al., 1992, DiCesare et al., 1994 b, 1995) gezeigt.

Beim Vergleich des hier untersuchten rekombinanten TSP-4 mit dem aus Rindersehnen

isolierten Protein (Hauser et al., 1995), fiel auf, dal3 nur wenige nativ aus Gewebe gereinigte
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TSP-4-Moleklle globuldre N-terminale Doméanen aufwiesen. Die Autoren berichteten von
einer proteolytischen Prozessierung des Proteins. Man Ubertrug die Ergebnisse aus der N-
terminalen Sequenzierung des bovinen Proteins auf die bekannten Sequenzen von Mensch
und Krallenfrosch (Xenopus laevis) und zeigte, dald wahrscheinlich die N-terminale
heparinbindende Doméane abgespalten wurde. Dies muisse einen Einflul? auf die Eigenschaften
des Proteins haben, die von physiologischer Bedeutung sein konne. Diese proteolytische
Spaltung wurde auch bei der rekombinanten Expression des TSP-4 aus Ratte (Narouz-Ott et
al., 2000) und aus Mensch (Lawler et al., 1995) beobachtet. Bei Betrachtung der
wahrscheinlichen Prozessierungsstelle in der Sequenz von Ratte, Mensch und Krallenfrosch
fiel auf, dal3 sie in der N-terminalen Nachbarschaft der Coiled-Coil-Doméne lag, C-terminal
von einem Glutamindublett. Dieses Dublett ist an der entsprechenden Stelle der TSP-4-
Sequenz des Krallenfrosches zwar nicht konserviert, aber dennoch in der Nahe des Coiled-
Coil-Motives vorhanden. Die Prozessierung wies eine gewisse Ahnlichkeit zur Prozessierung
von Matrilin-4 (Klatt et al., 2001) auf, in dem die Spatung C-terminal von einem
Glutamatdublett und ebenfalls N-terminal, nicht weiter als 11 Aminosduren entfernt von einer
Coiled-Coil-Region  stattfand. Ob das jeweilige Aminosduredublett Teil des

Erkennungsmotives der Proteaseist, ist in beiden Fallen noch ungeklart.

Thrombospondin-4:

Rind: 1,N- SEPLAXXNGGDFNRQ. . . . ..
Mensch: LQQ '*’SEPLAATGTGDFNRQFLG. . .
Ratte: LQQ '*’SEPLAATGTGDFNRQFLG. . .
Frosch: MQK '°*SEAGQQ TGDVSRQLIG...

Matrilin-4:

Maus : TMTHLLENLKGSICPEE °’*GIGAGTELRSPCEC. ..

Abb. 44: Prozessierung des TSP-4. Die am Rinder-TSP-4 bestimmte proteolytische Spaltstelle wird hier mit den
TSP-4-Sequenzen aus Mensch, Ratte und Frosch verglichen. Ein Glutamindublett, das N-terminal an die
potentielle Spaltstelle des TSP-4 aus Mensch und Ratte angrenzt ist gelb hervorgehoben. Die
Krallenfroschsequenz besitzt ein dhnliches Motiv das ebenfalls gelb hervorgehoben ist. Ein Glutamatdublett auf
der N-terminalen Seite der Spaltstelle im Matrilin-4 ist hellblau unterlegt. Der Beginn der Coiled-Coil-Doméne ist
doppelt unterstrichen. Die mit X bezeichneten Aminosauren sind unbestimmt.
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Vergleicht man die Proteinsequenzen von TSP-4 und COMP, erkennt man, dal3 durch die
proteolytische Prozessierung von TSP-4, ein Protein mit starker Ahnlichkeit zu COMP
entstent. Deren Bereiche aus Typ-llI-Doméanen weisen eine ldentitdt von 70%, ihre C-
terminalen Domé&nen sogar eine von 77% auf (siehe auch Anhang: Sequenzvergleich von
TSP-4 und COMP aus Ratte). Neben dieser proteolytischen Prozessierung, durch die TSP-4
zu einem pseudo-COMP beschnitten wird, gibt es Hinweise auf Heterooligomere von TSP-4
und COMP in Sehnen (Hecht et al., 1998 a, F. Zaucke, personliche Mitteilung). Es scheint,
als gébe es zwei Mechanismen fir eine Regulierung der Anzahl von N-terminalen Doménen
in solchen Pentameren. Und damit eine Regulation der Eigenschaft, die dem gesamten Protein
von den N-terminalen Domanen verliehen wird. Anhand des TSP-1 wurde gezeigt, dal3 diese
heparinbindende (Yu et al., 2000; Y abkowitz et al., 1989; Dixit et al., 1984) Faltungseinheit,
bel der Zelladhasion beteiligt ist (Gupta et al., 1999; Celezardin et al., 1997; Kaesberg et al.,
1989) und die Degradation des Proteins vermittelt (Mikhailenko et al., 1997; Chen et al.,
1996 b).

Wechsalwirkung zwischen Thrombospondinen und Kollagenen

Die elektronenmikroskopische Untersuchung von TSP-4 und COMP lief3, mit Ausnahme der
geringeren N-terminalen Prozessierung des TSP-4, keine strukturellen Unterschiede zum
entsprechenden Protein aus Gewebe erkennen, die fur eine funktionelle Beeintréchtigung
gesprochen hétten. Beide Proteine wurden daher als geeignet erachtet, in
Wechselwirkungsexperimenten eingesetzt zu werden. Da jedoch nativ aus Rindergelenk
gereinigtes COMP (baCOMP) zur Verfigung stand, das bereits eine Bindung zum
fibrillenformenden Kollagen | und Kollagen Il gezeigt hatte (Rosenberg et al., 1998), wurde
dies in elektronenmikroskopisch analysierten Interaktionsexperimenten eingesetzt.

Im Laufe dieser Arbeit wurden Wechselwirkungen aufgedeckt, die ene
Zinkionenabhangigkeit zeigten. Die minimalen Konzentrationen an Zinkchlorid, die bei der
Untersuchung der beiden Thrombospondine im Wechselwirkungs-ELISA  enen
bindungsférdernden Effekt zeigten, lagen bel etwa 25-50 uM (Narouz-Ott et al., 2000; Thur
et al., 2001). Die Zinkionenkonzentration im Blutplasma betragt 11-17 uM und liegt knapp
unter dieser Konzentration. Wéahrend Uber die Zinkionenkonzentrationen in den TSP-4
exprimierenden Geweben wenig bekannt ist, wurden beispielsweise in der Synoviafllssigkeit

Zinkionenkonzentrationen von 9-25 pM (Buneaux et al., 1978) gemessen. Im COMP-
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exprimierenden Knorpel variiert die Konzentration altersabhangig zwischen 15 uM und 120
UM (Schor et al., 1973). In verschiedenen Bereichen des Knorpels wie der hypertrophen Zone
der Wachstumsfuge wurden lokale Konzentrationen von bis zu 1,4 mM ermittelt (Rizzo et al.,
1995). Es gibt aso durchaus Gewebe, deren Zinkionenkonzentrationen fir eine
Bindungférderung ausreichten. Im Gegensatz zur Bindung von Calciumionen an die Typ-lI1-
Domaénen (Thur et al., 2001; Chen et al., 2000 b; Maddox et al., 2000) konnte bisher keine
Bindung von Zinkionen am Thrombospondin nachgewiesen werden. Die Aufklarung des
Mechanismus, mit dem Zink enen Einflud auf die Kollagen-Interaktion der
Thrombospondine nimmt, stellt ein wichtiges Thema fir spétere Arbeiten dar. Der Effekt auf
die Proteine kann dabei durchaus unterschiedliche Folgen haben, denn fur Thrombospondin-1

wurde ein gegenteiliger Effekt, eine Aviditétssenkung gezeigt (Galvin et al., 1987).

Wechselwirkung des Thrombospondin-4 mit Kollagen |

Altere Ergebnisse aus Ligandenbindungsexperimenten basierten auf TSP-4, das in
Anwesenheit von 2 M Harnstoff und 10 mM EDTA aufgereinigt wurde (Narouz-Ott,
Dissertation, 1999). Nach einer neuen Reinigung in Abwesenheit von chaotropen Reagenzien
und in Anwesenheit von 1,8 mM CaCl, wurde der Einflu3 des Harnstoffs auf TSP-4 im
Wechselwirkungs-ELISA studiert. Es lies sich nachweisen, dal3 die Bindungseigenschaften
von TSP-4 und Einflisse der untersuchten divalenten Kationen auf TSP-4, von einer
Behandlung des Proteins mit 2 M Harnstoff unbeeinflul3 blieben. Also entsprechen auch die

dlteren Daten denen, die man mit nativem TSP-4 erhalt.

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte die Bindung zwischen TSP-4 und
Kollagen | dargestellt und nachgewiesen werden. Als Referenzexperiment diente die
Interaktion zwischen COMP und Kollagen |I. Die Experimente ergaben, dal3 die globulére C-
terminale Doméne des TSP-4 eine Bindungsstelle fur terminale und interne Motive des
Kollagen-1-Molekils besal3. Wie auch der Wechselwirkungs-ELISA bestétigte (Narouz-Ott et
al., 2000), trug die N-terminale Doméne kaum zur Bindung bei. Da die Termini des
eingesetzten Tropokollagens nicht unterscheidbar waren, war es nicht moglich die

Bindungsstellen an der Tripelhelix genau zu lokalisieren.

Kontrovers zu den Ergebnissen der Festphasenmethoden war die Beobachtung, dald die
Anwesenheit von 1 mM Zinkchlorid nicht zu einem héheren Anteil gebundener Proteine
fuhrte, als im Beisein von 5 mM EDTA ermittelt wurde. Dennoch konnte ein Zinkeffekt

festgestellt werden, denn die terminalen Bindungen, die in zinkhaltiger Losung Uberwogen,
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nahmen nach EDTA-Zugabe zu Gunsten der internen Bindungen ab. Dieser Effekt lief? sich
durch einstiindige Préinkubation des TSP-4 mit EDTA verstérken, so dal3 man annehmen
kann, dai die zugehdrigen Veranderungen am Protein nur langsam vonstatten gingen. Uber
die Ursache der Diskrepanz zwischen den Festphasenexperimenten und den
elektronenmikroskopisch analysierten Mischungsexperimenten kann nur spekuliert werden.
Eine mogliche Erklarung wére, dal3 eine zinkabhangige terminale Bindung der internen
gegeniiber sterisch beglnstigt war, wenn Kollagen | an den Kunststoff der Mikrotiterplatte
oder die Tragersubstanz des SPR-Chips adsorbiert war. Eine andere Erklarung ware, dal3 nur
ein Tell des eingesetzten Kollagen | biologisch aktiv war und die Experimente in den
Konzentrationsbereichen der Séttigung durchgefthrt wurden, denn bis auf den
gleichbleibenden Anteil der gebundenen Partikel deckten sich die elektronenmikroskopischen
Beobachtungen mit denen aus den COMP-Kollagen-I-Interaktionsexperimenten. Auch dort
fihrte die EDTA-Zugabe - alerdings einhergehend mit einer Abnahme des Anteils
gebundener Proteine - zur Zunahme der internen gegentber der terminalen Bindung
(Rosenberg et al., 1998).

Zum Verlust an biologischer Aktivitét konnte die Pepsinbehandlung des Kollagen | bel seiner
Extraktion gefihrt haben. Sie trennte die Kollagenmolekile durch Proteolyse in den
Telopeptidbereichen aus der Fibrille und erzeugte, zumindest bei einem Anteil der
Kollagenmolekile, artifizielle Termini. Ob die terminal gebundenen TSP-4-Molekile an
artifiziellen oder an nativen Enden gebunden waren, lief3 sich nicht feststellen. Dal3 die
Bindung aber nahezu ausschliefflich von der C-terminalen Domane des TSP-4 eingegangen
wurde, sprach zumindest fur ihre Spezifitét. Auf3erdem wurde in vergleichbaren Experimenten
fir die COMP-Interaktionen mit Kollagen | und Kollagen Il gezeigt, da3 die am
pepsinextrahierten Kollagen auftretende terminale Bindung auch am unverdauten Prokollagen
auftrat (Rosenberg et al., 1998). Da Pepsin nicht in der Lage ist, tripelhelikale Bereiche des
Kollagens zu verdauen, sollten seine internen Bindungsstellen unbeeinflufd geblieben sein.
Die spezifische Bindung dieser Stellen Uber die C-terminale Domane spricht dafur, daf3
Kollagen | ein physiologischer Wechselwirkungspartner des TSP-4 ist.

Auf Grund seiner Pentavalenz konnte das Protein mehrere Kollagenmolekile gleichzeitig
binden. Es bleibt daher zu kldren, ob seine Oligomerisierung nur einer hohen Aviditat dient
oder ob das Protein Kollagenmolekiile in gegenseitige raumliche Nahe bringen soll,

beispielsweise wahrend der Fibrillogenese. Sollten auch Wechselwirkungen mit anderen
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Proteinen der extrazelluldren Matrix existieren, konnte es aber auch als Adapterprotein

zwischen diesen und Kollagen | fungieren.

Wechselwirkung des COMP mit Kollagen I1X

Mutationen in COMP und Kollagen IX, die bel den betroffenen Individuen die
Knorpeldysplasien MED und PSACH verursachen (Holden et al., 1999; Deere et al., 1998;
Muragaki et al., 1996; Hecht et al., 1995; Briggs et al., 1995) und die Co-Lokalisierung der
beiden Proteine in pathologischen Ablagerungen im rauhen ER von Chondrozyten solcher
Patienten (Hecht et al. 1998 b), waren der Anlal3 die Wechselwirkung zwischen diesen beiden

Proteinen zu studieren.

Humanes rekombinantes Kollagen 1X (Pihlgjamaa et al., 1999) wurde vor dem Einsatz in
Interaktionsstudien elektronenmikroskopisch betrachtet. Das Abbild des heterotrimeren
Proteins entsprach dem des aus humanem Knorpel isolierten Kollagen IX (Bruckner et al.,
1988).

In Wechselwirkungsexperimenten mit baCOMP konnte eine zinkabhangige Bindung an
Kollagen 1X gezeigt werden. In den Elektronenmikrographien war eindeutig sichtbar, dal3 das
Kollagen IX mit der C-terminalen Doméane des COMP interagierte. Es existieren Mutationen
in diesem Bereich des COMP, die zu Knorpeldysplasien fihren. Die meisten Mutationen, die
diese Krankheiten zur Folge haben, liegen jedoch im Bereich der Typ-I11-Doménen. Da diese
aber einen Einflud auf die Faltung der C-terminalen Doméne haben, die deren
Bindungsfahigkeit beeintréchtigen konnte (Thur et al., 2001; Chen et al., 2000 b), schlief3t
dies nicht aus, dal3 die Bindungstelle der Interaktion in der C-terminalen Domane liegt.

Vier Bindungsstellen fur COMP konnten am Kollagen-1X-Molekdl ermittelt werden. Sie
liegen in den nichttripelhelikalen Domanen NC4, NC3 und NC1 und im Bereich der NC2-
Domaéne. Holden et al. (2001) kommen in analogen Experimenten zu einem ahnlichen Schiuf3,
mit dem Unterschied, dal3 sie einen engeren Bindungsbereich an der NC2-Doméane angeben.
Die bisher identifizierten Mutationen im Kollagen IX, die MED verursachen, betreffen alle
Splice-Donor- oder -Akzeptorstellen, die zur Deletion von Exon 3 der a2(1X) oder der
o3(IX)-Kette fuhren. In beiden Féllen bedeutet dies eine im-Leseraster-Deletion eines
entsprechenden Abschnittes aus 12 Aminoséuren der NC3-Domane. Daraus ergibt sich ein
maoglicher Einflufd der Mutation auf die Bindungsstelle in der NC3-Doméne und auf die C-
terminal von ihr gelegenen Bindungsstellen im Bereich der NC2- und in der NC1-Domane.
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Dal? Beeintrachtigungen der COMP-Kollagen-IX-Interaktion eine molekulare Grundlage fir
die Knorpeldysplasien MED und PSACH sein konnten, zeigt auch die geringere Aviditat
entsprechender COMP-Mutanten in Festphasenexperimenten (Thur et al., 2001).

AulRer der hier erstmals bewiesenen Wechselwirkung von COMP mit Kollagen IX ist auch
eine Affinitdt des COMP zum fibrillenbildenden Kollagen | und Kollagen 1l bekannt
(Rosenberg et al., 1998). Kollagen I1X findet man im Knorpel, assoziiert mit den Kollagen-11-
Fibrillen. Vorstellbar ist, dal3 das ebenfalls im Knorpel exprimierte COMP eine Aufgabe bei
der Genese dieser Fibrillen erflllt. Es kdnnte als eine Art extrazelluldres Chaperon bel der
Aneinanderlagerung von Kollagen-11-Molekilen und bei der Anlagerung von Kollagen I1X an
die periphere Schicht der Fibrille dienen.
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AUSBLICK

Die dtrukturelle Charakterisierung der bisher bekannten Matriline mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie ist in  dieser Arbeit vervollstandigt worden.
Weitergehende Untersuchungen erfordern den Einsatz anderer Methoden. Durch NMR-, und
Massenspektrometrie an synthetischen oder rekombinanten Peptiden konnen die hier
gewonnenen Erkenntnisse und Vermutungen Uber die Bildung von disulfidstabilisierten
Coailed-Coil-Domanen Uberprift und erweitert werden. Von besonderem Interesse ist dabel
die Heterooligomerisierung, denn die dabei auftretenden Stochiometrien sind bisher nicht
geklart. Der mogliche Einflul3 der anderen Doménen auf den Oligomerisierungsgrad der
Coiled-Coil-Region bedarf ebenfalls weiterer Studien.

Am Thrombospondin-4 aus Rindersehnen wurde eine proteolytische Prozessierung in der
Na&he des Coiled-Coil-Motives beobachtet, die vermutlich von physiologischer Bedeutung ist
(Hauser et al., 1995). Es mul’ geklart werden, ob auch die am rekombinanten Matrilin-3 und
Matrilin-4 entdeckte Prozessierung, deren Schnittstelle ebenfalls in der N-terminalen
Nachbarschaft einer solchen Oligomerisierungsdomane liegt (Klatt et al.,, 2001; Klatt,
Dissertation, 2001), von physiologischer Relevanz ist. Dann stellen sich fir die Matriline die
gleichen Fragen wie fur Thrombospondine: Ist die jeweilige Prozessierung gewebespezifisch?
Welche Eigenschaften und Funktionen haben die durch die Proteolyse entstehenden
Produkte? Und welche Protease ist daran beteiligt? Aus medizinischer Sicht ist von
besonderem Interesse, ob es Stérungen in diesen Prozessen gibt, die mit Krankheiten
verbunden sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen VWFA-Domanen der Matriline bilden die
Grundlage fir die Anayse ihrer Struktur. Absorptionsspektroskopische Methoden
(Circulardichroismus-Spektroskopie und Fluoreszenz-Spektroskopie) konnen eingesetzt
werden, um einen Einfluld divalenter Kationen auf die Proteinkonformation nachzuweisen.
Mutagenese und auch die Rontgenkristallographie, die Erkenntnisse Uber die Struktur auf
atomarer Ebene liefern soll und die im Idealfall auch an Co-Kristallen aus VWFA-Doméne
und Ligand durchgefuhrt werden kann, ermoglichen eine genaue Charakterisierung der
Bindungsstelle. Die Rontgenkristallographie kann die Frage kléren, ob und gegebenenfalls
wieein MIDAS-Motiv an der Bindung beteiligt ist.

Elektronenmikroskopisch analysierte Mischungsexperimente eignen sich fir die Fortsetzung

der Untersuchung der im Wechselwirkungs-ELISA entdeckten Interaktionen von Matrilinen.
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Wegen ihres hohen Zeitaufwandes eignen sie sich aber nicht als Screening-Methode fur die
Suche nach weiteren Interaktionspartnern. Festphasenuntersuchungen wie Wechselwirkungs-
ELISA und SPR-Messungen erlauben zwar einen schnellen Test mit einer vergleichsweise
hohen Anzahl an potentiellen Liganden, die Bedingungen unter denen die Proteine dabei
interagieren, sind aber verschieden zu denen in Lésung oder gar im Gewebe und kdnnen zu
artifiziellen Ergebnissen fuhren. Zur Suche nach weiteren Bindungspartnern der Matriline und
auch der Thrombospondine bieten sich Methoden an, die eine Isolierung von nativen
Proteinkomplexen aus  Gewebeextrakten  ermdglichen, wie  Gelfiltration  und
Ultrazentrifugation. Die Interaktion findet dort bei nahezu physiologischen Bedingungen und
unter Anwesenheit einer Fille von relevanten Interaktionspartnern statt. Die anschlief3ende
elektronenmikroskopische Untersuchung der isolierten Komplexe kann die Interaktion
nachweisen und zur Identifizierung der Bindungsstellen beitragen. Unterstiitzend konnen
Immunogold-Techniken eingesetzt werden. In Gewebeschnitten kann die in-vivo-Relevanz
einer solchen Bindung elektronenmikroskopisch oder mit der hochentwickelten
lichtmikroskopischen Technik der Fluorescence Resonance Energy Transfer Microscopy
bestétigt werden.

Die gesammelten Erkenntnisse Uber Struktur und Wechselwirkungen der Matriline und
Thrombospondine, kénnen bel der Untersuchung und Entwicklung von transgenen Tieren
hilfreich sein. Tiere, die bezlglich eines Matrilin- oder TSP-Interaktionspartners transgen
sind, kdnnen nun gezielter charakterisiert werden. Bei der Erzeugung von matrilin- oder
thrombospondindefizienten Tieren ist zu beachten, dal3 je nach Gewebeverteilung
Redundanzeffekte zu erwarten sind, wenn das Gen nur eines Mitgliedes der jewelligen
Proteinfamilie ausgeschaltet wird. So weisen beispielsweise Matrilin-1-defiziente Mause nur
einen milden Phanotyp und zwar leicht veranderte Kollagen-1I-Fibrillen auf (Aszodi et al.,
1999; Huang et al., 1999). Die Co-Lokalisation mit Matrilin-3 und Matrilin-4 |al%t auf
funktionelle Redundanzen schlief3en, die dementsprechend auch fir Matrilin-3- und Matrilin-
4-defiziente Tiere zu erwarten sind. An Stelle von Null-Mutationen kénnten gezielte
Mutationen in funktionellen Bereichen der Proteine solche Redundanzeffekte verringern und
zu Modelltieren fuhren, die weiter zum Verstandnis der Proteinfunktionen und der damit

verbundenen Krankheiten wie MED und PSACH beitragen.
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MATERIAL UND METHODEN

Wenn erforderlich wurde Reinstwasser aus der Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus PF
(Millipor) (im Folgenden g-H,O abgekiirzt) verwendet. Unter anderem wurden die hier

angegebenen Standardpuffer verwendet.

PBS: 1BS:

8 mM Na,HPO, 50 mM TrisHCI
2 mM KH,PO, 150 mM NaCl
140 mM NaCl pH=74

10 mM KCI

pH=74
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Molekularbiologie

Soweit nicht anders beschrieben, wurden Methoden von Sambrook et al. (1989) verwendet.

Allgemei ne mol ekul arbiol ogische M ethoden

| solation von Gesamt-RNA aus Knor pel zellen (nach Chomczynski und Sacchi, 1987)

Murine Sterni mit einem Nal3gewicht von etwa 100 mg wurden sofort in 1 ml eisgekihltem
GITME-Puffer homogenisiert (Polytron Homogenisator, Kinematika). Nach Zugabe von 50
ul 2 M Natriumacetat (pH = 4,0), 500 pl Aquaphenol (puffergeséttigtes Phenol, pH = 7,5) und
100 ul Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 Vol./Vol.) wurde gemischt und 15 min auf Eis
gekuhlt. Durch Zentrifugation erhielt man ein zwei-Phasen-System, dessen wassrige
Oberphase abgenommen und mit 1 Vol. Isopropanol versetzt wurde. Das nach mindestens
einstindigem Fallen bei -20°C abzentrifugierte Pellet wurde in 300 pl GITME-Puffer (65°C)
aufgenommen und erneut mit 1 Vol. Isopropanol 1 h bei -20°C gefdllt. Das abzentrifugierte
Pellet wurde mit 500 pl Ethanol (75%) gewaschen und abzentrifugiert. Das trockene RNA-
Pellet wurde in 50 pl g-H,O aufgenommen und photometrisch und elektrophoretisch
analysiert. Die jeweils zwanzigminitigen Zentrifugationen wurden bei 4°C und 1000 x g
durchgefihrt.

GITM E-Puffer:

4 M Guanidin Isothiocyanat
25 mM Na-Citrat

0,5% N-Laurylsarkosin

0,1 M B-Mercaptoethanol
pH=7,0

Bakterienkultur

Bakterien vom Stamm Escherichia coli DH-500 wurden in Luria-Bertani-Medium (LB-
Medium) kultiviert. Flussigkulturen wurden im Schittelinkubator (Model G25, New
Brunswick Scientific Co. Inc., 250 rpm), Luria-Bertani-Agar-Platten wurden im Brutschrank
bei 37°C kultiviert. Transfizierte Bakterien mit Ampicillinresistenz wurden nach Zugabe von

50 pg/ml Ampicillin kultiviert.
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Luria-Bertani-M edium (L B-M edium):

10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefe-Extrakt

10 ¢/l NaCl

mit 5 M NaOH auf pH = 7,0 eingestellt und durch Autoklavieren sterilisiert

Glycerinstocks

Zur Lagerung wurden Ubernachtkulturen von Bakterien im Verhdtnis 10:1 mit Glycerin
(80%) versetzt, gemischt und bel —80°C eingefroren.

Plasmidpr&parationen

Zur Praparation von Plasmiden wurden die Kits der Firma Macherey-Nagel verwendet, die

auf alkalischer Lysis mit anschlief3ender Anionenaustauschchomatographie basieren.

Analytischer Mal3stab: Einzelkolonien wurden in je 10 ml ampicillinhaltigem LB-Medium
kultiviert (Uber Nacht, Schittelinkubator, 37°C). Die Bakterien aus 2 ml geséttigter

Bakterienkultur wurden durch Zentrifugation geerntet (Tischzentrifuge, 30 s, 14000 rpm) und
in 250 pl Puffer A1 resupendiert. Zur alkalischen Lysis wurden 250 pl Puffer A2 zugegeben
und nach vorsichtigem Mischen fir maximal 5 min bei RT inkubiert. Nach Neutralisation mit
300 ul Puffer A3 wurde das entstandene Prézipitat abzentrifugiert (10 min, 20000 x @), der
Uberstand auf eine NucleoSpin™ Plasmid-Saule geladen (Tischzentrifuge, 1 min, 14000 rpm)
und mit 600 pl Puffer A4 gewaschen (Tischzentrifuge, 1 min, 14000 rpm). Die Silica
Membran der Saule wurde durch erneute 2 min Zentrifugation bei 14000 rpm getrocknet und
die DNA mit 30 - 50 ul Puffer AE (37° C) eluiert (Tischzentrifuge, 1 min, 14000 rpm).

Puffer Al: Puffer A2: Puffer A3:
0. A. 0. A. 0. A.
Puffer AW: Puffer AE:
0. A. 5mM TrisHCI

pH =85

(0. A.: ohne Angaben vom Hersteller)
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Préparativer Mal3stab: Grolere Plasmidmengen wurden mit dem NUCLEOBOND-AX-100-
Kit™ gewonnen. Dazu wurden die Bakterien aus 100 ml einer entsprechenden
ampicillinselektionierten Flissigkultur (LB-Medium, ODgoyonm = 1 bis 1,5, Schiittelinkubator,
37°C). durch Zentrifugation geerntet (4000 x g, 10 min, 4°C) und in 4 ml RNase-A-haltigem

Puffer S1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Lésung S2 und vorsichtigem Durchmischen
wurde fur nicht langer als 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Lysis wurde durch Zusatz
von Puffer S3 gestoppt und feste Niederschldge nach 10 min Zentrifugieren bei 4000 x @
abfiltriert. Das Filtrat wurde Uber die mit Puffer N2 aquilibrierte AX-100-Saule gegeben. Die
gebundene Plasmid-DNA wurde zweima mit je 4 ml Puffer N2 gewaschen, mit 4 ml Puffer
N5 eluiert und mit 0,7 — 0,8 Vol. Isopropanol geféllt (RT). Das abzentrifugierte DNA-Pellet
(30 min, 15300 x g, 4°C) wurde mit eisgekihlten Ethanol (70%) gewaschen und nach
erneuter Zentrifugation (30 min, 15300 x g, 4°C) an der Luft getrocknet. Die in einer
geeigneten Menge Wasser (in der Regel 50 pl) aufgenommene Plasmid-DNA wurde, wie
unten beschrieben, nach Reinheit und Konzentration untersucht. Die Proben wurden bei —
20°C gelagert.

50 mM TrisHCI 200 mM NaOH 2,8 M KAc

10 mM EDTA 1% SDS pH=5,1

100 pg/ml RNase A

pH =8,0

N2: N3: N5:

100 mM Tris H3PO, 100 mM Tris H3PO, 100 mM Tris H3PO,
15% Ethanol 15% Ethanol 15% Ethanol

0,9M KCI 1,15 M KClI 1M KCl

pH=6,3 pH=6,3 pH =85

Bestimmung von DNA-Konzentrationen und -Probenreinheit

DNA-Konzentrationen wurden im Agarosegel gegen einen standardisierten Marker geschétzt
und mit dem Photometer (A = 260 nm) verifiziert. Uber Reinheit gaben ebenfalls Gel und
Photometer (OD-Verhdtnis 260 nm/280 nm) Aufschlufi.
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Agarosegel el ektrophorese

Agarosegel el ektrophorese wurde, wie bel Sambrook et al. (1989) beschrieben, in TAE-Puffer
durchgefuhrt.

TAE: 6 x Probenpuffer:
40 mM Tris Acetat 0,25 % Bromphenol Blau
1mM EDTA 30% Glycerin

in g-H,O

Dem Agarosegel wurde Ethidiumbromid zugesetzt (0,5 pg/ml). Interkaierte dies ins
Nukleinsauregertst, lieR es sich durch UV-Licht zur Lumineszenz anregen

(Photolumineszenz) und die aufgetrennten Nukleinsduren wurden sichtbar.

Rekombinante Expression von Matrilinen

Klonierungsstrategie

Zur rekombinanten Expression wurde die gewinschte murine Matrilinsequenz per PCR
amplifiziert. Die beiden dabel verwendeten Primer beinhalteten eine Adaptersequenz mit
Restriktionsschnittstelle. Das 5"-Ende der matrilinkodierenden Sequenz erhielt so einen Spel-
Adapter, wahrend ihr 3"-Ende neben einem Stop-Kodon einen Notl-Adapter erhielt. Das mit
den Restriktionsendonukleasen Spel und Notl geschnittene Matrilin-Insert wurde gerichtet in
die multiple Klonierungsregion des Vektors pCEP-Pu-BM40-Hiss (N-terminal) einkloniert.
Der Vektor mit einer Sequenz fur das BM-40-Signal peptid und darauf folgendem Hiss-Motiv
wurde von Uwe Odenthal (Diplomarbeit, 1998) zur Verfligung gestellt. Man beachte, dal? der
Verdau des Vektors mit dem Enzym Nhel das komplementére Ende zum Spel-verdauten Ende
des Matrilin-Inserts lieferte. Unter Berticksichtigung der Voraussagen fir die Schnittstelle der
Signalpeptidase ergab sich der unten dargestellte theoretische N-Terminus mit Hiss-Marke.
Die generierten Konstrukte und verwendeten Primer sind im Ergebnisteil dargestellt (Abb. 14)
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1 Amp [ ColEl

PSV 40 Pac | SV40PA || PCMV I SVA0PA OriP 1 EBNA-1 ~

Hind 1 ~ BamHi

Bal | (dam"1) Sfi |l
Xho |
T | el
e
| BM-40-Signalpeptid H;}/I
multiple Klonierungsregion e
Spel Not |
Nhe | Not |
CTA GCA GCC CCG CTA GTT Hisg—Sequenz GCG | i iiiiinenenenenennns CGC CGG CG Vektor
CAC CGT CGG GGC GAT CAA Hisg-Sequenz CGC CAT Cllutintnneenneenennnnnns 6CG GCcC GC
fA P L V HHHHHH A L
Schnitt der Signalpeptidase
Spe-I- Adapter Not-I-Adapter
GC CCA CTA GIT....ciuteeeanne.. ATT CGC CGG CGT CAG TAA C
PCR-Produkt CG GGT GAT CAA..... Matrilin....TAZ GCG GCC GCA GTC ATT G
\% Stop

resultierendes Protein:

APLVHHHHHHALYV.....Matrilin........

Abb. 45: Klonierungsstrategie fur Matrilin-Expressionsvektoren. Der zyklische Vektor pCEP-Pu ist hier
schematisch linear dargestellt und bei Kohfeldt et al. (1997) ausfuhrlich beschrieben. Zwischen dem
Zytomegalievirus-Promotor (pCMV) und dem SV-40 Polyadenylierungssignal (SV-40 PA) lag die multiple
Klonierungsregion des Vektors (rot und 1. Vergroerung). Die verwendete Version pCEP-Pu-BM40-Hiss (N-
terminal) trug dort die Sequenz des BM-40-Signalpeptides (wei3) mit anschlieBender Hiss-Sequenz (gelb
unterlegt). Stromabwarts von dieser wurde das jeweilige Matrilin-Konstrukt (grau) einkloniert. Die Klonierung ist in
der 2., grin eingerahmten VergréRerung dargestellt. Die Schnittstellen der Enzyme und das Stop-Kodon sind
farblich markiert (dunkelblau: Spel, hellblau: , grin: Notl, rot: Stop).

Gewinnung matrilinkodierender DNA-Fragmente mittels Polymer asekettenreaktion (PCR)

Als Matrize fur Matrilin-2-Konstrukte diente murine cDNA, die von Dorothea Piecha
(Dissertation, 1999) zur Verfugung gestellt wurde. Konstrukte von Matrilin-1 und Matrilin-3
wurden per RT-PCR aus der mRNA von Knorpelzellen gewonnen, die wie oben beschrieben

isoliert wurde.
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Reverse Transkription: Fiir die Reverse Transkription mit dem SuperScript™ Il RNase H°

Reverse Transkriptase Kit (GibcoBRL) wurde in oben beschriebener Weise Gesamt-RNA aus
murinen Brustbeinen isoliert. 5 pg der RNA wurden mit 0,5 pug Oligo-(dT)17-Primer versetzt,
mit g-H,O auf 12 pl aufgefullt und nach 10 min Erhitzen auf 70°C schnell mit Eis gekuhlt.
Dem Hybridisierungsansatz wurden

4l 5x Erststrangpuffer (250 mM Tris HCl; 375 mM KCl; 15 mM MgCl,; pH = 8,3)

2ul 0,1M DTT

1 pl 10 mM dNTP-Mix (10 mM je Desoxyribonukleotid)
zugesetzt und nach 2 min Inkubation bei 42°C 1 pl (200 Units) SuperScript™ Il Reverse
Transkriptase zugegeben. Die Inkubation bei 42°C wurde fir 50 min fortgesetzt. Die Reverse
Transkription wurde durch 10 min Erhitzen auf 70°C beendet.

PCR: Fur die PCR wurden geeignete Primerpaare so gewahlt, dal3 sie anliche, nach Formel
(A) berechnete theoretische Schmel ztemperaturen (T,,,) besal3en.

(A Tha=4G+C)+2A+T) Tm: theoretische Schmel ztemperatur

G,CAT: jeweilige Anzahl des entsprechenden
Nukleotides in der Primersequenz

Die cDNA wurde durch Erhitzen auf 95°C denaturiert, damit einzelstréngige Bereiche fur die
Primer zuganglich wurden, die dann bel der Anlagerungstemperatur (Annealing-Temperatur)
von 53°C mit der DNA-Matritze paarten. In der Extensionsphase bei 72°C folgt der
sukzessive Einbau der Desoxyribonukleotide durch eine DNA-Polymerase. Durch vielfaches
Wiederholen des Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Extension wurde eine
exponentielle Vermehrung des gewiinschten DNA-Fragmentes erreicht. Die Reaktion wurde
dazu in einem programmierbaren Heiz- und Kuhlblock (PTC-200, MJ Research Inc.)
durchgefuihrt. Zu Beginn wurde der Einflu® unterschiedlicher DM SO-Konzentrationen
getestet. Fur die vorliegenden Kombinationen aus Matrizen (Templates) und Primern erwies
sich ein DMSO-Anteil von 4% als geeignet. Folgende Methode wurde schliefdich zur

Amplifikation der gewtinschten Sequenzbereiche verwendet.
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PCR-Ansatz: 10 x PCR-Puffer:
1 pl Matrilin-2 cDNA (10 ng) 100 mM TrisHCI
oder 15 mM MgCl,
0,5 yl RT-Ansatz (murines Sternum) 500 mM KCl
0,1% Gelatine
2,5 pl 10 x PCR-Puffer pH =83
1l DMSO

0,25 pl dNTP-Mix (je 5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

0,25 pl DNA-Polymerase (2,5 Unitg/pl, EXPAND High Fidelity (Boehringer Mannheim))
1 pl 5'-terminaler Primer (10 pM)

1 pl 3’ -terminaler Primer (10 pM)

ad 25 pl g-H0
Temper atur programm:
initial: dann 25 Zyklen: finale Elongationsphase:
5min  94°C 70s  94°C 10 min 72°C
70s 53°C
70s 72°C

Das PCR-Produkt wurde nach Separatation durch Agarosegelelektrophorese und
Ausschneiden aus dem Gel mit dem Geneclean™ Kit (Bio 101) isoliert. Die DNA wurde

anschlief3end in g-H,O aufgenommen.

DNA-Verdau mit Restriktionsendonukl easen

Die aus der PCR gewonnene matrilinkodierende cDNA und der Expressionsvektor wurden -
zur gerichteten Klonierung - durch Doppelverdau mit Restriktionsendonukleasen mit
komplementéren Enden versehen (vgl. Abb. 45). Die Verdaue erfolgten Uber Nacht bei 37°C
unter Verwendung der Reagenzien von New England Biolabs. Pufferwahl und BSA-Zugabe
richtete sich nach den Empfehlungen von New England Biolabs. Der unten beschriebene

allgemeine Reaktionsansatz wurde, wenn nétig, entsprechend erhoht.
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Allgemeiner Ansatz fir DNA-Verdau:

1-2 pg DNA
5-10 Units Restriktionsendonuklease 1

gof. 5-10 Units Restriktionsendonuklease 2
2 ul 10x Puffer

ggf. 0,5 ul BSA-L6sung (10 mg/ml)

ad 20 pl -H,0

Ligation der Konstrukt-DNA mit dem Vektor

Zur Ligation von Konstrukt-DNA mit dem Vektor wurde der folgende Ansatz tUber Nacht im
Wasserbad auf 14°C gekuhit.

Ligationsansatz: 10 X T4-L igase-Puffer:

500 ng doppelverdaute Konstrukt-DNA 500 mM TrisHCI

250 ng doppelverdauter V ektor 100 mM MgCl,

1 ul T4-Ligase (10 Units/ul, New England Biolabs) 100 mM DTT

1 pl 10 x T4-Ligase-Puffer (New England Biolabs) 10 mM ATP

ad 10 pl g-H,0 250 pg/ml BSA
pH=7.8

Die erhaltene Plasmid-DNA wurde zur Transformation von Bakterien (E. coli DH-5a)
eingesetzt.

Bakterientransformation

Herstellung kompetenter Bakterien: 100 ml einer Kultur von E. coli DH-5¢. (LB-Medium,

ODgoorm = 0,4) wurden nach 15 min Kihlen auf Eis zentrifugiert (1000 x g, 4°C) und das
Bakterienpellet in 33 ml RF1 resuspendiert. Nach weiteren 15 bis 30 min auf Eis wurden die
Bakterien erneut abzentrifugiert (1000 x g, 4°C) und das Pellet in 8 ml RF2 resuspendiert. Im
Anschlufd wurden die Zellen wieder fur 15 min eisgekihlt und dann als 200 ul Aliquots bei -
80°C eingefroren und gelagert.
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RFL RF2:

100 mM RbCI 75 mM CaCl,
50 mM MnCl, 10 mM RbCI
30 mM KAc 10 mM MOPS
10 mM CaCl, 15% Glycerin
15% Glycerin pH=7,0

pH =58 ing-H,O
ing-H,O (sterilfiltriert)
(sterilfiltriert)

Transformation von E. coli DH-50:: Zur Lagerung gefrorene kompetente Bakterien (E. coli

DH-50) wurden langsam auf Eis aufgetaut. Ebenfalls unter Eiskihlung wurde dann die zu
vermehrende Plasmid-DNA zu 80 ul der Bakteriensuspension gegeben und 30 min inkubiert.
Nach 60 s Erhitzen auf 42°C wurde das Gemisch fir weitere 2 min auf Eis gekihlt. Vor der
60mindtigen Inkubation bel 37°C im Schittelinkubator wurden 400 pl LB-Medium (RT)
zugesetzt. Anschlief3end wurde auf ampicillinhaltigen LB-Platten ausplattiert und diese Uber
Nacht bei 37°C bebritet. Einzelkolonien wurden nach Praparation ihrer Plasmide auf die
gewlnschte Transformation hin untersucht. Der Erfolg der Klonierung wurde durch
Kontrollverdau der Plasmid-DNA nach oben beschriebenem Vorgehen fur DNA-Verdau

gezeigt. (vgl. Anhang: Sequenzen muriner Matriline)

DNA-Sequenzierung des konstruierten Plasmides

Die matrilinkodierenden Sequenzen der generierten Vektoren wurden unter Verwendung
geeigneter externer bzw. interner Primer vollstandig sequenziert (Tab. 3). Sie entsprachen den

publizierten murinen Sequenzen.
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Primer Orientierung Sequenz

extern (vektorspezifisch):

BM40SP sense 5’- gttcccagcaccatgaggg -3°

Rev2 antisense 5- cdggatccggccttgec -3°

intern (Matrilin-2):

Mat2seq675 sense 5’- atgccctcaacattgcecttc -3

Mat2seq1058 sense 5’- ctcagcacggatcagaagac -3
Mat2seql1678 sense 5’- tgatgacctcaagacctgctcc -3°
Mat2seq2347 sense 5’- ttccacacaggtccgaacag -3°

intern (Matrilin-3):

cmpm39 sense 5’- gctcaacacctattccgac -3

cmpm310 sense 5’- tacgccttgaatgcagac -3

Tab. 3: Auflistung der Sequenzierprimer

Die DNA-Sequenzierung wurde vom Service-Labor des Zentrums fir molekulare Medizin
Koéln (ZMMK) automatisiert durchgefuihrt. Die PCR-basierte Sequenzierreaktion wurde mit
dem ABlI PRISM™ 377 DNA-Sequencer analysiert. Die Auswertung der
Sequenzierergebnisse erfolgte mit Programmen des Programmpaketes Wisconsin Package™
(Genetics Computer Group, 1994).
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Zelkultur

Die folgenden Arbeiten wurden im Zellkulturlabor unter sterilen Bedingungen durchgefhrt.

Das HEK-293-EBNA/pCEP-Pu-System

Das verwendete eukaryontische Expressionssystem HEK-293-EBNA/pCEP-Pu bediente sich
der Eigenschaften des nuclear antigen 1 des Epstein-Barr-Virus (EBNA-1). Bei den adhérent
wachsenden HEK-293-EBNA-Zellen handelte es sich um einen gentechnisch veranderten
Stamm der humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293, in deren Genom das EBNA-1-Gen
integriert war. Zur Selektion dieser Zellen diente eine Geneticin-G418-Resistenz. Der
episomale Expressionsvektor pCEP-Pu (Invitrogen, siehe auch Abb. 45) enthielt ebenfalls
eine Kopie des EBNA-1-Gens. Das zugehorige Protein nuclear antigen 1 band an den
Replikationsstart seines Gens (oriP) und ermoglichte eine starke extrachromosomale
Replikation der Episomen und damit, Uber die Zdlteilung hinaus, fir eine ausreichende
Anzahl des Expressionsvektors. Zur Selektion pCEP-Pu-transfizierter Zellen trug der Vektor
ein Puromycinresistenzgen. Das BM-40-Signalpeptid des Vektors sorgte fir eine
Zielsteuerung des Proteins Uber ER, Golgi-Apparat und sekretorische Vesikel in den

Extrazellularraum.

Kulturbedingungen

HEK-293-EBNA-Zellen wurden in  Gewebekultur-Petrischalen  kultiviert  (Greiner
Gewebekultur-Petrischalen 100 x 20 mm oder 145 x 20 mm). Als Medium diente DMEM Nut
Mix F12 mit 2 mM L-Glutamin, dem je nach Zweck 10% fétales Kaberserum (FCS),
Puromycin (0,5 mg/ml) und Geneticin G418 (0,25 mg/ml) zugesetzt wurde (Medium und
Zusétze: Gibco BRL), so dal? mit drei Mediumarten gearbeitet wurde:

Selektionsmedium: Kultivier medium: serumfreies M edium:
DMEM Nut Mix F12 DMEM Nut Mix F12 DMEM Nut Mix F12
+ L-Glutamin + L-Glutamin + L-Glutamin

+ FCS + FCS

+ Geneticin G418 + Geneticin G418

+ Puromycin
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Die Zellen wurden im Heraeus Begasungsbrutschrank B5060 bei 37°C in wassergesattigter Atmosphéare mit 5%
Kohlendioxid kultiviert.

Verteilen von Zdllen

Waren Gewebekulturschalen mit einer konfluenten Zellschicht bewachsen, wurden sie wie
oben beschrieben trypsinisiert. Die Suspension vereinzelter Zellen wurde dann auf mehrere
kleine Schalen verteilt oder auf eine grof3ere Schale gegeben. Untransfizierte Zellen wurden in

Kultiviermedium, transfizierte in Selektionsmedium kultiviert.

Transfektion von HEK-293-EBNA-Zdllen

Von ener Gewebekulturschale, die dicht mit einer konfluenten Schicht HEK-293-EBNA-
Zellen bewachsen war, wurde das Kultiviermedium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 5
ml PBS gewaschen. Um die Zellen von der Platte zu |6sen, wurden sie mit 3 mi
Trypsin/EDTA-L6sung in PBS (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA) im Brutschrank bei 37°C
inkubiert, bis sie sich von der Platte gel6st hatten (ca. 5 min). Die Trypsinisierung wurde dann
durch Zugabe von 3 ml des hoch proteinhaltigen Kultiviermediums gestoppt, die Zellen
vereinzelt und abzentrifugiert (5 min, 200 x g). Das Zdllpellet wurde dann in 10 ml PBS
resuspendiert und die Zelldichte mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Anschlief3end
wurde erneut zentrifugiert (5 min, 200 x g) und das Zellpellet im entsprechenden Volumen
kochsalzhaltigem  Kultiviermedium  (Kultiviermedium  zusédtzlich 25 mM  NaCl)
aufgenommen, so dal3 10° Zellen/ml vorlagen. 500 pl dieser Suspension wurden mit 300 pl
kochsalzhaltigem Kultiviermedium und 3 pg Plasmid-DNA gemischt. Nach 5 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde dieser Ansatz |uftblasenfrei in eine Elektroporationskivette (0,4
cm?, gap 50) gegeben. Im Gene Pulser™ (Biorad) wurde dann die Elektroporation bei einer
Kapazitat von 500 pF und einer Feldstarke von 0,23 kV/0,4 cm durchgefihrt (Zeitkonstante: 5
- 6). Nach funfminttiger Inkubation bel Raumtemperatur wurden die Zellen in 10 ml
Kultiviermedium ausplattiert und im Brutschrank (37°C, 5% CO,) gehalten.
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Selektionierung

Der Vektor pCEP-Pu besal’ ein Puromycinresistenz-Gen. Nachdem die Zellen zwel bis drei
Tage nach der Elektroporation adhdrent geworden waren, wurde mit der puromycinbasierten
Selektionierung der mit dem Plasmid transfizierten Zellen begonnen. Die Zellen wurden dazu
in 10 ml Selektionsmedium kultiviert, das ale zwei bis drel Tage gewechselt wurde. Zellen

von konfluent bewachsenen Platten wurden gegebenenfalls auf mehrere Platten verteilt (s.0.).

Expressionskontrolle

Zur Kontrolle der Expression wurden die Zellen einer konfluent bewachsenen Platte serumfrei
kultiviert. Dazu wurde das Selektionsmedium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen und serumfreies Medium zugesetzt. Nach zweitdgigem Bebriten wurde der
Zellkulturtberstand abgenommen. Die Proteine aus 1 ml Proben der Zellkulturiiberstande
wurden wie unten beschrieben mit TCA gefdlt und mittels SDS-PAGE analysiert.

Produktion und Ernte

Zur Produktion serumfreien Kulturiberstandes im praparativen Mal3stab, wurden die Zellen in
grof3en Kulturschalen (s.0.) kultiviert. Sobald sie mit einer konfluenten Zellschicht bewachsen
waren, wurde das Selektionsmedium abgesaugt und nach zweimaligem Waschen mit 5 ml
PBS serumfreies Medium zugesetzt. Die Kulturtberstande wurden alle zwei bis vier Tage
abgenommen, gesammelt und durch neues serumfreies Medium ersetzt. Die gesammelten

Uberstande wurden bei -20°C gelagert. Nach der vierten Ernte wurden die Zellen verworfen.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zur Lagerung wurden HEK-293-EBNA-Zellen bei -80°C eingefroren. Gegebenenfalls wurden
sie spéter in flissigem Stickstoff gelagert. Die Kulturen wurden dazu trypsinisiert, vereinzelt
und abzentrifugiert (5 min, 200 x g). Das Pellet einer konfluent bewachsenen 100mm-
Gewebekulturschale wurde in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und die Zellsuspension auf

zwel Gefrierrohrchen (Greiner Cryo Vails) verteilt. Mit Hilfe eines isopropanolgefillten
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Einfrierbehdlters (Cryo 1°C Freezing Container, NALGENE), der fir eine AbkUhlrate von

1°C/min sorgte, wurden die Zellen im -80°C-Gefrierschrank eingefroren.

Bel Bedarf wurden die Zellen durch stdndiges Schwenken im 40°C-Wasserbad rasch
aufgetaut, dann sofort mit 10 ml Kultiviermedium aufgenommen und abzentrifugiert (5 min,
200 x g). Der DMSO-hdtige Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml
Kultiviermedium auf einer 100 mm-Gewebekulturschale ausplattiert und bebritet (37°C, 5%

CO,). Transformierte Zellen wurden nach zwel Tagen in Selektionsmedium kultiviert.

Einfriermedium:

DMEM-F12
20 % FCS
10 % DMSO
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Proteinchemie

Proteinfallungen

Haufig mufdten Proteinproben eingeengt oder ihr Salzgehalt vermindert werden, bevor sie

weiter analysiert werden konnten. Die Proteine wurden deshalb ausihrer Lésung gefallt.

TCA-Fallung

Fur eine Falung aus 1 ml Proteinldsung wurden 10 ul des Detergens Triton X-100 und 250 pl
TCA-Losung (50% Trichloressigsaure in Wasser) zugegeben, gemischt und far 30 min
eisgekihlt. Der sich bildende Niederschlag wurde abzentrifugiert (4°C, 15 min, 21000 x Q)
und das Pellet mit kaltem Aceton gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 15 min,
21000 x g) wurde das Aceton vorsichtig abgezogen. Das an der Luft getrocknete Pellet wurde

im gewlnschten Probenpuffer aufgenommen.

Ethanol-Fallung

Eine Proteinldsung wurde mit dem 10-20fachen Volumen an Ethanol versetzt und Gber Nacht
auf —20°C gekuhlt. Gebildeter Niederschlag wurde abzentrifugiert (4°C, 15 min, 21000 x @),
das Pellet mit kaltem Ethanol (70%) gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (4°C, 15
min, 21000 x g) wurde das Ethanol vorsichtig vom Pellet abgezogen. Das luftgetrocknete

Pellet wurde im gewtinschten Probenpuffer aufgenommen.

Methanol -Chlor oform-Fallung

Einer 1-ml-Probe der Proteinlésung wurden sukzessive und unter anschlief3endem Mischen 4
ml Methanol, 2 ml Chloroform und 3 ml g-H,O zugesetzt. Nach Phasentrennung durch
Zentrifugation (10 min, 4°C, 1000 x g) wurde die Oberphase verworfen und weitere 3 ml
Methanol zugesetzt. Das Proteinpellet wurde abzentrifugiert und vor dem Aufnehmen im

gewinschten Puffer an der Luft getrocknet.
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SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese

Die Trennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970)
erfolgte nach dem Verfahren der diskontinuierlichen vertikalen Flachbettel ektrophorese mit
dem Hoefer SE 200 Mighty Small System (Amersham Pharmacia Biotech) und orientierte
sich an einer Vorschrift von Sambrook et al. (1989).

Bisacrylamid/Acrylamid-Puffer

Fur unterschiedliche Anforderungen wurden Trenngel puffer mit verschiedenem Gehalt an
Bisacrylamid/Acrylamid hergestellt. Wenn nétig, wurden Gradientengele hergestellt
(Gradientenmischer: Hoefer SG Serie, Amersham Pharmacia Biotech).

Trenngelpuffer: Sammelgelpuffer (4%):

x ml Bis-/Acrylamid-Lsg. (30%, 37,5:1) 1,33 ml Bis-/Acrylamid-Lsg. (30%, 37,5:1)
1,85 ml 3M TrisHCI 1,25 ml IM TrisHCI

50 pl 20% SDS-Lsg. 50 pl 20% SDS-Lsg.

pH =88 pH=6,8

ad 10 ml Wasser ad 10 ml Wasser

<= Trenngel prozentualitat
B 3

Giel3en des SDS-Polyacrylamidgeles

Zur radikalischen Polymerisation wurden in 7 ml Trenngelpuffer 100 pl einer
Ammoniumpersufatlésung (6%) und 3,75 pl TEMED gegeben und nach dem Gief3en mit
wassergeséttigtem Butanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Butanol
entfernt. Es wurden 5 ml des Sammelgelpuffers mit 300 ul APS und 2,5 ul TEMED versetzt
und gegossen. Durch einen zuvor eingesetzten Teflonkamm wurden "Taschen™ im

Sammelgel ausgespart, die zur Aufnahme der Proben dienten.

Probenvorbereitung

Geféllte Proteine wurden in Probenpuffer aufgenommen. Der Probe wurde zur Anayse im

SDS-Polyacrylamidgel das gleiche Volumen an Probencocktail zugesetzt.
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Probenpuffer: 2 xProbencocktail:

50 mM TrisHCI 0,2M TrisHCI

0,25 M NaCl 4% SDS

10mM EDTA 30% Glycerin

pH =6,8 1mM EDTA
0,1% Bromphenol Blau
pH =68

Bel Bedarf wurden Proben durch Zugabe von 2,5 ul B-Mercaptoethanol je 30-pl-Probe und

reduziert. Vor dem Auftragen wurden die Proben fir 5 min auf 100°C erhitzt.

Elektrophorese

Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer gefiillt, und die Proben in die Taschen des SDS-
Polyacrylamidgels geladen. Unter Wasserkihlung wurde die Elektrophorese bei einer
konstanten Stromstérke von 33 mA durchgefuihrt. (Spannungsguelle: PS 500 XT DC Power
Supply, Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech; Laufkammer: SE 250 Mighty Small Il Gel

Electrophoresis Unit, Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech)

Elektrophor esepuffer:

25 mM TrisHCI
250 mM Glycin
0,1% SDS

pH =8,3

Zweidimensionale-SDS-PAGE (nichtreduziert gefolgt von reduziert)

Zur Analyse disulfidverknlpfter Oligomere in zwei Dimensionen, wurden zwel identische
Proteinproben unter nichtreduzierenden Bedingungen der SDS-PAGE unterzogen. Wahrend
die Spur der einen Probe in geeigneter Weise gefarbt wurde, wurde die andere, um 90°
gedreht, auf ein weiteres SDS-Polyacrylamidgel gegeben. Uberschichtet mit reduzierendem
Probencocktail (1%, 10% [-Mercaptoethanol) wurde eine weitere Elektrophorese durchgeftihrt
(Abb. 46).



MATERIAL UND METHODEN 121

+ reduzierender Probencocktail
\ + Molekulargewi chtsstany

A 1

P

E{ Sammel gel
% Trenngel

o

®

m

<
Elektrophorese (+SH)

<
«

v

Proteinféarbung

Abb. 46: Zweidimensionale-SDS-PAGE (nichtreduziert gefolgt von reduziert).

Farbung mit Coomassie Brilliant Blue

Grolere Proteinmengen wurden mit Coomassie Brilliant Blue R-250 geférbt, indem das SDS-
Polyacrylamidgel fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur in eine Farbel 6sung gelegt wurde.
Das danach durchgehend blaugeférbte Polyacrylamidgel wurde dann mit ener
Entfarbel6sung, die regelmaldig ausgetauscht wurde, entférbt, so dald das Bandenmuster der
Proteine hervortrat. Farbung und Entféarbung wurden auf einem Schittler durchgefihrt.

Aufbewahrt wurden die behandelten Gele in 7% Essigsaure. Die Nachweisgrenze lag bei 0,1

Mg pro Bande.
Farbeldsung: Entfarbelésung:
50% Methanol 50% Methanol
10% Essigsaure 10% Essigsaure

0,2% Coomassie Brilliant Blue R 250

Slberfarbung

Zur Férbung geringer Proteinmengen diente eine Silberfarbung. Deren Nachweisgrenze lag
bei 10 ng pro Bande. Mit Coomassie Brilliant Blue geférbte Polyacrylamidgele konnten mit
der Silberfarbung nachgeférbt werden. Das Protokoll richtete sich nach einer Methode von
Heukeshoven and Dernick (1988)
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Das SDS-Polyacrylamidgel wurde zuerst zweimal 10 min in einer Lésung aus 30% Ethanol
und 10% Essigsaure fixiert. Anschlief3end wurde es 15 min in Lésung L1 gegeben und dann
dreimal 5 min und zweimal 10 min in Wasser gewaschen. Nach 15minutigem Tranken mit L2
wurde das Gel zur Entwicklung der Farbung in L3 gegeben. Als erste schwache Banden zu
erkennen waren, wurde die Entwicklungsldsung L3 erneuert. Gestoppt wurde die Reaktion in
7% Essigsaure. Alle Schritte der Farbung wurden auf einem Schittler durchgefihrt. Die

Ldsungen wurden kurz vor Gebrauch angesetzt.

L1: L2: L3:

30% Ethanol (vergdlt) 0,1% AgNO3 2,5% Na,CO; (wasserfrei)
0,3% Essigsaure 0,25%0 Formalin (30%) 0,4%o0 Formalin (30%)
2% Glutaraldehyd

0,1% NaS,0; - 5H20

40 mM NaAc

| mmunobl ot

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden im Tankblot-Verfahren auf
Nitrozellulose transferiert (2 h, 200 mA, Transfertank: Hoefer TE 22 Mighty Small Transphor
Tank Transfer Unit, Spannungsquelle: PS 500 XT DC Power Supply, Hoefer, Amersham
Pharmacia Biotech). Im angelegten elektrischen Feld wurden die negativ geladenen
SDS/Protein-Aggregate in Richtung Anode aus dem Gel und auf die Membran gezogen. Der
Blotpuffer bestand aus 50 mM Borsdure (pH = 8,5) und 5% Methanol.

Der Transfer wurde durch Proteinfarbung mit 10% Ponceau S in 1% TCA geprift. Die
Trichloressigsaure in der Farbelésung diente der Fixierung der Proteine auf der Membran.
Nach kurzem Waschen mit Wasser wurde das Proteinbandenmuster sichtbar. Anschlief3end
wurde mit TBS entfarbt. Proteinfrele Membranstellen, die Immunglobuline hétten
unspezifisch binden kénnen, wurden durch Inkubation (1h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C)
mit 5% Milchpulver in TBS (TBS/Milch) abgeséttigt. Fir 1 h wurde dann mit einer
geeigneten Verdinnung eines Priméarantikorpers in TBS/Milch inkubiert. Anschlief3end wurde
dreimal fir je 5 bis 10 min mit TBS/Tween 20 (0,01% Tween 20) gewaschen, bevor mit einer
geeigneten Verdinnung des Sekundarantikorpers in TBS/Milch 1,5 h inkubiert wurde. Erneut
wurde dreimal fur je 5 bis 10 min mit TBS/Tween 20, dann mehrmals mit Wasser gewaschen.

Zuletzt wurden die Blots fir 5 min im Wasser bel assen.



MATERIAL UND METHODEN 123

Zur Detektion der Protein-Antikorper-Antikorper-K omplexe wurden die Losungen Lum1 und
Lum2 im gleichen Volumenverhdltnis gemischt und fir 1 min zu der Membran gegeben.
Rontgenfilme wurden dann in einer Reithe zunehmender Belichtungszeiten aufgelegt und
anschlief3end entwickelt.

Luml: Lum2:
5ml TrisHCI (100 mM, pH = 8,8) 5ml TrisHCI (100 mM, pH = 8,8)
3 ul H,0, (30%) 22 pul p-Cumarséure (90 mM in DM SO)

50 pl Luminol (250 mM in DM SO)

Proteinquantifizierung

Bicinchoninsdure-Assay (BCA-Assay)

Proteinkonzentrationen wurden mit dem BCA-Assay (Pierce) nach der Standardvorschrift fur
Mikrotiterplatten bestimmt. Als Standard diente eine BSA-Konzentrationsreihe, aus deren
Mel3werten mittels linearer Regression eine Eichgerade ermittelt wurde. Die Standards und
Proben wurden mit dem ELISA-Reader (Titertek) bei einer Wellenlange von 562 nm

gemessen.

Bradford-Assay

Bel Anwesenheit von Substanzen, die im BCA-Assay stérten (z. B. Imidazol oder EDTA),
wurde in der Mikrotiterplatte eine Farbreaktion nach Bradford durchgefiihrt. Bradford-Losung
wurde dazu funffach verdinnt und im Verhédltnis 50:1 mit der Probe versetzt. Nach 5 bis 30
min wurden die Standards und die Proben mit dem ELISA-Reader (s.0.) bei einer
Wellenlange von 595 nm gemessen. Wie im BCA-Assay wurde die Proteinkonzentration im

Vergleich zu einer BSA-Standardreihe bestimmt.

Bradford-L 6sung (5%):

25 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
gelést in 12,5 ml Ethanol (96%)

+ 25 ml H3PO, (konzentriert)

ad 50 ml H,O
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Reiniqung Hiss-markierter Matriline

Hiss-markierte Matriline wurden mit Hilfe der Metallionenaffinitdtschromatographie aus den
Kulturtibersténden isoliert. Dazu wurde der Zellkulturiberstand (50-100 ml, pH 7 - 8) nach
Sterilfiltration (0,22 pm) Uber eine Saule mit Cobaltaffinitdtsmatrix gegeben (800 ul,
TALON™ Metal Affinity Resin, CLONTECH Lab. Inc.). Mit 5 bis 10 ml des Puffers P1
wurde die Saule gewaschen, bevor stufenweise durch Kompetition mit Imidazol (5 mM, 10
mM, 20 mM, 250 mM) euiert wurde. Pro Stufe wurde mit 4 ml Puffer eluiert. Die
gewlnschte Imidazolkonzentration wurde ggf. durch Mischen von Puffer P1 und Puffer P2
erreicht. Die Reinigung wurde durch SDS-PAGE anaysiert.

Pl P2

50 mM NaH,PO, 50 mM NaH,PO,

20 mM TrisHCI 20 mM TrisHCI

100 mM NaCl 100 mM NaCl

pH =8,0 250 mM Imidazol
pH =80

Reinigung von Matrilin-1/M atrilin-3-Heterooligomeren

Extraktion von bovinem fétalem Knor pel

Ein Kabsf6tus (5. bis 6. Woche der Gestation) wurde vom Veterindramt der Stadt Kéln zur
Verfligung gestellt. Knorpel vom distalen und proximalen Ende des Femurs und des Humerus
wurde unter Eiskihlung im zehnfachen Volumen (g/ml Nal3gewicht) des vorgekuhlten Puffers
P3 bis zur breiigen Konsistenz zerkleinert (3 x 30 s, Polytron Homogenisator, Kinematika)
und Uber Nacht im Kihlraum (4°C) extrahiert. Durch Zentrifugation (1h, 18.000 x g, 4°C)
wurde der Extrakt (300 ml) von festen Ruckstéanden befreit.

P3:

50 mM TrisHCI

0,1 M NaCl

10 mM EDTA

2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
2 mM N-ethylmalemid (NEM)

pH =74
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Die im folgenden beschriebenen Saulenchromatographien wurden bei 4°C im Kihlraum
durchgefihrt.

Kationenaustauscher SP Sepharose fast flow

Der Knorpelextrakt wurde mit einer Flul3rate von 1 mi/min auf eine mit SP Sepharose fast
flow gepackte Saule (XK 26, 10 x 2,6 cm, Amersham Pharmacia Biotech) geladen. Die
gebundenen Proteine wurden bei einer Flurate von 1 ml/min mit einem linearen Gradienten
(300 ml) von 0,2 —1 M NaCl in 50 mM Tris HCI (pH = 7,4) und 10 mM EDTA €luiert. Die
Fraktionierung des Eluates erfolgte in 5 ml Schritten. Der Lauf wurde mittels SDS-PAGE
analysiert. Matrilin-1/Matrilin-3-Heterooligomere eluierten bel Salinitdten zwischen 200 und
500 mM NaCl.

Molekularsieb Sepharose CL-6B

Ein geeigneter Heterooligomer-Pool aus dem Kationenaustauscherschritt wurde zur weiteren
Aufreinigung mit einer FluRrate von 0,1 ml/min Uber ein Molekularsieb gegeben. Wahrend
des Laufes der mit Sepharose CL-6B gepackten (XK 50, 90 x 5 cm, Amersham Pharmacia
Biotech) und in Puffer P3 aquilibrierten Saule wurden Fraktionen mit eéinem Volumen von 5
ml gesammelt. Die Proteinvertellung wurde mittels SDS-PAGE dargestellt. Das
Totalvolumen der Saule betrug 1800 ml, das Ausschluf3volumen 550 ml.

Reinigung von rekombinantem TSP-4 in Abwesenheit von Harnstoff

Die Reinigung von rekombinantem TSP-4 entsprach dem Protokoll der Reinigung im Beisein
von 2 M Harnstoff (Narouz-Ott et al. 2000). Den Puffern wurde kein Harnstoff zugesetzt, sie
enthielten aber 1,8 mM CaCl..

Prote nsequenzierung

Anzusequenzierende Proteine wurde mittels SDS-PAGE separiert und im Tankblot-Verfahren

auf die PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore) transferiert. Vorbereitend wurde die
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Membran 15 s in Methanol, dann 2 min in Wasser und 5 min in den Blotpuffer (s. u.)

gegeben, wahrend das Gel fur 15 min in den Blotpuffer gelegt wurde.

Blotpuffer:

50 mM Borsaure
2,5% Methanol
pH =85

Im mit Blotpuffer gefullten Tank wurde 2 h lang bei 4°C und einer Stromstérke von 200 mA

transferiert (siehe Immunobl ot).

In einer Losung aus 0,1% Coomassie Brilliant Blue R 250 in 50% Methanol wurden die
membrangebundenen Proteine gefarbt. Dann wurde mit 50% Methanol so lange entférbt, bis
das Bandenmuster zu sehen war. Die sorgfaltig ausgeschnittenen Banden wurden in 90%
Methanol entféarbt, kurz in 10 mM NaOH und dann in Wasser gegeben. Getrocknet wurden
diese Proben bei 4°C aufbewahrt.

Sequenziert wurde nach dem Prinzip des N-terminalen Edman-Abbaus mit dem 473A Protein
Sequenzer der Fa. Applied Biosystems. Die Sequenzierung wurde vom Servicelabor des
Zentrum Molekulare Medizin K6ln durchgefihrt.

Matrix Assisted Laser Desorption |onisation— Time Of Flight — M assenspektrometrie

Molekulargewichte wurden mit der MALDI-TOF-MS ermittelt. Die lonisierungsmethode der
matrixunterstiitzten Laserdesorptionsionisation setzte eine Kokristalisation des Proteins mit
einer sauren, UV-absorbierenden Matrix voraus. Bel Bestrahlung mit einem UV-Laserpuls
wurde die Probe verdampft. Dabel wurden Protonen von der sauren Matrix auf das Protein
Ubertragen, das dadurch positiv geladen wurde. Das Verhdltnis von Masse zu Ladung (m/z)
der zuvor in enem elektrischen Feld beschleunigten lonen, wurde anhand ihrer
Geschwindigkeit im time-of-flight-Analysator ermittelt, denn es galt:



MATERIAL UND METHODEN 127

Ekin :lmv2 :ZeU @m: 2eiJ
2 zZ VvV

Exin:  Kinetische Energie des lons nach Beschleunigung im elektrischen Feld

V: Geschwindigkeit des lons nach Beschleunigung im el ektrischen Feld
e Elementarladung
u: Beschleunigungsspannung

Zur massenspektrometrischen Analyse wurden 1 ml einer Matrilin-1/Matrilin-3-Probe aus
fotaler Rinderepiphyse einer Methanol-Chloroformféalung unterzogen und in 10 pl Puffer P4
aufgenommen. Die weitere Praparation der Proben ist bei Vorm und Mann beschrieben
(1994). Die Probe wurde im Verhdltnis 1:2 zuerst mit 2%iger TFA und dann mit einer
geséttigten Losung o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (Sigma-Aldrich) in 40% Acetonitril in
Wasser versetzt. 0,5 pl der Lésung wurden auf einen Edelstahlprobentréger getropft und an
der Luft getrocknet. Wenn erwilnscht, wurde die getrocknete Probe auf dem
Edelstahlprobentrager mit 10 mM DDT in Wasser, 1 h bel 37°C reduziert. Die Substanzen
wurden mit einem gepulsten Stickstofflaser (A = 337 nm) desorbiert und ionisiert. Kationen
wurden mit Hilfe des Hochmasse-Detektors im linearen Modus eines Bruker-Biflex-I11-
Massenspektrometers detektiert und analysiert. Zur Massenkalibrierung des time-of-flight-
Anaysators wurden je nach gemessenem Massebereich Protein A ( M, = 44610,3 Da,
rekombinant, Repligen) oder BSA-Dimer (132859,0 Da, Sigma-Aldrich) verwendet. Die

Messungen wurden von der Firma Bruker Daltonics durchgefuihrt.

P4:

50 mM TrisHCI
0,1 M NaCl

10 mM EDTA
4 M Harnstoff
pH=74

Enzymatische Deglykosylierung

Aus bovinem fétalem Gelenkknorpel isolierte Oligomere aus Matrilin-1 und Matrilin-3 (3 ug
in 100 ul) lagen in einem Puffer aus 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl und 10 mM EDTA mit
einem pH-Wert von 7,4 vor. Sie wurden fur 10 min auf 95°C erhitzt und nach Zugabe von 1
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Unit rekombinanter N-Glykosidase F (Boehringer Mannheim) Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Eine Negativkontrolle wurde gleichbehandelt, ihr wurde aber kein Enzym zugesetzt.

Wechsel wirkungsuntersuchung nach dem ELISA-Prinzip

Getestet wurde die Wechselwirkung zwischen gereinigten rekombinanten Matrilinen und den
Kollagen | bis V (Sigma-Aldrich) bzw. Fibronektin gereinigt aus bovinem Serum (Gabe von
Frank Zaucke). Auflerdem wurde die Interaktion zwischen rekombinantem TSP-4 und

Kollagen | untersucht.

Kollagen I: pepsinextrahiert aus K@ berhaut, séurelddlich.
Kollagen I1: pepsinextrahiert aus bovinem Nasenschei dewandknorpel, saurel éslich.
Kollagen I11: pepsinextrahiert aus humaner Placenta, sdurelddich.

Kollagen IV: pepsinextrahiert aus humaner Placenta, sdurelddich
Kollagen V: pepsinextrahiert aus humaner Placenta, sdurelddich

Fibronektin: aus bovinem Plasma

In die Reaktionskammern einer ELISA-Mikrotiterplaite wurden je 150 pl einer
Kollagenlosung (50 pg/ml, in 1% HACc) bzw. einer Fibronektinlosung (35 pg/ml, in TBS)
gegeben. Zur Absorption der Proteine an die Kunststoffoberflache, wurde Uber Nacht bel
Raumtemperatur inkubiert. Die Mulden wurden dann dreimal mit TBS/Tween 20 (0,02%
Tween 20) gewaschen. Die folgenden Inkubationsschritte wurden jeweils 1h bel RT
durchgefuihrt. Restliche freie Bindungsstellen in den beschichteten Mulden und freie
Kontrollmulden wurden durch Inkubation mit je 200 ul 1% BSA in TBS (BSA/TBYS)
abgeséttigt und dann erneut dreimal mit TBS/Tween 20 gewaschen. Zur Interaktion wurden
geeignete Proteinproben (100 ul) in den gewlnschten Puffern zugesetzt und fur 1 h bei RT

inkubiert.

Dreimaligem Waschen mit TBS/Tween 20 folgte die Inkubation mit jeweils 100 ul einer
geeigneten Priméarantikorperverdinnung in BSA/TBS. Abermals wurde dreimal mit
TBS/Tween 20 gewaschen und dann mit jeweils 100 pl einer 1:2000-V erdiinnung eines HRP-
gekoppelten Schweine-anti-Kaninchenimmunglobulin-G-Antikérpers (DAKO) in BSA/TBS

inkubiert. Noch dreimal wurde mit TBS/Tween 20, dann zweimal mit Wasser gewaschen.

Vom frisch angesetzten Detektionsreagenz wurden je 100 ul in die Hohlungen gegeben und

maximal 90 min im Dunkeln entwickelt. Die positive Reaktion war an einer Blaufarbung
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erkennbar. Vor der Messung im ELISA-Reader (Titertek), bel einer Wellenlange von 450 nm,
wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 ul Schwefelsdure (20%) gestoppt. Dies fuhrte zu

einer Farbéanderung nach gelb.

Detektiosr eagenz:

18m H,O

2ml 1 M NaOAc/Citronensdure Puffer

125 pl  3,3°-5,5"-Tetramethylbenzidin (10 mg/ml in DM SO)
0pu  30% H,0,

pH =6,0
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Elektronenmikroskopie

Zur Darstellung von Proteinmolekilen und Molekulkomplexen im
Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM 902) wurden die beiden im Folgenden

beschriebenen Kontrastierungsmethoden verwendet.

Negativkontrasti erung (negative staining)

Die hochste Auflésung liefd sich durch die negativ Kontrastierung erreichen, bei der die
Proteine von einer dinnen amorphen Schicht aus Schwermetallsalz umgeben waren. Die
Stellen, an denen Protein vorhanden war, waren im Vergleich zur Schwermetallschicht
weniger elektronendicht. Daher entstand vor einem dunklen Hintergrund ein helles Abbild der
Proteine, das namengebend fir die Methode ist (negativer Kontrast).

Die Probenvorbereitung begann mit der sogenannten Glimmentladung (glow discharge).
Unter geringem Luftdruck wurde an einem Plattenkondensator eine hohe Spannung
(Zuindspannung) angelegt. Die Ladungstrager erhielten dabei eine kinetische Energie, die dazu
ausreichte neutrale Restgasmolekile (Luft) zu ionisieren. Die Glimmentladung wurde fir 1
min aufrecht erhalten, um eine auf ein Kupfernetzchen aufgebrachte Kohleschicht (10 - 20
nm), die in der Entladungskammer zwischen den Kondensatorplatten plaziert wurde,

aufzuladen und ihr hydrophile Eigenschaft zu verleihen.

Ein so vorbereitetes kohlebeschichtetes Kupfernetzchen (400 Maschen) wurde 1 min lang auf
einen TBS-Tropfen (100ul) gelegt und dann mit einem Filterpapier getrocknet, bevor es auf
einen 5 - 10 pl Tropfen der zu untersuchenden Proteinlsungen (2 - 5 pg/ml) gelegt wurde.
Nach 1 min Adsorption wurde erneut mit einem Filterpapier getrocknet und zweimal mit
Wasser gewaschen. Dabei wurde jeweils mit dem Filterpapier getrocknet. Nach kurzem
Vorkontrastieren (max. 3 s) in einem 100-pl-Tropfen 0,75% Uranylformiatlosung wurde in
einem weiteren Tropfen (100 ul) der 0,75%igen Uranylformiatldsung 30 s - 40 s kontrastiert.
Nach Trocknen mit einem Filterpapier und Trocknung an der Luft war das Préparat zur

Untersuchung im Elektronenmikroskop bereit.
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Rotati onsaufdampfung (rotary shadowing)

Die Rotationsaufdampfung ist eine Replik-Technik, die sich der physikalischen
Gasphasenabscheidung von Schwermetall und Kohle bedient. Proteinlsungen mit typischen
Massenkonzentrationen von 20 - 50 pg/ml wurden mit dem gleichen Volumen an Glycerin
(80% in g-H20) vermischt und auf ein frisch gespaltenes Glimmerpléttchen gespriiht. Nach
mindestens dreistiindiger Trocknung im Vakuum der Beschichtungsanlage (Baltec MED 030)
wurde unter Rotation des Préparates und unter einem Winkel von 6° - 9° Platin aufgedampift,
um das Protein mit dem elektronendichten Metall zu dekorieren. Das Arbeitsvakuum, bel dem
eine Platinschicht von 2 nm Dicke aufgedampft wurde, lag unter 10™ mbar. Zur Stabilisierung
der Replik wurde unter eéinem Winkel von 90° eine 10 - 20 nm dicke Kohleschicht
aufgedampft. Die auf einer Wasseroberfldche abgeflottete Replik wurde schliefdlich zur
Untersuchung im Elektonenmikroskop auf einem Kupfernetzchen (400 Maschen)
aufgenommen und getrocknet. Die Dekoration des Proteins mit dem el ektronendichten Metall,
sorgte fur eine dunkle Abbildung des Proteins vor einem hellen Hintergrund (positiver
Kontrast).

Die Dekoration des Proteins sowohl mit Glycerin als auch mit Platin verringerten die
Auflésung dieser Methode im Vergleich zur Negativkontrastierung. Sie hob alerdings
fadenformige Strukturen hervor, die in der Negativkontrastierung oft schlecht zu erkennen

waren.

Protein-Gold-Komplexe

Darstellung von kolloidalem Gold

Kolloidales Gold mit einem Durchmesser von 5 nm wurde durch Reduktion von
Tetrachlorgoldsdure mit Tannin nach einer Methode von Slot und Geuze (1981, 1985)
dargestellt. Sol. A und Sol. B wurden dazu auf 60°C erwarmt, vereinigt und dann rasch
durchmischt. Nachdem sich eine charakteristische braun-rote Farbe gebildet hatte, wurde bis

zum Sieden erhitzt und zum Schlufd eisgekihlt. Die fertigen Goldkolloide wurden bei 4°C
gelagert.
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Sol. A: Sol. B:

8 ml 0,0125% Tetrachlorgoldsdure 400 pl | 1% tri-Natriumcitrat-Dihydrat
100 pl 1% Tannin
100 pl 25 mM K,CO4
ad 2 ml g-H,O

Darstellung von Protein-Gold-Komplexen

Komplexe aus Protein und Gold wurden wie bel Baschong und Wrigley beschrieben (1990)
dargestellt. Ein geeignetes Volumenverhdtnis von Goldkolloid- zu Proteinlésung wurde
durch Titration ermittelt. Eine Farbanderung von rot nach blau, die durch salzinduzierte
Aggregation des kolloidalen Goldes verursacht wurde (10% NaCl in g-H20), konnte dabel
durch vorherige Bildung von Protein-Gold-Komplexen verhindert werden. Das minimale
Volumen an Proteinlésung, das die Aggregation verhinderte, wurde ermittelt. Goldkolloid-
und Proteinldsung wurden dann im zugehérigen Volumenverhdtnis gemischt und 1 h bei RT
inkubiert. Schliefdlich wurde durch Zugabe von Polyethylenglykol-20000 (1% in g-H2O,
SERVA) und einstiindiger Inkubation bei RT blockiert.
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Sequenzen muriner Matriline

Im Folgenden sind die in der Nukleotidsequenz-Datenbank Genebank publizierten
Proteinsequenzen der murinen Matriline aufgefihrt, die dieser Arbeit zu Grunde lagen. Unter
dem Namen ist die Genebank-Zugangsnummer (accession number) angegeben. Die

Signalpeptide sind einfach, die Coiled-Coil-Domanen doppelt unterstrichen. Potentielle

IN-Glykosylierungs-Motive sind eingerahmt. Die rekombinant exprimierten Sequenzen der in

dieser Arbeit beschriebenen Volllangenkonstrukte sind grau unterlegt, die der VWFA-

ahnlichen-Domaénen fett hervorgehoben.

Matrilin-1:

NM_010769.1
GI:6857809

MKVTSGPASALCSLLLLLLLLLOVPDSLSLVPQPRGHLCRTRPTDLVFVVDSSRSVRPVEFEKVKVFEFL

SQVI ESLDVGPRVGLVNYASTVKPEFPLRAHGS KASLLQAVRRIQPLSTGTMTGLALQFATITKAL
SDAEGGRARSPDISKVVIVVTDGRPQDSVRDVSERARASGIELFAIGLGRVDKATLROQIASEPQDEHV
DYVESYNVIEKLAKKFQEAFCVVSDLCATGDHDCEQLCVSSPGSYTCACHEGFTLNSDGKTCNVCRGG
GSGSATDLVFLIDGSKSVRPENFELVKKFINQIVDTLDVSDRLAQVGLVQYSSSIRQEFPLGRFHSKK
DI KARVRYMEKGTMTGAALKYL IDNSFTVSSGARPGAQKVGIVFTDGRSQDYINDAARKAKDLGF
KMFAVGVGNAVEEELREIASEPVADHYFYTADFKTINQIGKKLQKQICVEEDPCACESILKFEAKVEG

LLOALTRKLEAVSGRLAVLENRIT
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Matrilin-2:

NM_016762.1
GI:7949075

MEKMLVGCLLMLGQLFLVLPVDGRERPQARFPSRGRHVRMYPOQTALLESSCENKRADLVFIIDSSRSV

NTYDYAKVKEFILDILQFLDIGPDVTRVGLLQYGSTVKNEFSLKTFKRKSEVERAVKRMRHLSTGTMT
GLAIQYALNIAFSEAEGARPLRENVPRIIMIVTDGRPQDSVAEVAAKARNTGILIFAIGVGQVDLNTL
KAIGSEPHKDHVFLVM@:]QIESLTSVFQNKLCTVHMCSVLEHNCAHFCLNTPGSYICKCKQGYILST
DOQKTCRIQDLCATEDHGCEQLCVNMLGSFVCQCYSGYTLAEDGKRCTAMDYCASENHGCEHECVNAES
SYLCRCHEGFALNSDKKTCSKIDYCASSNHGCQHECVNAQTSALCRCLKGFMLNPDRKTCRRINYCAL
NKPGCEHECVNTEEGHYCRCRQGYNLDPNGKTCSRVDHCAQQDHGCEQLCLNTEESFVCQCSEGFLIN
DDLKTCSRADYCLLSNHGCEYSCVNTDKSFACQCPEGHVLRSDGKTCAKLDSCALGDHGCEHSCVSSE
DSFVCQCFEGYILRDDGKTCRRKDVCQODVNHGCEHLCVNSGESYVCKCLEGFRLAEDGKRCRRKNVCK
STOQHGCEHMCVNNGNSYLCRCSEGFVLAEDGKHCKRCTEGPIDLVFVIDGSKSLGEENFETVKHFVTG
IIDSLAVSPKAARVGLLQYSTQVRTEFTLRGFSSAKEMKKAVTHMKYMGKGSMTGLALKHMFERSFTQ
VEGARPPSTQVPRVAIVFTDGRAQDDVSEWASKAKANGITMYAVGVGKAIEEELQEIASEPIDKHLFY
AEDFSTMGEISEKLKEGICEALEDSGGRQDSAAWDLPQQAHQPTEPEPVTIKIKDLLSCSNFAVQHREF

LFEEDRSTQKLFHS TKSSGNPLEESQDQCKCENLILFONVANEEVRKLTORLEEMTQOQRMEALENR

LKYR

Matrilin-3:

NM_010770.1
Gl:6754647

MLLSAPLRHLPGLLLLLWPLLLLPSLAAPGRLARASVRRLGTRVPGGSPGHLSALATSTRAPYSGGRG

AGVCKSRPLDLVFIIDSSRSVRPLEFTKVKTFVSRIIDTLDIGATDTRVAVVNYASTVKIEFQLNTYS
DKQALKQAVARITPLSTGTMSGLAIQTAMEEAFTVEAGARGPMSNIPKVAIIVTDGRPQDQVNEVAAR
ARASGIELYAVGVDRADMESLKMMASKPLEEHVFYVETYGVIEKLSARFQETFCALDQCMLGTHQCQH
VCVSDGDGKHHCECSQGYTLNADGKTCSAIDKCALSTHGCEQIC INDRYHCECYGGYALNADRRT
CAALDKCASGTHGCQHICVNDGAGSHHCECFEGYTLNADKKTCSVRNKCALGTHGCQHICVSDGAVAY
HCDCFPGYTLNDDKKTCSDIEEARSLISIEDACGCGATLAFQEKVSSHLOKLNTKLDNILKKLKVTEY

GQVHR
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M atrilin-4:

NM_013592.1
GI:8567373

MRGPCCWPLSLLLLFLOSWETQLQSAGPRCYNGPLDLVFMIDSSRSVRPFEFETMRQFLVGLLRSLDV

GLRVGVI QYSSQVQSVFPLGAFSRREDMERAIRAVVPLAQGTMTGLAIQYAMNVAFSEAEGARPS
EERVPRVLVIVTDGRPQDRVAEVAAQARARGIEIYAVGVQRADVGSLRTMASPPLDOHVFLVESFDLI
QEFGLOFQGRLCGKDLCAELVHGCQHLCVNAPGTFYCACNSGYKLAPDNKNCLALDLCAEGTHGCEHL
CVNSVDSYFCRCRAGFALQQDQRSCRAIDYCS FGCQHECVS TLAGPQCRCREGHDLLPDGRSCRV
RDFCNGVDHGCEFQCVSEGLSFHCLCPEGRRLOADGKSCDRCREGHVDLVLLVDGSKSVRPONFELVK
RFVNQIVDFLDVSPEGTRVGLVQFSSRVRTEFPLGRYGTAAEVKQAVLAVEYMERGTMTGLALRHMVE
HSFSEAQGARPRDLNVPRVGLVFTDGRSQDDISVWAARAKEEGIVMYAVGVGKAVEEELREIASEPSE
LHVSYSPDFSTMTHLLENLKGSICPEEGIGAGTELRSPCECESLVEFQGRTLGALESLTONLARLTER

LEELENQLASRK
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Sequenzvergleich von TSP-4 und COMP aus Ratte

[elspiSe Y Nnllgle= W=y Sind schwarz ahnliche Aminosauren grau unterlegt.

TSP-4 o= P LAATGTGDIEININOI oMo} N O] € E VKD .I.R6lo)VKEINS E T RN TIEE COA
COMP 1 QI ... .EeLAPOMBEREIHQOET ODVRELLRIZINVKENT FLKNTMUE CIBA ..
TSP-4 58 IAPIAPPTINSTRREODS S P/GAREVR| NGO CGPCPIBGY TGNGEMAC
COMP 55 ... ... QIFARTIHEL.SVIRFVALGAPGS[@YPE INGINNCGPCPISGY TGNGEEIC]
TSP-4 INRSRS DVINE ClOYHP CY PE€VR CINNIWAPGFRCDACP, WAYOGVGINFAKTNKQVCTDMYE CI3
COMP 106 jys) INFAVH P CE PINVR CHININS|PGFHCEACP)Y IR GVGEIWFAKTNKQVCTDINE CIH
TSP-4 178 BN CVIENSTCENTIRGSMINCGPC TieeTRES . . INTENSEORNPEQN)ZESVIZINOGERE
COMP 166 TEOI IENSVCNVNTINGSEECGPCE GDORSIGCORRIEOHIACIBIESIZSI P ClziNK AID/C T8
TSP-4 PEET N ROGIIVTCVCGEVGWAGINAGMV CGKDYDIDSY PDEMELIZC SI\RNCKKDNCl @4V PNSGQEDID
COMP PRI RIDGEINS CVCAVGWAGNAGIEL CGRDINDEDEE PDEINLINC SIHROCRKDN CYAYV PNSGQEDWYD
TSP-4 PEER D€ T GDACDIEDADGDGIIENEQDN C\Y LN DORNEDKDEGDACDNCREAMMENNDOKDTD
COMP PSR DINT GDACDIFDADGDGVIENEQDNCly IZDORNSDKDIMWGDACDNCREIQIMNIEDQKDTD]3E
TSP-4 ELY D GINGDACDDDMDGD €T KNTIRDNCPRVPNIRDQ@DINDGDGVGDACDEC PIASIN PINOSID VD
COMP EYAMD GO GDACDDDEDGDRT RNMIADNCPRVPNIDOSDEIDGDGVGDACD QKDINIZDORIBABTH!
TSP-4 CAamn ' GDSICDIINODSDGDGHQDSISDNCPTVEIINS AQI#DEDKDGEGDI#CDDDDDNDGMPDLF PP
COMP Y GDI\CDSIBODODGDGHODSIRDNCPTV)IENS AQODSDHDGINGDIMCDDDDDNDGM P D s

TSP-4 CYEaDNCRLVPNPAQEDSINNDGVGDUMCIEADFDODKVIDRIDVCPENAEETLTDFRANQTVVLD
COMP EISERNDNCRLVPNPGQEDNBINDGVGDIRCOGDFDIDKVIDKIDVCPENAEMTLTDFRAEQTVVLD,

TSP-4 S PEGDAQIDPNWVVLNQGMEIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHVNT®TDDDYAGEF I
COMP YA PEGDAQIDPNWVVLNQGMETIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHVNTINTDDDYAGF I
TSP-4 S GYQODSSSFYVVMWKOIMEQTYWQANPFRAVAEPGIQLKAVKS BILRNSLWHTGDT]
COMP SN GYODSSSEFYVVMWKOUEQTYWQANPFRAVAEPGIQLKAVKSH OLRNIALWHTGDT]

TSP-4 (S OVRLLWKDERNVGWKDKWYSYRWFLOHRPQVGY IRVRFYEGSELVADSE@VINID TIMR GG
COMP (RN OVR LLWKDIFRNVGWKDKINSYRWFLOHRPQVGYIRVRFYEGIFELVADS LDTIWMRGG

TSP-4 R R GVFCFSQENI IWSNLKYRCNDT I PEDEO}HNGTOaNIDRI.DN]|
COMP PASERRR T GVECFSQENI IWRNLRYRCNDT I PED YNz INTI V-
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ABSTRACT

Matrilins and thrombospondins are multimeric proteins of the extracellular matrix. It has been
suggested, that they are involved in connecting different matrix components and the assembly
of collagen fibrils. Therefore an importance in the regulation of the morphological and
mechanical properties of connective tissues is assumed. Matrilins are able to form
autonomous networks, that could participate in the morphogenesis of the corresponding
tissue. So far the members of the two protein families were not completely characterized
concerning molecular structure and their interactions with other proteins of the extracellular

matrix.

Purification of recombinantly expressed proteins and purification of proteins from tissue
extracts, both under native conditions, allowed characterization that led to models of the
matrilins regarding oligomerization and appearance in transmission electron microscopy. In
addition to their homooligomers, heterooligomers of matrilin-1 and matrilin-3 were
discovered in extracts of fetal bovine epiphyseal cartilage that could have a function in fine-
tuning of the matrilin properties. In addition, collagen V and fibronectin were found to be

ligands of matrilin-3 and matrilin-4.

The structures of recombinantly expressed thrombospondin-4 (TSP-4) and cartilage
oligomeric matrix protein (COMP) were characterized using the transmission electron
microscope. Interactions between TSP-4 and collagen | and between COMP and collagen 1X
were described. Presumably, the latter interaction is of relevance for the development of

chondrodysplasias.
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KURZZUSAMMENFASSUNG

Matriline und Thrombospondine sind multimere Proteine der extrazelludren Matrix, von
denen man annimmt, da3 sie eine Rolle bel der Verbindung verschiedener
Matrixkomponenten und bei der Entstehung von Kollagenfibrillen innehaben und damit
entscheidend bel der Bestimmung der morphologischen und mechanischen Eigenschaften des
entsprechenden Gewebes mitwirken. Matriline, besitzen die Eigenschaft autonome Netzwerke
zu bilden, die an der Strukturgebung des jeweiligen Gewebes teilnehmen kdnnten. Bislang
sind noch nicht ale Mitglieder der beiden Proteinfamilien in Hinsicht auf ihre molekulare
Struktur und ihre Wechselwirkungen vollstandig charakterisiert.

Rekombinante Expression von Matrilinen und ihre Reinigung aus Gewebeextrakten
ermoglichte Untersuchungen, die zu einem abschlief?enden Bild der Matriline bezliglich ihres
Oligomerisierungsgrades und ihres Erscheinungsbildes im  Transmissionselektronen-
mikroskop fiuhrten. In fétalen Rinderepiphysen wurden, neben ihren Homooligomeren,
Heterooligomere aus Matrilin-1 und Matrilin-3 entdeckt, die auf eine Feinregulierung der
Matrilineigenschaften schlief3en lassen. AulRerdem wurden Kollagen V und Fibronektin as
Wechselwirkungspartner des Matrilin-3 und Matrilin-4 identifiziert.

Rekombinant exprimiertes Thrombospondin-4 (TSP-4) und Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP) wurden ebenfalls im Elektronenmikroskop strukturell charakterisiert. Die
Wechselwirkung zwischen TSP-4 und Kollagen | und die zwischen COMP und Kollagen 1X
wurden hier nachgewiesen. Die Interaktion zwischen COMP und Kollagen 1X steht

wahrscheinlich in Verbindung mit einer Familie von Knorpeldysplasien.
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