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Kurzfassung

Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Charakterisierung von LN-Modulen der Lami-
nin a-Ketten beziglich ihrer Bindungseigenschaften und ihrer Fahigkeit, die Polymerisation
von Lamininen zu vermitteln. Die N-terminalen Sequenzen der murinen Laminin-Ketten
a3B und a5 sowie ihrer Signal peptide wurden durch RT-PCR vervollsténdigt. Diese Infor-
mation wurde fur die Darstellung stabiler rekombinanter Fragmente der N-terminalen
Domanen VI/V von Laminin al, a2, a3B und a5 benutzt. Die Fragmente VI/V beinhalte-
ten das LN-Modul (Domane VI) sowie stabilisierende LE-Module der Doméne V. Durch
umfassende Bindungsstudien konnte die Fahigkeit zur Polymerisation aller nicht-verkiirz-
ten Laminin a-Ketten bestétigt werden. Damit wurde deren Teilnahme an der Ausbildung
extrazelluldrer Strukturen gezeigt und die Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen
geschaffen. Das LN-Modul wurde als malgeblicher Vermittler der Selbstaggregation
identifiziert, welche zur Bildung quasi-hexagonaler Strukturen fuhrt und durch sulfatierte
Molekile beeinflusst wird. Eine eingehende Analyse der Interaktion mit den potentiellen
Modulatoren der Aggregation Heparin, Heparansulfat und Sulfatid konnte durch die
Kartierung der korrespondierenden Bindungsepitope auf Laminin alVI/V vervollstandigt
werden. Die Bindungspartner zeigen die wichtige Rolle des LN-Moduls in der Regulation
der extrazelluldren Architektur und der Zell-Kommunikation auf. In biophysikalisch-che-
mischen Untersuchungen wurden ferner die molekularen Eigenschaften der Fragmente
anaysiert. Zur Rontgenstrukturanalyse wurde Laminin alVI/V kristallisiert. Die Kristalle
lieferten einen hochaufgel6sten Datensatzes, die Losung des Phasenproblems und der
Struktur ist noch nicht abgeschlossen. Durch die Herstellung polyklonaler Antiseren gegen
die Fragmente waren immunologische Studien zur Verteilung der a3B- und a5-Ketten in
verschiedenen Geweben moglich. Erstmals konnte ein Antikorper hergestellt werden, der

nur gegen Laminin a3B gerichtet ist und eine Differenzierung der a3-1soformen erlaubt.

Schllsselworter: rekombinante Laminin a-Ketten - Selbstaggregation & Heparinbindung -
Immunhistologie



Abstract

Abstract

The aim of this thesis was the analysis of LN modules of laminin a chains with
regard to their binding properties and their potential to mediate the polymerisation of
laminins. The N-terminal sequences of murine laminin a3B and a5 chains and their signal
peptides have been completed. This information was used to produce stable recombinant
fragments of the N-terminal domains VI/V of laminin al, a2, a3B and a5. The fragments
VI/V comprised the LN module (domain V1) and stabilising LE modules of domain V. The
ability of al non-shortened laminin a chains to polymerize was confirmed by extensive
binding analyses, indicating their participation in the formation of complex extracellular
structures. The LN module was shown to be the main mediator of self-assembly, which
leads to the formation of quasi-hexagonal structures and is affected by sulfated molecules.
A detailed analysis of interactions with the potential modulators of self-assembly heparin,
heparansulfate and sulfatide was carried out and the corresponding binding epitopes in
laminin al1VI/V were identified. The nature of the binding partners reveals the prominent
role of the LN module in regulation of the extracellular architectur and cell communica
tion. The molecular properties of the fragments were analysed by biophysical-chemical
studies. Laminin alVI/V was crystallized and the collection of a high resolution data set
was achieved. The phasing and the structure were not yet solved. The production of
polyclonal antibodies against the fragments VI/V facilitated immunohistological analyses
of the distribution of a3B and a5 chains in various tissues. For the first time antibodies
against laminin a3B could be raised, which makes it possible to differenciate between a3

isoforms.

Key words. recombinant laminin a chains - self-assembly & heparin binding - immuno-
histology



Abkirzungen

Abkirzungen

A Adenin

AA Aminosaure(n)

B Base(n)

APS Ammoniumperoxodisulfat

BES N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonséure
Bis-Tris Bis-(2-Hydroxyethyl)iminotris(hydroxymethyl)methan
BM Basal membran(en)

Bp Basenpaar(e)

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

°C Grad Celsius

CBB Coomassie Brilliant Blau

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsiure
cm Zentimeter

CS Chondroitinsulfat

Da Dalton

DEAE Diethylaminoethy!|

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DS Dermatansulfat

EBNA nukleares Epstein-Barr-Antigen
ECM extrazelluldre Matrix

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

EHS Engelbreth-Holm-Swarm

ELISA Enzymimmun-Test

EM Elektronenmikroskopie

FKS fotales Kalberserum

FPLC Mittel druck-FlGissigchromatographie
g Gramm

G Guanin

G418 Geneticin G 418

GAG Glykosaminoglykan(e)

GaN N-Acetylgalaktosamin

GIkA D-Glukuronsaure

GIkN N-Acetylglukosamin

h Stunde(n)

H.O demineralisiertes steriles Wasser
HPLC Hochdruck-Flissigchromatographie
HS Heparansulfat

HSPG Heparansulfat-Proteoglykan

|.E. internationale Einheiten

|doA L-lduronséure

k kilo

Kass kinetische Assoziationskonstante

k.B. keine Bindung



Abkurzungen

Kg Dissoziationsgleichgewichtskonstante
Kaiss Kinetische Dissoziationskonstante
KS Keratansulfat

I Liter

LDL Lipoprotein geringer Dichte

LE EGF-ahnliches Modul in Laminin

Ln Laminin

LN N-terminales Modul in Laminin
LPLC Niederdruck-FlUssigchromatographie
m milli

M molar

VI mikro

min Minute(n)

MMP Matrix-Metalloproteasen

MOPS g-Morpholino-propansulfonsaure
MRNA Boten-RNA

NEM N-Ethylmaleinimid

NP40 Nonidet P40

oD Optische Dichte

OPR Oberflachen-Plasmonresonanz
PAGE Polyacrylamid-Gel el ektrophorese(n)
PCR Polymerasekettenreaktion(en)

pH -log[H’]

PBS Phosphat-gepufferte Saline

PET PBSEDTA/Trypsin

PG Proteoglykan(e)

PIPES Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsaure)
PM SF Phenylmethansulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidendifluorid

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

RU response units

S Sekunde(n)

SD Standardabweichung

SDS Natriumlaurylsulfat

SLRP kleine Leucin-reiche Proteoglykane
T Thymin

TBS Tris-gepufferte Saline

TCA Trichloressigséure

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TN TBS/ NaCl

TNT TBS NaCl/ Tween 20

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonol aurat
U Einheit(en)

U.N. Uber Nacht

UpM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Vv Volt

viv V olumenprozent

wiv Gewichtsprozent
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Basalmembran und ihre Hauptkomponenten

Die Rolle der extrazelluldren Matrix (ECM) beschrankt sich nicht nur auf ihre
Geriust- und Statzfunktion fur viele Gewebe, z.B. Haut, Endothelien, Knorpel und Sehnen.
Durch die hohe Verschiedenartigkeit ihrer Zusammensetzung bringt sie dabel Strukturen
von Kornea bis Knochen hervor.

Die ECM steuert zudem wichtige zellbiologische Prozesse, die durch Interaktionen
mit ihrer Umgebung erzeugt werden. Fur die spezifischen Wechselwirkungen zwischen der
ECM und Zellen sind (Oberflachen-) Rezeptoren, wie Integrine, a-Dystroglykan oder
membransténdige Proteoglykane, verantwortlich. Durch das Zusammenwirken mit Wachs-
tumsfaktoren, Zytokinen und Proteasen werden Zelladhésion, Proliferation, Wanderung
und Tellung von Zellen sowie ihre Differenzierung beeinflusst. Zudem werden Gewebs-
entwicklung und -reparatur sowie Apoptose durch Komponenten der ECM kontrolliert.
Wahrend der Embryogenese wird die Ausprégung der ECM entscheidend von Proteinasen
und ihren Inhibitoren mitbestimmt, die je nach Gewebetyp wachsende Matrices modu-
lieren. So entstehen durch das Zusammenspiel vieler komplexer (Selbstaggregations-)
Prozesse aus einer Vielzahl extrazellularer Moleklle hochspezifische Strukturen, die direkt
oder indirekt in die Kontrolle der biologischen Aktivitét eingreifen.

Die Basalmembran (BM) ist eine hochspeziaisierte Ausprégung der ECM. In annéh-
rend allen Organen bildet sie das Substrat fur die Anheftung von Epithel- und Mesenchym-
zellen. Die 50 bis 100 nm dicke Basalmembran wirkt als selektiv-permeable Barriere und
grenzt Gewebe voneinander ab. Ihre Komponenten sind wichtige Regulatoren biol ogischer
Aktivitét. Schon in der frihen Embryogenese wird der Phanotyp der Zellen beeinflusst und
deren Gestat, Migrations-, Proliferationsverhalten sowie Genexpression und Reparatur
bzw. Apoptose kontrolliert (Aumailley & Krieg, 1996; Timpl, 1996b; Aumailley & Gayraud,
1998; Colognato & Y urchenco, 2000; Tumovaet al., 2000).

Besonders gut untersuchte Beispiele der BM sind die epidermal-dermale Verbin-
dungszone, die Auskleidung von Blutgefal3en sowie die Filtermembran der Nierenglome-

ruli. Basalmembranen umgeben zudem neuronale und muskulére Zellen.



2 Einleitung

Die Basalmembran wird im Wesentlichen aufgebaut durch die Netzwerke von
Laminin und Kollagen 1V sowie Nidogen-1, welches beide verbindet. Das Kollagen 1V-
Netz zeichnet sich durch seine Stabilitdt und Zugfestigkeit aus. Die hohe Quervernetzung
wird durch Disulfidverbriickung und Lysinderivate erreicht. Das Laminin-Netzwerk basiert
auf nicht-kovalenten Interaktionen und ist dadurch flexibel fur schnelle Anpassung, z.B.
Akkommodation des Lumens von Blutkapillaren sowie Rekonstruktion innerhalb Wachs-
tums- oder Remodellierungsprozessen. Durch Einlagerung weiterer Komponenten, wie
Perlecan, Agrin, Tenascin, Fibronektin und das Basalmembranprotein BM-40, entstehen
Strukturen unterschiedlichster Beschaffenheit und Funktion.

Fibronektin
/\ Integrine
a-Dystroglykan Agrin
Sulfati(_arte Qe Kollagen VII
Glykolipide
Integrinea6bl/ a6b4/ a7bl \\ O A/I ntegrinealbl/ a2bl
BM-40
o o Q
®
00 o Q
o) ©
® o
[ o °
@ f o
Integrinealbl/ a2bl O
/ o
Tenascin

\_/Eibronektin

Abb. 1. Ubersicht der molekularen Interaktionen, die zur Ausbildung der supramolekularen Strukur und
zur Kommunikation der Basalmembran beitragen. Die strukturelle Basis wird durch die Netzwerke von
Laminin und Kollagen IV gebildet. Nidogen fungiert as zentraler Anker, der die Strukturkomponenten
(grau) miteinander vernetzt. Molekile, die an Kommunikation oder Zellverankerung teilnehmen, sind
schwarz dargestellt. Modifiziert nach Timpl & Brown (1996).

In folgenden Abschnitten werden die Hauptkomponenten der Basalmembran ndher

vorgestellt. Besondere Berticksichtigung erhdlt die Familie der Laminine.
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1.1.1 Kollagene

Die Kollagene sind modulare Proteine der ECM, die in Vertebraten Gber 30% des
Gesamtproteins ausmachen (Brown & Timpl, 1995). Bisher wurden mehr as 20 Kollagen-
typen beschrieben (Koch et al., 2001), die durch unterschiedliche a-Ketten aufgebaut wer-
den. Die Tripelhelix der Kollagene wird aus sich wiederholenden G-X-Y -Motiven gebildet.
Durch nicht-tripelhelikale Bereiche wird die Flexibilitét der sonst starren Struktur erhoht.
Globulére nicht-kollagene Domanen (NC) sorgen fur die hohe Varianz der Kollagene.

Diefibrillaren Kollagenel, 11, 111, V und X1 und die Fibrillen-assoziierten Kollagene
mit unterbrochenen Tripelhelices (FACIT) IX, XII, XIV, XVI, XIX und XX sind nicht
Bestandteil der BM (Shaw & Olsen, 1991; Van der Rest & Garrone, 1991).

Die Kollage IV, VI, VII, VIII, X, XV und XVIII werden als nicht-fibrillare
Kollagene bezeichnet. Die vier Isoformen des Netzwerk-bildenden Kollagen 1V formen
neben Laminin das zweite Netzwerk der Basalmembran und machen deren Hauptbestand-

teil aus.

w K_/—/\/—O
U 2 \/\/e

Abb. 2: Schematische Dar stellung des Kollagen 1V-
| = Netzwerkes. Mehrere Assoziationsmative der Kolla-
\{ TN\ gen-Molekile fuhren zur Ausbildung eines unregel-

méaligen Netzwerkes. Tetramere der N-terminalen
\_/\ 3 / 7S-Doméane (1), Dimere der globul&ren NC1-Do-

mane des C-Terminus (2) und laterale Verdrillungen
N/ der tripelhelikalen Bereiche (3) (Kuhn, 1995). Aus
Timpl & Brown (1996).

Kollagen V11 vernetzt als Verankerungsfibrille die BM mit dem Stroma. Auch die as
Multiplexine (Multiple Tripelhelix-Domane mit Interruptionen) bezeichneten Kollagene XV
und XVIII findet man in der BM, ohne die makromolekulare Organisation zu kennen. Die
proteol ytisch abgespaltenen C-terminalen Doméanen von Kollagen XV 111 bilden Endostatin,
einen Hemmstoff von Angiogenese und tumoralem Wachstum (O'Reilly et al., 1997). Die
Kollagene X111 und XVII sind Transmembranproteine der Hemidesmosomen (Burgeson &
Christiano, 1997) und vermitteln via Zelladh&sion Zell-Matrix-Interaktionen (Hagg et al.,
2001).



4 Einleitung

1.1.2 Nidogene
Nidogen-1 ist ein 150 kDa grof3es Protein, welches ubiquitédr in der BM embryonaler

und adulter Gewebe vorkommt (Mayer & Timpl, 1994). Das Molekul wird aus drei globu-
laren Doméanen G1 bis G3 aufgebaut (Abb. 3), die durch stabférmige Abschnitte getrennt
werden (Fox et al., 1991). Die C-terminale Domane G3 besteht aus funf LDL-8hnlichen
LY-Modulen und einem EGF-8hnlichen EG-Modul. Die Verbindung zwischen G3 und G2
wird aus vier EG-Modulen und einem Thyroglobulin-ahnlichen TY-Modul gebildet. Die
kleinere G1-Domaéne enthélt zwel EF-Hand-Motive und G2 ein weiteres EG-Modul.

Abb. 3: Modularer Aufbau von Nidogen-1. Die globuléren
@ .@....Q@. Doménen G1 und G2 werden durch ein flexibles Segment ver-
bunden. Die Doménen G2 und G3 sind durch eine Tandem-

Anordnung von 4 EG-Modulen (O0) und einem TY-Modul (<)
getrennt. Weitere EG-Module befinden sich auf G2 und G3.

Nidogen-1 besitzt Bindungsaktivitéten fur Laminin, Kollagen IV, Perlecan, Fibuline
und Fibronektin. Eine hochaffine Bindungsstelle fur Laminin glLEIII4 (Pdschl et al.,
1996) befindet sich auf der Domane G3. Diese enthélt ebenfalls Bindungsstellen fir
Kollagen IV und Fibulin-2. G2 bindet an Kollagen IV, Perlecan, Fibulin-1 und Fibronektin
(Rieset al., 2001). Die Domane G1 bindet Fibulin-2. Das erst 1998 von Kohfeldt et al. be-
schriebene Nidogen-2 hat den gleichen modularen Aufbau und &hnliche Expressionsmuster
wie Nidogen-1. Es zeigt jedoch schwéchere Bindung an Laminin-1.

Durch seine Fahigkeit Laminine und Kollagen IV zu verbriicken und mit wichtigen
Komponenten der BM zu interagieren, konnte Nidogen eine zentrale Rolle bei der Konsti-
tution der BM und ihrer makromolekularen Organisation besetzen (Brown et al., 1994;
Yurchenco & O'Rear, 1994; Timpl & Brown, 1996). Diese postulierte Funktion wurde im
Mausmodell bisher nicht bestétigt. Nidogen-1-defiziente Mause besitzen keinen signifikan-
ten Phanotyp (Murshed et al., 2000), was eine Kompensation durch Nidogen-2 méglich
erscheinen |&sst.

1.1.3 Laminine

Die Laminine stellen einen Hauptbestandteil aller Basalmembranen dar, werden aber
auch aulRerhalb gefunden, z.B. auf der apikalen Oberflache ziliarer Epithelzellen (Koch et
al., 1999). Als Heterotrimere bestehen sie aus einer a-, einer b- und einer g-Kette (Burge-

son et al., 1994). Die Bildung der Laminin-Heterotrimere erfolgt intrazellulér. Die an-
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schlieffende Sekretion in die entstehende BM wird vermutlich durch die a-Ketten gesteuert
(Yurchenco et al., 1997): Ohne a-Kette verweilen bg-Dimere in der Zelle. Nur die a-Kette
kann extrazellulér monomer nachgewiesen werden. Bisher sind 15 verschiedene Laminine
bekannt, diesich aus5 a, 3 b und 3 g-Ketten ableiten. Von drel der Ketten (a2, a3 und g2)
sind alternative Splei3varianten bekannt (Talts & Timpl, 1999; Galliano et al., 1995;
Airenneet al., 1996).

Abb. 4 stellt die Isoformen der a-, b- und g-Ketten vor.

Abb. 4: Modularer
Aufbau der Laminin-

ol Ketten. Die Proteine
o bestehen aus Tandem-
Anordnungen globul&
rer und stabférmiger
a3B Module. Die N-termi-
nden Doméanen VI
oa3A (E—=——CcC ~—~ ot @@@@ werden durch das LN-
Modul (LN) gebildet.
o4 ME—=——cc~—" Ye)fceMe96) Es folgen die LE-Mo-

dule (1) der Domanen

o5 @IIIIIE2MMEII————cc~_—" Je)eeHe¥® V und III, die durch

L4-Module (L4) der

VIV IV I I Doménen 1V b/a oder
@ nicht-klassifizierte Domanen IV unter-
Bl @TIIv) L CC .~ 1 brochen werden. Die langen, stab-
@ formigen coiled coil-bildenden Regio-
B2 @) e >~~~ 1 nen (CC) der Proteine werden durch
die Doménen |1/l aufgebaut, die inner-
B3 LN C halb der b-Ketten durch die B-Do-
mane (a) unterbrochen werden. Die
VI VIV 1T I funf LG-Module (G1-5) bilden die
C-terminale G-Doméne der a-Ketten.
it ) £C Entnommen aus Colognato & Yur-
chenco (2000).
V2 () C
Y3 L4 C

Die N-Termini fast aler Laminin-Ketten bestehen aus dem globuldren LN-Modul.
Es schliefien sich Tandem-Anordnungen von LE-Modulen an, die durch ein bis zwei
globulére L4-Module oder andere nicht-klassifizierte globuldre Domanen unterbrochen
werden. Alle Ketten enthalten eine Region aus sich wiederholenden Heptadsequenzen.
Die Interaktion dieser Regionen innerhalb eines Heterotrimers fuhrt zur Ausbildung der
coiled coil-Struktur (Beck et al., 1993; Antonsson et al., 1995). In den b-Ketten ist
zwischen Domane | und |1 die 31-33 Aminosdure lange B-Doméne (Doméne-a) eingescho-
ben, deren Bedeutung ungeklart ist. Nur die a-Ketten besitzen an ihrem C-terminalen Ende
funf LG-Module.
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Die bisher beschriebenen Laminine sind schematisch in Abb. 5 dargestellt. Die
kreuzférmige Anordnung der Ketten wurde aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von Laminin-1 abgeleitet (Beck et al., 1990). Laminine kdnnen in drei Gruppen unterteilt
werden:

Kreuzférmige Laminine enthalten drei kurze Arme: Laminin-1, -2, -3, -4, -10, -11, -12, -15.
T-formige Laminine besitzen eine verkirzte a-Kette: Laminin-6, -7, -8, -9, -13, -14.

Sabformiges Laminin wird durch drei N-terminal verkirzte K etten aufgebaut: Laminin-5.

a3B
a3A
Laminin-1 Laminin-2 Laminin-3 Laminin-4 Laminin-5
(al/bl/igl) (a2/bl/ql) (al/b2/g1) (a2/b2/q1) (a3/b3/x?)
Laminin-6 Laminin-7 Laminin-8 Laminin-9 Laminin-10
(a3/bl/g1) (a3/b2/gl) (ad/bl/ql) (a4/b2/g1) (a5/bl/g1)
Laminin-11 Laminin-12 Laminin-13 Laminin-14 Laminin-15
(a5/b2/q1) (a2/blgB) (a3/b2/x3) (ad/b2/g3) (a5/b2/x3)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Laminine-1 bis -15. Der N-Terminus ist jeweils
oben dargestellt. Die a-Kette enthélt die LG-Module und ist mittig angeordnet. Die b-Kette
liegt links, die g-Kette rechts davon.

Laminine sind nicht nur ubiquitére Bestandteile der BM von Vertebraten, sondern
werden auch in Invertebraten gefunden. Lamininisoformen wurden in der Cnidarie Hydra
vulgaris, der Mesozoe Katharella antartica, der Fruchtfliege Drosophila melanogaster,
dem Seeigel Strongylocentrotus purpuratus und dem Nematoden Caenorhabditis elegans
nachgewiesen (Sarras et al., 1994; Keppel et al., 1997; Benson et al., 1999; Colognato &
Y urchenco, 2000; Czaker, 2000).
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1.1.3.1 Polymerisation und Bindungsaktivitéten der Laminine
Durch die Fahigkeit zur Selbstaggregation leisten Laminine einen wichtigen Beitrag

zum Aufbau der BM und deren supramolekularer Organisation (Yurchenco & O'Rear,
1994; Timpl & Brown, 1996). Der zweistufige Polymerisationsprozess von Laminin-1 ist
Konzentrations-, Temperatur- und Zeit-abhéngig (Yurchenco et al., 1985). Die kritische
Konzentration liegt bei 0,1 mg/ ml oder 107 M. Bei 35°C liegt der Grofiteil der Molekiile
polymer vor, bei 4°C ist der Prozess reversibel. In in vitro—Polymerisationsstudien bleibt
nach 100 min die Konzentration an gebildeten Laminin-Komplexen konstant. Die initiale
Nukleation der Molekille ist positiv-kooperativ und Ca’*-unabhangig. Die anschlielende
Vermehrung ist Ca’*-abhangig und EDTA-reversibel. Die Aggregation wird zudem von
Heparin beeinflusst: Die Heparinbindung an das LG4-Modul von Laminin-1 verandert die
Thermodynamik des Aggregationsprozesses (Y urchenco et al., 1990). Niedrige Heparin-
konzentrationen (< 4 uM) beschleunigen den Prozess, ab Konzentrationen > 6 uM wird er
inhibiert. Heparin hat somit modulatorische Funktion in der Entstehung extrazellulé&rer
Strukturen. Allgemein wird sulfatierten Liganden, wie auch Sulfatid, die Fahigkeit zuge-
sprochen, durch Bindung an Laminin dessen Akkumulation und orientierte Ausrichtung zu
fordern. Die lokale Erhohung der Laminin-Konzentration geht mit einer einsetzenden
Aggregation einher (Kalb & Engel, 1991). Nach dem 3-Arm-Interaktionsmodell von Y ur-
chenco & Cheng (1993) bilden sich bel der Polymerisation zunéchst trimere Einheiten, die
dann das Netzwerk aufbauen.

—_—
Abb. 6: 3-Arm-Interaktionsmodell der
Selbstaggregation von Laminin nach
Y urchenco & Cheng (1993).

Fir die Ausbildung nicht-kovalenter Netzwerke sind drei verschiedene LN-Module
notwendig (Cheng et al., 1997), deren Aggregation als essentiell fir die Integritét der BM
gilt (Yurchenco & O'Rear, 1994). Die Mutation dy*’ im LN-Modul von Laminin a2 (Lna2)
verursacht die kongenitale Muskeldystrophie (CMD) (Xu et al., 1994).
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Die Lna2-enthaltenden Laminine-2/4 (a2/b1/gl/b2) sind ebenfalls zur Selbstaggrega
tion beféhigt und konnen mit Laminin-1 kopolymerisieren. Fur die a3A-Kette von
Laminin-5 und -6 wurde dieser Mechanismus nicht bestétigt (Cheng et al., 1997). Die
Laminine-5, -6, -7 und -13 werden von der N-terminal verklrzten a3A-Kette aufgebaut.
Laminin-5 enthdlt drel am N-Terminus verkirzte Ketten und ist somit nicht zur Polymeri-
sation beféhigt. Es kann jedoch eine kovalente Bindung mit Laminin-6 bzw. -7 eingehen,
wobel der N-terminale Bereich von Laminin-5 mit der zentralen Region von Laminin-6
oder -7 durch eine Disulfidbindung vernetzt wird (Champliaud et al., 1996). Nur die kreuz-
formigen Laminine polymerisieren zu Netzwerken, auf3er Laminin-5 binden jedoch alle an
Nidogen. Auf Muskelzellen polymerisiert Laminin, welches an seiner G-Doméne bereits
gebunden an Zellrezeptoren (a7bl-Integrin oder a-Dystroglykan) vorliegt. Dieser koopera-
tive Prozess fuhrt direkt zur Integration von Rezeptoren in die BM (Colognato et al., 1999;
Henry et al., 2001).

Waéhrend die N-Termini der Laminine zur Struktur der BM beitragen, findet die Kom-
munikation mit Zellen vorwiegend Uber die C-terminalen LG-Module der a-Ketten statt,
die Bindungsstellen fir die Integrine a6b1, a7b1 und a6b4 sowie a-Dystroglykan besitzen
(Sonnenberg et al., 1990; Calof et al., 1994; Lee et al., 1992; Colognato & Y urchenco,
2000; Andac et al., 1999). Weitere Integrine der b1-Familie (albl, a3bl, a9b1) binden an
das C-terminale E8-Fragment von Laminin-1. Die Bindungsstellen sind noch nicht lokali-
siert (Tomaselli et al., 1990; Forsberg et al., 1994; Aumailley et al., 1996).

Andere Bestandteile der BM binden ebenfalls an die G-Doméane der al-Kette:
Heparin, Sulfatid (Andac et al., 1999), Perlecan (Battaglia et al., 1992), Fibulin-1 (Pan et
al., 1993). Die LG-Module der a2-Kette binden aufRerdem an Fibulin-2 und Nidogen-2
(Talts et al., 1999). Das Kohlenhydrat HNK-1, welches auf der Oberflache von Glykolipi-
den und Zellen zu finden ist und Zelladh&sion vermittelt, bindet an alL G2 (Hall et al.,
1997). Laminin-1 aus EHS-Tumor besitzt einen Kohlenhydrat-Anteil von 15 bis 25 %,
welcher aus etwa 40 N-verbriickten Oligosacchariden resultiert (Timpl, 19964). Die Koh-
lenhydrate von Laminin-1 bilden Liganden fur diverse pflanzliche Lektine und tierisches
Galektin-1 (Shibata et al., 1982a; Shibata et al., 1982b; Knibbs et al., 1989; Rao et al.,
1983; Barondes et al., 1994). Galektine sind auf der Zelloberflache und as Bestandteil der
ECM zu finden. Neben strukturellen und zelladhasiven Funktionen beeinflussen sie biolo-
gische Aktivitéten, indem sie mit Molekilen wie Laminin-1 oder Integrin a7b1 interagieren
(Barondes et al., 1994; Ochieng & Warfield, 1995). Die Initiation der Ausbreitung von
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Zellen durch Laminin wird durch die Bindung seiner Oligosaccharide an bl-Integrine
vermittelt (Chandrasekaran et al., 1994a; Chandrasekaran et al., 1994b).
Abb. 7 fasst die Bindungsaktivitéten von Laminin-1 zusammen und fhrt die proteo-

lytischen Fragmente ein, die fur Bindungsstudien eingesetzt wurden.

Heparin, Sulfatide, HS, Integrine o181, 021 Polymerisation

Integrin ovB1
SR
: \ 1
ey 1@ M
1 [
11 [I
11 IIb 11 |
11 [ 1
[ [ |
AN IVa P Y
PVEVOIVE T [la 11 ‘Iv: vV VI :
RO O e | [ s O AN
E4 E10 T "
Kollagen IV
: — Kollag
Nid
Il N >~ Perlecan
/Agrm
o
CO T ER Abb. 7: Schema von Laminin-1: Do-
15 R T ———— manenstruktur, proteolytische Frag-
| | Inbegrine Pl o8R0 mente und Bindungsaktivitdten. Die
Heparin : | : durch Abbau mit Elastase (E) und Pep-
Sulfatide ! Or =+ sin (P) hergestellten Fragmente sind
e @ é&? ; durch gestrichelte Linien begrenzt. Die
ey - -e--B Pfeile weisen die Bindungspartner den
o-Dystroglykan interagie_re_znden Region_en auf Laminin-1
Integrine a6B1, 071, a6p4 zu. Modifiziert nach Timpl (1996a).

1.1.3.2 Laminine in Entwicklung, Morphologie und Pathogenese

Laminin-1 wurde wéahrend der Mausentwicklung schon vor dem Blastozystensta-
dium nachgewiesen (Dziadek & Timpl, 1985; Ekblom et al., 1996) und tritt wahrend der
Organogenese in vielen epithelialen Geweben auf, wie durch spezifische Antikdrper gegen
die al-Kette gezeigt wurde. In den meisten endothelialen BM und in allen embryonalen
Mesenchymen konnte Lnal, im Gegensatz zu der bl- und gl-Kette, nicht nachgewiesen
werden. Ihr restriktives Expressionsmuster lasst auf die wichtige Rolle der al-Kette in der
Morphogenese epitheliadler Zellen schlief3en (Ekblom et al., 1990; Klein et al., 1990) und
verdeutlicht die zeitlich und lokal begrenzte Expression der Laminine innerhalb diskreter
Entwicklungsstadien. Im adulten Gewebe der Muskeln ist Laminin-1 regul&r nicht mehr zu
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finden (Paulsson, 1996; Falk et al., 1999). Viele adulte Neuronen exprimieren Laminin-1,
waéhrend der Entwicklung des Gehirns wird es nicht gefunden (Smalheiser, 1996).

Wiein vitro- und in vivo-Studien zeigen, leisten Laminine einen grof3en Beitrag zur
Kommunikation der BM mit den Zellen. Sie férdern das Anhaften und Ausbreiten von
Zellen (Colognato et al., 1997), die Zellwanderung, die Leitung und das Wachstum neuro-
naler Axone (Calof et al., 1994; Tang & Goldberg, 2000). Das axonale Wachstum wird
durch Bindung an Integrine vermittelt (Tomaselli et al., 1990). Ferner sind Laminine an
der Induktion von Zellorganisationen beteiligt: Laminin-1 reguliert das Agrin-induzierte
Zusammenlagern von Acetylcholin-Rezeptoren (Burkin et al., 2000).

Laminine kontrollieren Zelldifferenzierung und Organbildung wahrend der embryo-
nalen Entwicklung (Ekblom et al., 1996). Mause mit einer fehlenden Laminin-Kette zeigen
deutliche Phanotypen, die aus der fehlerhaft-unvollstandigen Differenzierung und/oder Er-
haltung verschiedener Gewebetypen von friihen embryonalen Stadien bis ins Erwachsenen-
alter resultieren (Ryan et al., 1999; Smyth et al., 1999; Colognato & Y urchenco, 2000).

Defekte von Laminin-Ketten sind ursachlich fur Krankheiten verschiedener Organe,
z.B. Haut, Muskeln und Nerven. Defekte von Laminin-5 und -6 fUhren zur junktionalen
Epidermolysis bullosa (JEB), einer blaschenartigen Erkrankung der Haut, die auf die
mangelhafte Verankerung der Hautschichten zurtickzufihren ist (Bruckner-Tuderman &
Bruckner, 1998). Laminin-2 verbriickt in Muskel zellen das Aktin-Zytoskelett mit der ECM.
Mutationen in dieser Isoform flhren zur langsamen Apoptose der Muskelzellen, der
autosomal-rezessiven (AMD) oder der kongenitalen Muskeldystrophie (CMD) (Xu et al.,
1994; Relan & Schuger, 1999; O'Brien et al., 2001). Diverse neuronale Krankheiten wer-
den mit Laminin in Verbindung gebracht, wie Dymyelination und periphere Neuropathien.
Laminin ist verstarkt in Alzheimer-Plagues zu finden und wird, aufgrund seiner Rolle im
neuronalen (Aus-) Wachsen, als ein pathogenetischer Modulator des Alzheimer-Syndroms
diskutiert (Luckenbill-Edds, 1997; McGowan & Marinkovich, 2000). Laminine beeinflus-
sen die Bildung verschiedener Arten von Tumoren (Goodman et al., 1991; Kim et al.,
1998; Tani et al., 1999; Kuratomi et al., 1999; Giannelli & Antonaci, 2000; M &tta et al.,
2001). Tumor-Progression ist an die gesteigerte Remodellierung der ECM gebunden
(Liétard et al., 1998; Theret et al., 2001). Das 67 kDa-Laminin-Bindungsprotein wird
verstarkt auf der Oberflache von Krebszellen gefunden (Ménard et al., 1997; Ardini et al.,
1997; Buto et al., 1998; Ford et al., 1999).
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1.1.3.3 Laminin a-Ketten

Bisher wurden funf a-Ketten der Laminine beschrieben. Sie gleichen sich im C-ter-

minalen Bereich der G-Doméne und der linearen Doméanen I/Il. Die N-terminalen
Regionen unterscheiden sich in Lange und modularer Struktur (Abb. 4, Seite 5). Sie bauen
Laminine auf, die sich in Form, Funktion und ihrer Gewebelokalisation wahrend
verschiedener Entwicklungsstadien gegeneinander abgrenzen. Allgemein bilden die Ketten
al, a3und a5 Laminine in BM epithelialer Strukturen, wéhrend a2 und a4 endothelialen
bzw. mesenchymalen Ursprungs sind. Tab. 1 fasst die wichtigsten Merkmale der bekann-

ten Laminin a-Ketten zusammen.

Tab. 1: Laminin a-lsoformen: Lokalsation, Funktion und abgeleitete Laminine. Die Referenzen sind in
Klammern numeriert und im unteren Teil der Tabelle angefligt.

Kette Expressionsmuster Laminine & deren Komposition
al frihe Embryogenese, fétale Nierenentwicklung, Neuroretina 1 albigl (7,8)
und Gehirn, (Neugeborenen-) Niere, Gonaden (1) 3 alb2gl (7,9

a2 Skelett- und Herzmuskel, periphere Nerven, Kapillaren, 2 a2bigl (7,10)
Plazenta, Gehirn, andere Gewebe (2) 4 az2b2gl (7,11)
12 a2blg3 (12
a3 Haut und andere Epithelien (3), Neuroretina (4) 5 a3b3g? (7,13)
6 a3blgl (7, 14)
7 a3b2cl (7, 14, 15)
13 a3b2g3 4
a4 priméres Mesenchym adulter Zellen von Muskel, 8 adblgl (16)
Lunge, Nerven, Blutgefalien, Fett, anderen Geweben (5), 9 adb2gl (16)
Neuroretina (4) 14 adb2g3 (4)
ab diverse Endo- und Epithelien, Niere, Leber, Muskel- und 10 abblgl (16)
Nervenentwicklung sowie -regeneration, 11 abb2gl (16)
Basalmembran der Synapsen (6), Neuroretina (4) 15 abb2g3 4

1 (Fak et al., 1999; Sasaki et al., 1988; Smyth et al., 1999; Vuolteenaho et al., 1994)

2 (Ehrig et al., 1990; Sunada et al., 1995a; Sunada et al., 1995b; Vuolteenaho et al., 1994; Xu et al., 1994)

3 (McGrath et al., 1995; Ryan et al., 1994; Ryan et al., 1999)

4 (Libby et al., 2000)

5 (livanainen et al., 1995; livanainen et al., 1997; Niimi et al., 1997; Richards et al., 1994; Richards et al., 1996)

6 (Colognato & Y urchenco, 2000; Miner et al., 1995; Miner et al., 1997; Miner et al., 1998; Miner & Li, 2000;
Patton et al., 1997; Patton et al., 1998; Seebacher et al., 1997; Son et al., 2000)

7 (Burgeson et al., 1994)

8 (Timpl et al., 1979)

9 (Hunter et al., 1989)

10(Ehrig et al., 1990)

11(Saneset al., 1990)

12(Koch et al., 1999)

13(Rousselle et al., 1991)

14 (Marinkovich et al., 1992b)

15(Champliaud et al., 1996)

16 (Miner et al., 1997)

Aus Vergleichen der Primérsequenzen bzw. Doménenstrukturen der a-Ketten lassen

sich evolutionare Beziehungen ableiten. Die a5-Kette besitzt hohe Ahnlichkeit zur a-Kette
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von Drosophila melanogaster (aD) und hat eine vergleichbare modulare Struktur wie al
und a2. Innerhalb der Doménen, die in allen Ketten enthalten sind, zeigen a3 und a4 ho-
here Ahnlichkeit zu a5 als zu a1/2. Man nimmt an, die Ketten a3/4 und a5 leiten sich von
einer Vorlauferform ab, die sich in der Evolution von a1/2 getrennt, durch Rekombination
aber wieder angendhert hat (Miner et al., 1995). Die spéter in Laminin a3A umbenannte
a3-Kette wurde als 200 kDa grof3es Protein isoliert (Marinkovich et al., 1992a). In folgen-
den genomischen Studien wurden zwel Spleif3varianten des Proteins gefunden, die a3A
und a3B benannt wurden (Ryan et al., 1994; Galliano et al., 1995) und unter der Kontrolle
verschiedener Promotoren stehen (Ferrigno et al., 1997). Die langere Isoform a3B (300 kDa)
gleicht in ihrem modularen Aufbau der a5-Kette (Doliana et al., 1997; Miner et al., 1997).
Die Ketten a3A und a4 gleichen sich in Lange und Modulstruktur. Die Sequenzen der N-ter-
minalen Regionen und der Signalpetide von a3B und a5 sind noch nicht restlos bekannt.
Das LN-Modul von Laminin a2 enthélt Bindungsaktivitéten fur die Integrine albl
und a2b1, die N-terminalen Doméanen a2(VI1-1Vb)' binden Heparin (Colognato et al., 1997).
Die Polymerisation der Lna2-enthaltenden Laminine-2 und -4 kann durch N-terminale Frag-
mente von Laminin-1 (E1' und E4) inhibiert werden, was die Laminin-Bindung der N-Ter-
mini von Laminin a2 wahrscheinlich macht (Cheng et al., 1997). Fur die N-Termini von
Laminin a3B und a5 liegen noch keine Bindungsdaten vor. Die Laminine a3A und a4
enthalten kein LN-Modul (Abb. 4, Seite 5). Dem N-Terminus der Lna1-Kette wurden be-
reits mehrere Bindungspartner zugeordnet. Das best-charakterisierte Laminin ist das aus
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Tumor isolierte Laminin-1 (Timpl et al., 1979). Die Vid-
zahl aller Untersuchungen wurde an dieser Isoform durchgefiihrt. Kouzi-Koliakos et al.
(1989) benutzten elektronenmikroskopische Aufnahmen zur Identifizierung von Heparinbin-
dungsstellen auf Laminin-1. Sie fertigten Préparate an, die in Puffern unterschiedlicher
Salzkonzentration der Kegelbedampfung unterzogen worden waren. Es wurden zwei stark
bindende Epitope (0,2 M NaCl) und ein schwach bindendes Epitop (0,15 M NaCl) gefunden.
Ein stark bindendes Epitop wurde den N-Termini des Proteins (Doménen V1) zugeordnet.
Hierbel wurde nicht zwischen den einzelnen Ketten unterschieden. Das zweite stark bindende
Epitop lag auf der G-Doméne der a-Kette. Die schwach-affine Bindungsstelle lag auf Do-
méne |Vader a-Kette. Yurchenco et al. (1990) setzen zur Kartierung der Heparinbindungs-
dungstellen auf Laminin-1 proteolytisch erzeugte Fragmente ein. Mittels Bindungsstudien
wurden Epitope auf dem kurzen Arm der al-Kette (Fragment E1") und in der C-terminalen
Region (E3/E8) lokalisiert. Durch Studien an einem weiteren Fragment (E1X) wurde die
Heparinbindung dem LN-Modul zugeordnet (Colognato-Pyke et al., 1995).
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Mit Hilfe spezifischer Antikorperinhibitionen konnten dem LN-Modul Bindungsakti-
vitdten fir albl-Integrin (Hall et al., 1990; Tomaselli et al., 1990; Goodman et al., 1991;
Colognato-Pyke et al., 1995) sowie a2bl1-Integrin (Colognato et al., 1997) zugeordnet wer-
den.

Ettner et al. (1998) bestétigten mittels Bindungsstudien an rekombinanten Fragmen-
ten mehrere Bindungspartner des LN-Moduls: Heparin, Integrin albl und a2bl sowie He-
paransulfate der Perlecan-Fragmente |A und Vc. Mit dem rekombinanten Fragment alVI/V
konnten Talts et al. (1999) Interaktion mit a-Dystroglykan zeigen.

Roberts et al. (1985) fanden die Bindung von Sulfatid an die globuléren Regionen
der N-Termini aler kurzen Arme von Laminin-1. Die Bindungsstudien wurden mit dem
Fragment a3 durchgefihrt, welches durch a-Thrombin-Degradation von Laminin-1 ent-

steht (Rao et al., 1982; Terranovaet al., 1983).
Bisher publizierte Bindungsaktivitaten sind in Tab. 2 zusammengefasst.

Tab. 2: Publizierte Bindungsaktivitaten der N-terminalen Region von Laminin al

Bindungspartner Bindende Region Methode

Referenzen

Heparin LN EM-Studie (Kouzi-Koliakos et al., 1989)
El Bindungsstudien mit (Yurchenco et al., 1990)
proteolytischen Fragmenten
LN Bindungsstudie mit (Ettner et al., 1998)
rekombinantem Protein
Heparansulfat LN Bindungsstudie mit (Ettner et al., 1998)
rekombinantem Protein
Integrin albl LN Antikorperinhibition (Hall et al., 1990; Tomaselli et al.,
1990; Goodman et al., 1991,
Colognato-Pyke et al., 1995)
EIXNd Bindungsstudie mit (Pfaff et al., 1994)
proteolytischen Fragmenten
LN Bindungsstudie mit (Ettner et al., 1998)
rekombinantem Protein
Integrin a2bl E1XNd Bindungsstudie mit (Pfaff et al., 1994)
proteolytischen Fragmenten
LN Antikdrperinhibition (Colognato et al., 1997)
LN Bindungsstudie mit (Ettner et al., 1998)

rekombinantem Protein

a-Dystroglykan LN-LE4 Bindungsstudie mit (Taltset al., 1999)
rekombinantem Protein
Laminin El' Polymerisationsstudien mit (Schittny & Y urchenco, 1990;
proteolytischen Fragmenten Schittny & Schittny, 1993)
LN bzw. rekombinanten Proteinen (Y urchenco et al., 1985; Cheng et

al., 1997)
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1.2 Potentielle Bindungspartner der N-terminalen Region der Laminine

Neben der Interaktion mit Zellrezeptoren und Proteoglykanen der Zelloberfl&che ver-
mitteln die N-Termini der Laminin-Ketten die Polymerisation zum quasi-hexagonalen
Netzwerk der BM, die durch sulfatierte Liganden moduliert wird. Die beteiligten Molekile
werden in folgenden Abschnitten vorgestellt und ihre Rolle im Zusammenspiel extrazellu-

l&rer Strukturen erlautert.

1.2.1 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAG) sind sulfatierte Polysaccharide, die aus Tandem-Anord-
nungen von 40 bis 100 Disacchariden aufgebaut werden. Diese setzen sich zusammen aus
den Hexosaminen D-Glukosamin (GIkN) und D-Galaktosamin (GalN), den Hexuronsduren
D-Glukuronséure (GIkA) und L-Iduronsdure (IdoA) oder N-Acetyllaktosamin und sulfa-
tierter Galaktose in Keratansulfat. Zu den wichtigsten GAG zéhlen die Glukosaminogly-
kane Heparin, Heparinsulfat (HS) und Keratansulfat (KS) sowie die Galaktosaminoglykane
Chondroitinsulfat (CS) und Dermatansulfat (DS). Diese GAG sind reguldr an Proteine
gebunden. Eine Ausnahme macht das Hyauronan, welches ausschliefdlich in freier Form
erscheint (Kjellén & Lindahl, 1991) und aus GIKA und GIkN besteht (Lee & Spicer, 2000).

1.2.1.1 Heparin und Heparansulfat

Heparin und Heparansulfat (HS) werden durch GIkA, IdoA und N-Acetylglukosami-
nen aufgebaut. Innerhalb einer einzelnen GAG-Kette kdnnen sich sulfatreiche und weniger
sulfatierte Abschnitte abwechseln. Heparin/HS zeigt grof3e Heterogenitéten beziglich
Sulfatierungsmuster und Konformation (Wong & Burgess, 1998). Ein typisches Heparin-
Disaccharid enthélt drei Sulfatgruppen (Faham et al., 1996). Verglichen mit HS besitzt
Heparin einen hoheren Sulfatierungsgrad, einen stérkeren anionischen Charakter sowie
mehr [doA-reiche Regionen (Salmivirta et al., 1996). HS bauen die Proteoglykane (PG)
der BM (Kleinman et al., 1982; Fujiwara et al., 1984; Klein et al., 1988) und die
Heparansulfat-PG (HSPG) der Zelloberflache (Stow & Farquhar, 1987; Ruoslahti, 1988)
auf. Somit beeinflussen sie einen Grofteil ihrer Funktionen und Eigenschaften in fast allen
Zellen und Geweben der Vertebraten und Invertebraten (Tumovaet al., 2000).
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1.2.2 Proteoglykane

Proteoglykane (PG) bilden eine Klasse von Proteinen, die kovalent mit einem sulfa-
tierten Glykosaminoglykan substituiert sind. Sie sind ein verbreiteter Bestandteil der BM,
von Bindegewebe sowie Knorpel und werden auch auf Zelloberflachen gefunden. Die
Interaktion von PG mit Proteinen beruht meist auf elektrostatischen Kréften und wird
hauptsachlich durch die GAG-Substitution vermittelt. Das Repertoire der Wechselwirkun-
gen reicht von der einfachen Verankerung zellulérer Strukturen bis hin zu spezifischen
Interaktionen mit Komponenten der ECM, Schutz vor proteolytischer Degradation sowie
Modulation biologischer Aktivitdten durch sterische Inhibition funktioneller Gruppen.
Dadurch ist der Eingriff in das Wechselspiel von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und
Proteasen moglich. Den PG wird Bedeutung in der Morphogenese, der Angiogenese, der
Blutgerinnung, der Zelladhasion und -proliferation, im Fettstoffwechsel sowie der Tumor-
Suppression zugesprochen (Kjellén & Lindahl, 1991; Chung & Erickson, 1997; Lindahl et
al., 1998; Park et al., 2000; Lander & Selleck, 2000; Selleck, 2000; Franco et al., 2001).

Die Proteinkomponente der PG besitzt neben der GAG-Substitution auch N- oder O-
verknipfte Oligosaccharide. PG sind teilweise hochglykosyliert (Kjellén & Lindahl, 1991;
lozzo, 1998). Die Gruppe der PG kann unterschieden werden in kleine Leucin-reiche
(SLRP) und modulare Proteoglykane (Aumailley & Gayraud, 1998). Genannt seien die
modularen PG der BM Perlecan, Agrin und Bamacan sowie die HSPG der Zelloberflache
Syndecan und Glycipan. (Kjellén & Lindahl, 1991; 1ozzo, 1998; Liu et al., 1998; Bernfield
et al., 1999; lozzo, 1999; Bandtlow & Zimmermann, 2000; Selleck, 2000).

1.2.2.1 Perlecan
Im Rahmen der Bindungsstudien dieser Arbeit wurden Perlecan-Fragmente als Modéll
fur GAG-substituierte Liganden eingesetzt. Das PG Perlecan ist Bestandteil aller BM. In

elektronenoptischen Aufnahmen fallt seine Unterteilung in mehrere globulére Abschnitte
auf, die wie Perlen auf einer Schnur gereiht sind (Abb. 1, Seite 2). Dieser Struktur verdankt
das Protein seinen Namen. Perlecan ist aus sieben extrazellularen Proteinmodulen
aufgebaut, aus deren Tandem-Anordnung sich eine Organisation in finf Doméanen (I bisV)
ableiten |&sst (Bork et al., 1996; 10zzo, 1998). Die N-terminale Domane | besteht aus einer
Region, die reich an sauren Aminosauren ist und drei GAG-besetzte Ser/Gly-Motive ent-
halt. Insgesamt ist die Doméane mit drel GAG substituiert (HS und/oder CS) (lozzo, 1998).
Es folgt ein SEA-Modul, welches in Spermprotein, Enterokinase und Agrin gefunden wird
(Bork et al., 1996) und die Bindung an die Kohlenhydrate der Zelloberflache vermittelt.
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Die C-terminae Doméane V wird durch LG- und EG-Module aufgebaut und tragt eine
GAG-Modifikation (Friedrich et al., 1999). Durch die Interaktion mit anderen Komponen-
ten der BM, wie Laminin, Nidogen, Fibronektin und Tenascin-C, tragt Perlecan wesentlich
zur Stabilitét der BM bei, greift aber auch modulativ in biologische Aktivitdten ein (Chung
& Erickson, 1997; Mongiat et al., 2000; Tumova et al., 2000). Mit Hilfe der polyanioni-
schen GAG-Ketten reguliert Perlecan die Filtrier-Eigenschaften der glomuléren und ande-
rer vaskulérer BM (lozzo et al., 1994).

1.2.3 Molekiile der Zelloberflache
Die Kommunikation der ECM mit Zellen wird vermittelt Uber transmembrane

Glykoproteine (Integrine, Dystroglykan) bzw. Zelloberfléchenproteine, wie Proteoglykane
(Syndecan, Glycipan), CD44 und das Laminin-bindende Protein sowie Uber Ganglioside
und Glykolipide (Sulfatid) (Aumailley et al., 1996; Mecham & Hinek, 1996; Liu et al.,
1998; Klass et al., 2000). Die wichtigsten Molekile seien hier vorgestellt.

1.2.3.1 Integrine

Integrine bilden eine Familie heterodimerer Rezeptoren, die aus nicht-kovalent asso-
Ziierten a- und b-Untereinheiten bestehen. Bisher wurden 22 |soformen gefunden, die sich
aus 16 a- und 8 b-Ketten kombinieren (Aumailley & Gayraud, 1998). Jede Kette besteht
aus elner grof3en extrazelluldren, einer kleinen transmembranen sowie einer kleinen zyto-
plasmatischen Region. Integrine interagieren mit vielen Komponenten der ECM, wie
Laminin, Kollagen, Perlecan, Fibronektin, BM-40, Tenascin. Integrine vermitteln bidirek-
tionde Signale, welche die Aktivitat zytoplasmatischer Kinasen, Wachstumsfaktoren,
lonenkandle, etc. beeinflussen. Dabel werden auch cis-Interaktionen mit anderen Trans-
membranproteinen eingegangen (Porter & Hogg, 1998). So kontrollieren Integrine Morpho-
logie, Migration, Proliferation, Differenzierung, Apoptose und andere zelluldre Aktivi-
téten. Ferner dienen Integrine als mechanische Rezeptoren und stellen eine Verbindung
zwischen der ECM und dem Zytosklett her, wobei sie die Aktivitét des intrazellularen
Aktin-Zytoskletts kontrollieren (Hynes, 1996; Giancotti & Ruoslahti, 1999; Coppolino &
Dedhar, 2000). Die Aktivitat der Integrine wird durch die Lipidzusammensetzung der
Plasmamembran beeinflusst (Pande, 2000).

Ein Hauptbindungsmotiv fir Integrine ist die Aminosaure-Sequenz RGD, welche in

vielen Komponenten der ECM gefunden wird. Zudem existieren komplexe konformations-
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abhéngige Bindungsstellen: Das Bindungsepitop fur das a2bl-Integrin im Kollagen 1V
vertellt sich Uber ale drei Peptidketten der Tripelhelix (Golbik et al., 2000; Heino, 2000).
Die klassischen Kollagen-Rezeptoren Integrin albl und a2bl binden an die LN-Module
der Laminin-Ketten. Die LG-Module der a-Ketten besitzen Bindungsstellen fir die b1-Inte-
grine a6bl1 und a7b1 sowie fir a6b4 (Colognato et al., 1997; Belkin & Stepp, 2000).

1.2.3.2 a-Dystroglykan
Der Transmembranrezeptor Dystroglykan stellt wie Integrin eine Verbindung zwi-
schen ECM und Zytoskelett her. Das Dimer besteht aus dem extrazelluléren a-Dystroglykan

und dem transmembranen b-Dystroglykan. Dieses bindet Dystrophin-vermittelt an das
Aktin-Skelett (Schwarzbauer, 1999).

Die biologischen Aktivitéten von Dystroglykan sind nicht so umfassend untersucht wie
die der Integrine. Ihm wird jedoch eine analoge Rolle in Entwicklung, Signaltransduktion
und Adhasion zugesprochen. a-Dystroglykan besitzt hohe Affinitét zu LG-Modulen der La-
minin a-Ketten, Perlecan und Agrin (Andac et al., 1999; Taltset al., 1999; Winder, 2001).

1.2.3.3 Sulfatid
Das anionische Glykolipid Sulfatid (Galaktosylceramid-| 3-sulfat) ist eine weitver-

breitete Komponente von Zellmembranen. Es wurde urspriinglich aus der weil3en Gehirn-
substanz isoliert, ist aber auch in anderen Organen wie Niere, Milz, Magen und Hoden zu
finden. Zudem ist es auf der Oberflache von Erythrozyten, Granulozyten und Blutpl&ttchen
lokalisiert (Roberts et al., 1987). Sulfatid besteht aus einem Gal aktoserest, dessen b1-Posi-
tion mit einem Ceramid substituiert ist. Die Cs-Hydroxygruppe des Zuckers ist sulfatiert,
woraus sich der Name dieses Zelloberflachenproteins abl eitet.

Sulfatid hat dhnliche biologische Eigenschaften wie Heparin/HS. Diese sulfatierten
Moleklle unterscheiden sich in der Zusammensetzung ihrer Oligosaccharid-Seitenketten
und in ihren Sulfatierungsmustern. Daher besitzen die genannten Molekiile oft die gleichen
Bindungspartner. Die Starke der Interaktionen ist abhangig von ihrem ionischen Charakter.
Viele Komponenten des Blutplasmas binden Sulfatid, wie Thrombospondin und der Von-
Willebrand-Faktor (Roberts & Ginsburg, 1988). Bindungsepitope fur Sulfatid im Laminin
wurden bisher nur auf den LG-Modulen von Lnal und LnaZ2 identifiziert (Taraboletti et
al., 1990; Andac et al., 1999; Taltset al., 1999).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die N-terminale Region der Laminin-Ketten ist an der Polymerisation des Laminin-
Netzwerkes beteiligt und trégt damit sowohl strukturell als auch regulatorisch zum Auf-
und Umbau der ECM bei. Die Polymerisationskompetenz wurde bisher nur fir die Ketten
al und a2 gezeigt, wird aber auch fur die Ketten a3B und a5 vermutet. In Laminin-10/11
liegt Lna5 in Assoziation mit b1/b2 bzw. gl vor, was auf eine polymere Struktur hindeutet
(Kikkawa et al., 1998). Das LN-Modul wird als Polymerisations-vermittelnde Domane der
Laminine vorgeschlagen (Yurchenco & Cheng, 1993; Cheng et al., 1997). Sulfatierte Li-
ganden werden als Modulatoren der Lamininpolymerisation angesehen (Y urchenco et al.,
1990; Kab & Engel, 1991).

Eine weiterfihrende Erforschung von Mechanismus und Regulation der Polymerisa-
tion setzt die Kenntnis der beteiligten Bindungspartner und der interagierenden Epitope im
Laminin voraus. Die Intention der Arbeit liegt in der Charakterisierung der LN-Module
von Laminin al, a2, a3B und a5 hinsichtlich Polymerisation und Interaktion mit beteilig-
ten Liganden. Die vermutete Polymerisationskompetenz dieser a-Ketten soll bestétigt
werden. Im Einzelnen sind hierfir folgende Arbeiten geplant:

(1) Durch die Darstellung rekombinanter N-terminaler Fragmente sollen erstmals
die LN-Module aler nicht-verkirzten Isoformen fir Studien zugénglich gemacht werden.
Dafir ist die Vervollstandigung der N-terminalen Sequenzen von Lna3B und Lna5 erfor-
derlich, welche durch Verlangerung der codierenden cDNA am 5'-Ende erreicht werden soll.

(2) Die wichtigsten strukturellen und molekularen Eigenschaften der hergestellten
Fragmente sollen in biophysikalisch-chemischen Untersuchungen ermittelt werden.

(3) Es sollen umfassende Polymerisationsstudien sowie Bindungsanalysen mit sulfa-
tierten Liganden (Heparin, Sulfatid, GAG-modifizierte Proteoglykane) durchgefihrt werden.

(4) Um identifizierte Interaktionen dem LN-Modul zuordnen zu kdnnen, sollen die
Domaénen V der Fragmente proteolytisch hergestellt und analysiert werden.

(5) Ferner sollen die Bindungsepitope der gefundenen Bindungspartner auf der best-
charakterisierten Isoform Laminin a1l durch eine Mutationsanalyse lokalisiert werden.

(6) Durch die Herstellung polyklonaler Antiseren gegen die Fragmente soll die
Grundlage fur immunologische Studien geschaffen werden. Mittels indirekter Immunfluo-
reszenz soll die Verteilung von Laminin a-Ketten in verschiedenen Geweben untersucht

werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Difco Laboratories (USA),
Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze), Serva (Heidelberg) sowie
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), sofern nicht anders angegeben.

2.1.2 Radiochemikalien

Deoxycytidin-5'-[a->?P]-triphosphat

12 0d

2.1.3 Gerate
Aminosaure-Analysator
FPLC-Anlage

HPLC-Anlage

LPLC-Anlage

Begasungsbrutschrank
Brutschrank
CD-Spektropolarimeter
Digitales Kamerasystem
Digitale Photodokumentation

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Biotronik LC 3000/ Eppendorf, Hamburg

Controller LCC-500 Plus/ Pharmacia, Schweden
2141 Variable Wavelenght Monitor/ LKB, Schweden
2-Kanalschreiber 2210/ LKB

K olbenpumpe P-500/ LKB

Fraktionssammler Frac-100/ LKB

2152 HPL C Controller/ LKB, Schweden
UV -Detektor 2238 UVICORD/ LKB
2-Kanalschreiber 2210/ LKB

2150 HPLC-Pumpe/ LKB
Fraktionssammler Frac-100/ LKB

UV-Detektor 2238 UVICORD/ LKB, Schweden
2-Kanalschreiber 2210/ LKB

Peristaltikpumpe P1, Pharmacia/ LKB
Fraktionssammler Linear 11/ Reichelt Chemie-
technik, Heidelberg

BB6220/ Heraeus, Hanau

B6120/ Heraeus, Hanau

Modell J-715/ JASCO, Grof3-Umstadt

12 bit-CCD-Kamera Sensicam/ PCO, Kelheim
BioCapt/ L TF-Labortechnik, Wasserburg
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DNA-Sequenzierautomat

Elektrophoresekammern
ELISA-Lesegerét
Filmentwicklungsmaschine
Fluoreszenz-Mikroskop
Kryomikrotom

Nassbl ot-A pparatur
pH-Meter

Protein-Sequenzi erautomaten

Rontgen-Plattendetektor

Schuttelinkubator
Schittler

Spannungsgeréte
Thermocycler
Translluminatoren

Wasseraufbereitung
Zentrifugen

2.1.4 Standard-Puffer

373A-DNA-Sequencer, Perkin-Elmer Applied
Biosystems/ USA

hausei gene Werkstatt

Modell MR 5000/ Dynatec, Grossbrittanien
CURIX 60/ Agfa, Leverkusen

Axiophot/ Zeiss, Oberkochen

Jung CM 3000/ Leica Microsystems, Wetzlar
hauseigene Werkstatt

691 pH Meter/ Metrohm, Schweiz

Gasphasen-Sequenzierapparate 473A und 492A/
Applied Biosystems, USA

MAR Image Plate Detector System/
X-ray Research, Norderstedt

Modell HT KF-4/ Infors, Schweiz

Modell 3016/ Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

2301 Macrodrivel/ LKB, Schweden
Modell 500/ BioRad, Miinchen

Peltier Thermocycler Trio/ Biometra, Gottingen
RoboCycler Gradient 96/ Stratagene Europe, Holland

(354 nm) Spectroline EN-160L F/ Spectronics, USA
(302 nm) Modell TFX-20M/ Peglab, Erlangen

MilliQ Plus/ Millipore, Eschborn

Tischzentrifuge Microliter/ Hettich, Tuttlingen
Varifuge3.0R/ Heraeus-Christ, Hanau

Avanti J-25, Rotor JA-14/ Beckmann, USA
Kuhlzentrifuge CS-15R, Rotor F2402, Beckmann

PBS 20 mM NaHPO4/NaH,PO,/ pH 7,4/ 150 mM NaCl/ autoklaviert
PET PBS/ 0,005 % (w/v) EDTA/ 0,05 % (w/v) Trypsin/ sterilfiltriert
TBE 100 mM Tris-HCI, pH 8,3/ 45 mM Borsaure/ 2 mM EDTA

TBS 50 mM Tris-HCI, pH 7,4/ 150 mM NaCl

TBST TBS 0,04 % (v/v) Tween 20

Blockier puffer

TBS 1% (wiv) BSA

TN 10 mM Tris-HCl, pH 8,0/ 150 mM NaCl
TNT TN/ 0,05 % (v/v) Tween 20
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2.1.5 Nahrmedien

Fir die phanotypische Expression nach Transformation und die Vermehrung von
Bakterien wurde LB-Medium in Anlehnung an Sambrook & Russel (2001) verwendet. Die
eingesetzten Klone trugen Ampizillinresistenz. Zur Selektion wurde dem Kulturmedium

sterilfiltriertes Ampizillin in der Endkonzentration 0,5 mg/ | zugesetzt.

LB-Medium 1 % (w/v) Trypton/ 0,5 % (w/v) Hefeextrakt/ 0,5 % (w/v) NaCl/
pH 7,4

Fur die Kultivierung und das Einfrieren eukaryontischer Zellen wurde Dulbeccos
modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit Nahrstoffen F12 benutzt. Medium und Zusétze
wurden von der Firma Gibco (Eggenstein) bezogen. Fur Transfektionen wurde DMEM
ohne F12 (Biochrom AG, Berlin) verwendet. Die Antibiotika stammten ebenfalls von der
FirmaBiochrom AG.

DMEM-Medium 500 ml DMEM/ F12/ 10 % (v/v) FKS/ 2 mM L-Glutamin/
0,01 % (w/v) Streptomyzin/ 50.000 |.E. Penizillin
Einfriermedium 70 % (v/iv) DMEM/ F12/ 20 % (v/v) FKS/ 10 % (v/v) DM SO

Transfektionsmedium 90 % (v/v) DMEM/ 10 % (v/v) FKS 2 mM L-Glutamin/
0,01 % (w/v) Streptomyzin/ 50.000 I.E. Penizillin

2.1.6 Nahrbdden
Fur die Selektion nach Transformation wurde LB-Agar verwendet. Nach Autoklavie-

rung und Abkuhlung unter 50°C wurde sterilfiltriertes Ampizillin in der Endkonzentration
0,5 mg/ | zugesetzt.

L B-Agar LB-Medium/ 1,2 % (wiv) Agar

2.1.7 Bakterienstamme

E. coli DH5a F/endAl hsR17 (r mk*) ginV44 thi-1 recAl gyrA (Na) rel A1D
(laclZYA-argF)U169 deoR (F 80dlacD (laclZ)M15)
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2.1.8 Z€lllinien
293-EBNA

2.1.9 Enzyme
a-Chymotrypsin (Pankreas)
Elastase (Pankreas)
N-Glykosidase F

Pepsin (Magen)
Pfu-Pyroglutamat-A minopeptidase
Restriktionsendonukleasen
RNase A

T4-DNA-Ligase

Trypsin (Pankreas)
Vent-DNA-Polymerase

2.1.10 Vektoren
pCEP-Pu

2.1.11 Proteine & Liganden

Humane embryonale Nierenzelllinie (Invitrogen,
Holland)

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Boehringer Mannheim, Mannheim
Boehringer Mannheim, Mannheim
TaKaRa Biomedicals, Japan

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Boehringer Mannheim, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Episomaler Expressionsvektor (Kohfeldt et al.,
1997)

Die Proteine, welche als Liganden in Bindungstests eingesetzt wurden, entstammten

der Abteilung Proteinchemie des Max-Planck-Institutes fir Biochemie, Martinsried. Die

Extraktion aus Gewebe bzw. die rekombinante Produktion in eukaryontischen Zellen so-

wie die anschlief3ende Préparation erfolgte nach den angegebenen Standardprotokollen.

Gewebe

Laminin-1/Nidogen-1-Komplex (EHS-Tumor)

(Paulsson et al., 1987)



Material & Methoden 23

Rekombinant

LamininallLG4-5 (Andac et al., 1999)
Laminin-Fragment E4 (Timpl et al., 1987)

Perlecan Fragment 1B (Costell et al., 1997)
Perlecan Fragmente V/ V¢ (Brown et al., 1997)

Kommerziell erworbene Liganden
Sulfatid Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

2.1.12 Antikorper
Polyklonale Antikorper aus Kaninchen entstammten der Abteilung Proteinchemie

des Max-Planck-Institutes fir Biochemie, Martinsried. Eine Ausnahme bildete der Antikor-
per Anti-Nd1 gegen murines Nidogen-1, der von Dr. M. Dziadek (Melbourne, Australien)
zur Verfigung gestellt wurde (Dziadek et al., 1988). Fur Immunfluoreszenz-Messungen
wurden die Antikorper affinitatsgereinigt.

Als sekundarer Antikérper in Immunmarkierungen und Ligandenbindungstests wur-
de Peroxidase-gekoppeltes Anti-Kaninchen-Immunglobulin aus Ziege in der Verdinnung
1:1000 eingesetzt (GAR-HRP: Goat Anti Rabbit 1gG, Meerrettichperoxidase-gekoppelt/
BioRad, Mlnchen).

Far Immunféarbungen wurden folgende Fluorophor-gekoppelte Antikorper in der
Verdinnung 1:500 verwendet: Cy3-konjugiertes Anti-Kaninchen-lmmunglobulin aus Ziege
(AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG/ Jackson ImmunoResearch Laboritories, USA) und
Alexa Fluor 488-konjugiertes Anti-Ratte-lmmunglobulin aus Ziege (MoBi Tec, Gottingen).
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2.2 Molekularbiologische M ethoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.1.1 Standard-Methode

Fur die Amplifikation von cDNA und die Einfihrung terminaler Schnittstellen wurde
eine Standard-PCR durchgefiihrt. Die DNA-Polymerisation erfolgte unter Einsatz von
Vent-DNA-Polymerase nach Angaben des Herstellers (Abschnitt 2.1.9). Die verwendeten

Didesoxynukleotide wurden von der Fa. New England Biolabs (Frankfurt a.M.) bezogen.
Die PCR wurde wie in Tab. 3 beschrieben gestaltet.

Tab. 3: Temperaturprogramm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Zyklus Anzahl Schritt Zeit [4] Temperatur [°C]
Initiales Schmelzen 1 Denaturierung 120 95
Amplifikation 25 Denaturierung 60 95
Anlagerung 75 55
K ettenverlangerung 75 68
Auffill-Zyklus 1 Kettenverlangerung 300 68

Nach erfolgter Amplifikation schloss sich die Reinigung des PCR-Ansatzes Uber ein
Agarose-Gel an (Abschnitt 2.2.2).

2.2.1.2 RT-PCR zur Vervollstdndigung von cDNA-Enden

Die Vervollstandigung der 5'-cDNA-Sequenz von Lna3B und Lna5 wurde durchge-
fahrt mit dem 5-Full RACE-Kit (TaKaRa, Japan) von Dr. T. Sasaki, Abteilung Protein-
chemie des Max-Planck-Institutes fir Biochemie, Martinsried.

Die Methode zur rapiden Amplifikation von cDNA-Enden (RACE) wurde modifiziert
nach Maruyama et al. (1995). Die unbekannte cDNA-Sequenz wurde durch RT-PCR ver-

vollstandigt. Dieses wurde durch Verlangerung eines 5'-Phospho-Oligoribonukleotids er-

reicht, welches komplementér zur bekannten mRNA-Sequenz war. Nach der RT-PCR
wurden die generierten DNA-Strange mittels ssDNA-Ligase zyklisiert und die mRNA-
Vorlage mittels RNase H abgebaut. Abschlief?end fand die Amplifikation des gesamten
Konstruktes durch Standard-PCR statt.
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2.2.1.3 PCR-Mutagenese
Zur EinfUhrung gerichteter Punktmutationen wurde eine zweistufige Fusions-PCR

durchgefihrt. Im ersten Schritt wurde an der zu mutierenden Position der amplifizierte
DNA-Strang in zwel Fragmente unterteilt. Die hierfir benutzten Oligonukleotide trugen
die einzufihrende Mutation in komplementarer Nukleotidsequenz und Uberlappten mit
mindestens 20 B. Das 5'-Fragment und das 3'-Fragment wurden in separaten Reaktionen
erzeugt. Im zweiten Schritt wurden die Fragmente miteinander fusioniert und abschlief3end
durch Zugabe beider terminalen Oligonukleotide amplifiziert.

Die Bedingungen der Fusions-PCR sind in Tab. 4 zusammengefasst.

Tab. 4: Temperaturprogramm zur Fusion von DNA-Fragmenten

Zyklus Anzahl Schritt Zeit [9] Temperatur [°C]
Initiales Schmelzen 1 Denaturierung 120 95
Fusion 10 Denaturierung 60 95
Anlagerung 90 40
Kettenverlangerung 300 68
Addition der Oligonukleotide
Amplifikation 25 Denaturierung 60 95
Anlagerung 75 55
K ettenverlangerung 75 68
Auffill-Zyklus 1 Kettenverlangerung 300 68

Nach erfolgter Amplifikation schloss sich die Reinigung des Fusionsproduktes tber
ein Agarose-Gel an (Abschnitt 2.2.2).

2.2.1.4 Oligonukleotide
Die eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Fa. Metabion (Martinsried)

bezogen und werden jeweilsim Ergebnisteil erlautert.
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2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese
Fir die Auftrennung und Reinigung von DNA-Fragmenten wurden submarine

Horizontalgele (1% (w/v) Agarose) verwendet. Als Laufpuffer diente TBE. Die DNA-

Losungen wurden auf IXDNA-Auftragspuffer eingestellt. Zur GrofRenbestimmung wurde
Marker-DNA benutzt (1 kB-Leiter/ Gibco BRL, Eggenstein). Nach Ablauf der Elektro-
phorese bei 100 V wurden die Gelein 1 pg/ ml Ethidiumbromid geschwenkt und die DNA
im UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte mittels digitaler
Photographie.

Préparative Gele wurden nur niederenergetischer UV-Strahlung (354 nm) ausgesetzt
und abschlief3end aus dem Gel extrahiert (Abschnitt 2.2.3).

5XDNA-Auftragspuffer 40 % (w/v) Saccharose/ 0,25 % (w/v) Bromphenolblau/ 0,25 %
(w/v) Xylencyanol

2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Die Extraktion von Plasmid-DNA aus Agarose-Gelen fand mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) dem Protokoll des Herstellers folgend statt. Die Elu-
tion der DNA erfolgte mit 2 x 25 pl H,O.

2.2.4 Schneiden mit Restriktionsendonukleasen

Fur Restriktionsanalysen und das Vorbereiten von DNA-Fragmenten auf die Ligation
wurde die cDNA einem Verdau mit Restriktionsendonukleasen unterzogen. Die Bedingun-
gen wurden laut Angaben des Herstellers (Abschnitt 2.1.9) gewahlt. Fir die DNA-Verifi-
zierung erfolgte ein 2-stindiger Restriktionsverdau; fur die Ligationsvorbereitung wurde
16 h verdaut.

2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation wurde mit T4-DNA-Ligase (Abschnitt 2.1.9) nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 25 ul. Plasmid und Insert wurden
im molaren Verhdtnis 1:10 vorgelegt. Die Inkubation erfolgte G.N. bei 16°C. Der Ligati-

onsansatz wurde direkt fir die Transformation eingesetzt.
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2.2.6 Herstellung transfor mationskompetenter Bakterien

Zur Vorbereitung auf die Transformation (Abschnitt 2.2.7) wurden Bakterien des
E. coli-Stammes DH5a (Abschnitt 2.1.7) nach der modifizierten CaCl,-Methode behandelt.

Fir die Vermehrung wurden 100 ml LB-Medium mit einer 1 mi-Ubernachtkultur des
Stammes inokuliert und bei 37°C bis zu einer OD (600 nm) von 0,5 schiittelinkubiert. Nach
10-mindtigem Kihlen auf Eis wurden die Bakterien sedimentiert (3000 UpM, 10 min, 4°C)
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde vorsichtig in 50 ml eisgekihitem Puffer A
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien vorsichtig in 4 ml
eiskaltem Puffer B resuspendiert. Die Zellen wurden in Aliquots von 110 pl in vorgekihlte
Reaktionsgefaide Uberflhrt und anschlief?end bei —80°C gelagert.

Puffer A 30 mM KAc/ 50 mM MnCl,/ 100 mM RbCI/ 10 mM CaCl,/
15 % (v/v) Glyzerin/ pH 5,8 mit Eisessig/ sterilfiltriert
Puffer B 10 mM MOPS, pH 7,0/ 10 mM RDbCI/ 75 mM CaCl,/ 15 % (v/v)

Glyzerin/ sterilfiltriert

2.2.7 Transformation in kompetente Zellen
12,5 pl Ligationsansatz (Abschnitt 2.2.5) wurden vorsichtig mit 40 pl transfor-

mationskompetenten E. coli (Abschnitt 2.2.6) vermischt. Nach 30-minttiger Inkubation
auf Eisfolgten 90 s Hitzeschock bel 42°C im Wasserbad. Das anschlief3ende Abkuhlen auf
Eis dauerte 2 min. Fir die phanotypische Expression erfolgte die Zugabe von 1 ml
LB-Medium und eine 60-mindtige Inkubation im Schittelinkubator bei 200 UpM und
37°C. Anschlief?end wurden 300 pul der Bakteriensuspension auf LB-Agar ausplattiert. Als
Selektionsmarker wurde Ampizillin eingesetzt. Die Inkubation fand U.N. bel 37°C statt.
Die Lagerung der Bakterien erfolgte in Glyzerinkulturen bei -80 °C. Dazu wurden

800 ul autoklaviertes Glyzerin mit 800 pl Bakterienkultur versetzt.

2.2.8 Praparation von Plasmid-DNA

Die Prgparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde nach Birnboim &
Doly (1979) modifiziert. Die selektive alkalische Denaturierung hochmolekularer geno-
mischer DNA erfolgt bel gleichzeitiger Erhaltung der Doppelstréngigkeit zirkuldrer DNA.
Sieist fur die Extraktion kleiner und grof3er DNA-Plasmide einsetzbar.
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2.2.8.1 Mini-Préparation
Fiur die Uberprifung des Klonierungserfolges wurde DNA aus Bakterien nach

Transformation (Abschnitt 2.2.7) prépariert.

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde Material aus einer Einzelkolonie entnommen
und in 2 ml Ampizillin-haltiges LB-Medium inokuliert. Die Inkubation fand U.N. im
Schittelinkubator bel 200 UpM und 37°C statt. Nach Zentrifugation von 1,6 ml Bakterien-
kultur (5 min, 3000 UpM, 25°C) wurde das Pellet in 80 ul Resuspensionspuffer aufgenom-
men und fir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 160 pl 0,2 M NaOH/ 1% (w/v) SDS
folgte vorsichtiges Uber-K opf-Schwenken. Die alkalische Lyse wurde durch Zugabe von
120 pl 5 M Kaliumacetat, pH 4,8 (Sambrook & Russel, 2001) beendet und Proteine, SDS
sowie genomische DNA ausgeféllt. Es folgten eine 15-mindtige Inkubation auf Eis und die
Sedimentation der Falungsprodukte: 10 min bei 14.000 UpM und 4°C. Aus dem Uber-
stand wurde die Plasmid-DNA mit 360 pl 2-Propanol ausgefélt. Die Pelletierung der DNA
erfolgte durch 30-minutige Zentrifugation bei 14.000 UpM und 25°C. Die DNA wurde mit
eiskatem 70 % Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 100 pl H,O resuspen-
diert. Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges schloss sich eine Restriktionsanalyse der

Minipréparationen an.

Resuspensionspuffer 25 mM Tris-HCI, pH 8,0/ 50 mM Glukose/ 10 mM EDTA,
pH 8,0/ 100 ug/ ml RNase A

2.2.8.2 Maxi-Praparation
Die Plasmid-DNA fur Transfektionen bzw. Prgparation von Vektor-DNA wurde in

groferen Mengen isoliert.

Bakterien aus Kulturen nach Transformation bzw. aus Stammkulturen wurden in
100 ml-Kulturen G.N. vermehrt. Nach Sedimentation (5 min, 3000 UpM, 25°C) wurden die
Bakterien in 5 ml Resuspensionspuffer aufgenommen. Nach 5-mindtiger Inkubation bei
RT erfolgte die Zugabe von 10 ml 0,2 M NaOH/ 1% (w/v) SDS und vorsichtiges Uber-
Kopf-Schwenken. Anschlief3end wurden 7,5 ml 5 M Kaliumacetat zugegeben und 15 min
auf Eis inkubiert. Aus dem Uberstand nach Zentrifugation (10 min, 14.000 UpM, 4°C)
erfolgte Prazipitation der Plasmid-DNA durch Zugabe von 22,5 ml 2-Propanol. Die Pel-
letierung der DNA erfolgte durch 30-minttige Zentrifugation bei 14.000 UpM und 25°C.
Die DNA wurde mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und
Phenol-Chloroform extrahiert (Abschnitt 2.2.9).
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2.2.9 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Beseitigung verunreinigender Proteine zur Vorbereitung auf die Transfektion
wurden DNA-Pr8parationen nach Sambrook & Russal (2001) Phenol-Chloroform extra-
hiert.

2.2.10 DNA-Féllung
Dieses Verfahren wurde zur Konzentrierung und Entsalzung von DNA-LOsungen

angewendet. Zur wassrigen DNA-L6sung wurde %0 Volumen 4 M LiCl und 2 Volumina
eiskalter Ethanol gegeben. Die Féllung erfolgte fir 30 min bei -20°C. Die préazipitierte
DNA wurde durch Zentrifugation bei 14.000 UpM und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde mit
eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und anschlief3end im Vakuum getrocknet. Die DNA

wurde in H,O aufgenommen.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion nach Sanger erfolgte mittels BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit fur ABI PRISM-Systeme (Perkin-Elmer Applied Biosy-
stems, USA) nach Angaben des Herstellers. In Tab. 5 sind die fur die Sequenzierung

eingesetzten Oligonukleotide aufgelistet.

Tab. 5: Oligonukleotide fir die Sequenzierung aus der Polylinker-Region von pCEP-Pu (P) bzw. aus der
internen Sequenz von LnalVI/V (L)

Bezeichnung Richtung 5'-3'-Sequenz

S1(P) strangabwarts GATCTTCTTTCTCCTTTGC
S2 (P) strangabwarts TAGTGAACCGTCAGATC
S3(L) strangabwaérts GCAGGTCTTTCAAGTTGC
HA(L) strangaufwarts GGTTTCACAGTTGATCCC
S5 (P) strangaufwarts CTGGATCCGGCCTTGCC

Die Auswertung der Sequenzen wurde mittels Seglab-Software (Genetics Computer
Group/ USA) vorgenommen.
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2.2.12 a **p-Markierung von cDNA
Zum Nachweis von mRNA rekombinanter N-terminaler Fragmente von Lnal wurde
eine cDNA-Sonde hergestellt, welche fur LnalVI (Abschnitt 3.1.2.1) codiert. Alle klonier-

ten Fragmente von Lnal beinhalten diese Doméane. Die radioaktive Markierung der cDNA
mit [a**P]-dCTP wurde mit dem Prime-It 1| Random Primer Labeling Kit (Stratagene
Europe, Holland) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.2.13 | solierung von RNA aus eukaryontischen Zellen
Die Isolierung von RNA aus 293-EBNA-Zellen wurde mit TriZol (Gibco,
Eggenstein) den Empfehlungen des Herstellers folgend durchgefuhrt. Hierfir wurden

Zellen einer konfluent bewachsenen 10 cm-Zellkulturschale des zu analysierenden Klones
eingesetzt. Die isolierte RNA wurde nach Waschen mit 70 % eiskaltem Ethanol und
Trocknen im Vakuum in 100 ul H,O resuspendiert. Abschlief3end fand eine Agarose-Gel-
elektrophorese (Abschnitt 2.2.2) zur Uberpriiffung der RNA-Praparation statt. Hierfir
wurden 5 pl RNA-L6sung auf IXRNA-Auftragspuffer eingestellt.

Die Lagerung von RNA erfolgte bei —20°C.

5XRNA-Auftragspuffer 80 % (v/v) Formamid, deionisiert/ 0,01 % (w/v) Bromphenol-
blau/ 0,01 % (w/v) Xylencyanol

2.2.14 Northern-Analyse
Die Analyse isolierter RNA auf ihren Gehalt an spezifischer mRNA erfolgte durch
Hybridisierung mit einer radioaktiv-markierten Sonde (Abschnitt 2.2.12). Der RNA-Trans-

fer auf Nylon-Membran (Northern Blot) nach Denaturierung durch Glyoxa wurde in An-
lehnung an Burnett (1997) durchgefihrt. Hierfir wurden ca. 2,5 pg RNA mit 15 pl Gly-
oxal-Reagenz versetzt und 1 h bei 50°C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in einem
1 % (w/v) Agarose-BTPE-Gel bei einer Spannung von 1 bis2 V/ cm und 4°C. Zuvor wurden
die Proben mit Farbmarker (Bromphenolblau/ Xylencyanol) versetzt. Es folgte ein Kapil-
lartransfer der RNA auf Nylon-Membran (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) bei RT. Als Transfermedium wurde 10xSSC benutzt, der Kapillarsog wurde
mittels Papiervlies erzeugt. RNA und Membran wurden durch Exposition mit 120 mJ/ cm?
UV-Licht (UV Stratalinker 2400, Stratagene, USA) quervernetzt.
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Zur Vorbereitung auf die Hybridisierung wurde die Membran fur 30 min bei 68°C
geschittelt. Hierfir wurde sie mit Hybridisierungspuffer in Kunststofffolie eingeschweil3t.
Fir die anschliefRende Hybridisierung G.N. wurde die radioaktive Sonde zugegeben. Un-
spezifische Hybridisierungen wurden einmal mit Waschpuffer A und mindestens zweimal
mit Waschpuffer B von der Membran gewaschen. Hierfir wurde die Membran je 30 minin
500 ml Waschpuffer bel 68°C geschuittelt.

Die Autoradiographie auf BIOMAX MS (Kodak, Stuttgart) erfolgte bei -80°C. Die
Entwicklung wurde mit einer Filmentwicklungsmaschine durchgefthrt.

BTPE 30 mM Bis-Tris 10 mM PIPES/ 1 mM EDTA/ autoklaviert

Glyoxal-Reagenz BTPE/ 10 % (v/v) 6 M Glyoxal, deionisiert/ 75 % (v/iv) DM SO/
4 % (viv) Glyzerol/ autoklaviert

10x SSC 1,5M NaCl/ 0,15 M tri-Natriumcitrat

Hybridisierungspuffer 0,5 M Natriumphosphat, pH 7,2/ 1 mM EDTA/ 7 % (w/v) SDY
1% (w/v) BSA

Waschpuffer A 0,5M Natriumphosphat, pH 7,2/ 1 mM EDTA/ 7 % (w/v) SDS
Waschpuffer B 40 mM Natriumphosphat, pH 7,2/ 1 mM EDTA/ 1 % (w/v) SDS
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2.3 Proteinchemische M ethoden

2.3.1 Ultrafiltration von Protein

Zur Vorbereitung auf die Gelfiltration wurden Proteinldsungen durch Ultrafiltration
konzentriert. Dazu wurden diese im Amicon Diaflo-System 8200 (Amicon, USA) bei 4 bar
und RT ultrafiltriert. Die Ausschlussgrofie der Ultrafiltrationsmembran (Filtron, Karlstein)
betrug 10 kDa.

2.3.2 Chromatographische Verfahren

2.3.2.1 Anionenaustausch-Chromatographie

Fir die Anionenaustausch-Chromatographie wurde DEAE-Cellulose DE52 (What-
man, England) in einer Saule von 2,5 x 20 cm (100 ml) auf einer Niederdruckanlage
eingesetzt. Die spektral photometrische Detektion erfolgte bel 278 nm.

Gegen Laufpuffer (0,05 M Tris-HCI, pH 8,6) dialysiertes Kulturmedium (Abschnitt

2.5.3) wurde bei einer Flussrate von 2 bis 3 ml/ min und RT an die &quilibrierte Matrix

gebunden. Die Elution erfolgte mittels linearem NaCl-Gradienten (0 bis 0,5 M in Laufpuf-
fer/ 800 ml). Das Volumen der gesammelten Fraktionen betrug ca. 18 ml. Nach SDS
PAGE (Abschnitt 2.3.4) wurde der Hauptpeak vereint und mittels Ultrafiltration (Abschnitt
2.3.1) auf die Gelfiltration vorbereitet.

2.3.2.2 Préparative Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose

Die praparative Affinitdtschromatographie wurde an Heparin-Sepharose CL6B
(Pharmacia, Schweden) auf einer Niederdruckanlage durchgefiihrt. Bei einer Geometrie
von 2,5 x 8 cm betrug das Saulenvolumen 40 ml. Die spektral photometrische Detektion er-
folgte bei 278 nm.

Gegen Laufpuffer (0,05 M Tris-HCI, pH 7,4/ 0,1 M NaCl) dialysiertes Kulturme-
dium (Abschnitt 2.5.3) wurde bel einer Flussrate von 2 bis 3 ml/ min und RT an die aquili-
brierte Matrix gebunden. Die Elution erfolgte mittels linearem NaCl-Gradienten (0,1 bis
0,6 M in Laufpuffer/ 600 ml). Das Fraktionsvolumen betrug ca. 18 ml. Nach SDS-PAGE
(Abschnitt 2.3.4) wurde der Hauptpeak vereint und mittels Ultrafiltration (Abschnitt 2.3.1)
auf die Gelfiltration vorbereitet.
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2.3.2.3 Gelfiltration
Die Gdlfiltration wurde mit einer Superose 12 HR 10/30- bzw. 16/50-Saule
(Pharmacia, Schweden) an einer FPLC-Anlage durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente 0,2 M

Ammoniumacetat, pH 6,9 bei einer Flussrate von 1,0 ml/ min. Es wurden Fraktionen von
300 pl bzw. 500 pl gesammelt. Die spektralphotometrische Detektion von Proteinen
erfolgte bei 226 und 280 nm.

2.3.2.4 Umkehrphasen-HPLC

Die Trennung proteolytischer Fragmente von Laminin alVI/V nach Spaltung mit
Pepsin erfolgte durch Umkehrphasen-HPLC mit einer Vydac C4-Saule (Butyl 214TP54,
PartikelgrofRe 5 W/ Hesperia, USA). Als Flussigphase wurde 0,1 % (w/v) Trifluoressigsaure

(TFA) eingesetzt. Die mit Ameisensaure angesauerte Proteinlésung wurde bel einer
Flussrate von 1 ml/ min auf die Saule injiziert und mittels linearem Acetonitril-Gradienten
(O bis60 % in TFA) eluiert. Die spektral photometrische Detektion erfolgte bel 226 nm.

2.3.3 Prazipitation von Protein

Fir die Vorbereitung niederkonzentrierter Proteinlésungen auf die SDS-PAGE
(Abschnitt 2.3.4) erfolgte eine Prazipitation mit Trichloressigsdure (TCA). Die Protein-
[6sung wurde auf 1 % (v/v) Triton X-100 und 10 % (w/v) TCA eingestellt und 10 min auf
Eis gefdlt. Das Prézipitat wurde 10 min bei 14.000 UpM und 4°C sedimentiert. Nach
Waschen mit eiskaltem Aceton wurde es im Vakuum getrocknet und auf 1xSDS-
Probenpuffer (Abschnitt 2.3.4) eingestellt.
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2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Anayse von Proteinlosungen erfolgte durch denaturierende, diskontinuierliche

Elektrophorese (Laemmli, 1970). Es wurden Minigele (10 x 9 x 0,5 cm) mit Polyacryl-
amid-Gradient (7 bis 22 %) benutzt. Vor der Auftrennung wurden die Proben auf 1xSDS-
Probenpuffer eingestellt und 5 min bel 95°C hitzedenaturiert.

Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Brilliant Blau, CBB (Sigma, Deisenhofen)
angefarbt und das Gel anschlief3end mit 10 % (v/v) Ethanol/ 7 % (v/v) Eisessig entférbt.

Sammelgel 5,5 % (w/v) Acrylamid/ 130 mM Tris-HCI, pH 6,8/ 0,1 % (w/v)
SDS 2 mM EDTA/ 0,1 % (v/iv) TEMED/ 0,5 % (w/v) APS

Trenngel 7 bis 22 % (w/v) Acrylamid/ 390 mM Tris-HCI, pH 8,8/ 0,1 %
(w/v) SDS 2mM EDTA/ 0,05 % (v/iv) TEMED/ 0,5 % (w/v) APS

Acrylamid 30 % (w/v) Acrylamid/ 0,8 % (w/v) Bisacrylamid (Protogel/

National Diagnostics, USA)
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris/ 190 mM Glyzin/ 0,1% (w/v) SDS

5xSDS-Probenpuffer 65 mM Tris-HCI pH 6,8/ 10 % (v/v) Glyzerin/ 2,3 % (w/v) SDY
0,01 % (w/v) Bromphenolblau/ 5 % (v/v) b-Mercaptoethanol

CBB-Féarbelosung 0,1 % (w/v) CBB R 250/ 50 % (v/v) Ethanol / 10 % (v/v) Eisessig

2.3.5 Aminosaure- und Hexosamin-Analyse

Der Aminosdure- und Hexosamin-Gehalt von Proteinen wurde mittels Aminosaure-
Analysator nach 16-stindiger Hydrolyse mit 6 M HCl (Aminosdure) bzw. 3 M HCl
(Hexosamin) bei 110°C unter Stickstoff ermittelt.

2.3.6 Chemische Modifikationen
Die Acetylierung von Lysinen (Fraenkel-Conrat, 1957) und die Phenylglyoxylierung
von Argininen (Takahashi, 1968) folgte publizierten Protokollen.
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2.3.7 Proteolytische Degradation

Die proteolytischen Spaltungen der Laminin-Fragmente mit Proteasen erfolgten unter

den in Tab. 6 zusammengefassten Bedingungen.

Tab. 6: Reaktionsbedingungen proteolytischer Degradationen

Endoprotease Enzym : Substrat-Ratio Puffer Temperatur [°C]
Elastase 1:100 0,05 M Tris-HCl, pH 7,4 37°C
Chymotrypsin 1:100 0,05M Tris-HCI, pH 7,4 37°C
Trypsin 1:100 0,05M Tris-HCl, pH 7,4 37°C
Pepsin 1:100 0,1 M Glyzin, pH 1,9 25°C

Analytische Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer (Abschnitt
2.3.4) und thermischer Denaturierung (5 min, 95°C) gestoppt. Préparative Umsetzungen
mit Pepsin wurden mit 1 M Tris, pH 7,4 neutralisiert.

2.3.8 N-Deglykosylierung

N-Glykosidase F (Peptid-N *-(acetyl-b-glukosamyl)-Asparagin-Amidase) hydrolysiert
N-Glykan-K etten von Glykopeptiden und -proteinen.

2,5 ug lyophilisiertes Protein wurden in 0,05 M Tris-HCI, pH 7,4/ 1% (w/v) SDS
resuspendiert und 15 min bei 95°C denaturiert. Danach wurde der Ansatz auf 0,5 % NP40
zu einem Endvolumen von 9 pl eingestellt. NP40 diente hierbei dem Aufbrechen der SDS-
Mizelle. Nach Zugabe von 1 U N-Glykosidase F (Abschnitt 2.1.9) wurde U.N. bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS-Probenpuffer (Abschnitt 2.3.4) und
thermischer Denaturierung (5 min, 95°C) gestoppt.

2.3.9 Abspaltung N-terminaler Pyroglutamylreste
N-terminale Glutamine liegen oft in ihrer Pyroform vor und blockieren in dieser

zyklischen Form den Edman-Abbau. Zur Vorbereitung auf die Proteinsequenzierung
wurde Lna1VI1/V mit Pfu-Pyroglutamat-Aminopeptidase umgesetzt.

100 pmol lyophilisiertes Protein wurden in H;O resuspendiert und mittels 5xPuffer
(TaKaRa, Japan) auf die Reaktionsbedingungen eingestellt. Fir die Reaktion wurde 1 mU
Enzym (Abschnitt 2.1.9) zugegeben. Das Gesamtreaktionsvolumen betrug 20 pl. Nach
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2% h Inkubation bei 75°C wurde der Umsatz durch Zugabe von SDS-Probenpuffer
(Abschnitt 2.3.4) und thermischer Denaturierung (5 min, 95°C) gestoppt. Abschlief3end
erfolgten die elektrophoretische Trennung und der Transfer auf PVDF-Membran
(Abschnitt 2.3.10).

2.3.10 N-terminale Sequenzierung nach Edman-Abbau

Die Sequenzierung von Proteinen wurde zur Identifizierung und zur Bestimmung der
N-terminalen Enden bzw. der Spaltstellen von Proteinfragmenten eingesetzt. Die Sequenz-
anayse erfolgte mit einem Gasphasen-Sequenzierapparat nach Angaben des Herstellers
und wurde von Dr. K. Mann (Abteilung Proteinchemie, Max-Planck-Institut fir Biochemie,
Martinsried) durchgefuhrt. Gereinigte Préparate wurden direkt auf eine PVDF-Membran
(Immobilon-PSQ/ Millipore, USA) aufgetragen. Heterogene Proteingemische wurden elek-
trophoretisch getrennt und mittels Nassblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen (Ab-
schnitt 2.4.2). Nach Coomassie-Férbung (Abschnitt 2.3.4) wurden die zu sequenzierenden

Proteinbanden aus der Membran geschnitten.

2.3.11 *I-Markierung von Proteinen

Die radioaktive Markierung von Proteinen fur den Radioimmuntest erfolgte durch
lodierung von Tyrosinen nach der ChloraminT-Methode (Hunter & Greenwood, 1962).
Dazu wurden 25 pg/ 100 pl Protein mit 0,5 mCi *°I und 60 pg/ 100 pl ChloraminT ver-
setzt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei RT wurde die Reaktion mit 72 pg/ 120 pl NapS,05
gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde ad 2,5 ml mit 0,8 % Tween/ PBS verdinnt und gegen
0,8 % Tween/ PBS dialysiert.

2.3.12 Elektronenmikroskopie nach Kegel bedampfung

Die elektronenmikroskopische Analyse der Proteine nach Kegelbedampfung erfolgte
nach Engel & Furthmayr (1987).
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2.3.13 CD-Spektroskopie
Zur Bestimmung der Sekundérstrukturanteile von Proteinen wurden CD-Spektren

mit einem automatischen Spektropolarimeter aufgenommen. Fir die Messungen wurde
eine auf 20°C thermostatisierte Quarzklvette (Hellma, Mullheim) mit 1 mm optischer
Weglange verwendet. Die Proben wurden auf 100 pg/ ml eingestellt und bei 4°C gegen
0,02 M Natriumphosphat, pH 7,4 dialysiert. Die exakte Konzentration wurde im Anschluss
an die Messung durch Aminosdurehydrolyse (Abschnitt 2.3.5) bestimmt. Die Sekundéar-
strukturanteile wurden mittels Contin-Fit-Software (Provencher & Gléckner, 1981) abge-
schétzt.

2.3.14 Analytische Affinitatschromatographie
Die analytische Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose wurde fir die

Analyse der Bindung rekombinanter Proteine an Heparin eingesetzt. Die ermittelte Bin-
dungsaktivitét fir Heparin gibt die NaCl-K onzentration wieder, welche fir die Elution not-
wendig ist. Die Chromatograpie wurde mit einer 1 ml-HiTrap-Heparin-Saule (Pharmacia,
Schweden) an einer FPL C-Anlage durchgefihrt.

Eswurden ca. 100 pg Proteinin 1 ml Laufpuffer (0,05 M Tris-HCI, pH 7,4) mit einer
Flussrate von 0,5 ml/ min auf die aquilibrierte Saule injiziert. Das gebundene Protein
wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten (0 bis 0,6 M/ 35 ml) eluiert und in Fraktionen
von 500 pl gesammelt. Die spektral photometrische Detektion erfolgte bei 226 nm. Uber
die halbmaximale Peakhohe wurde die NaCl-Konzentration bestimmt, die fur die Elution
des Proteins notwendig ist. Abschlief3end wurde das Protein mittels SDS-PAGE (Abschnitt
2.3.4) identifiziert.

2.3.15 Ligandenbindungstest
Die Ligandenbindungstests wurden nach einem modifizierten ELISA-Protokoll
(Aumailley et al., 1989) in 96er-Mikrotiterplatten (Greiner, Frickenhausen) durchgefihrt.

Pro Vertiefung wurden jeweils 50 ul Flissigkeit vorgelegt. Die Inkubationsschritte erfolgten
in Blockierpuffer fir 1 h bei RT. Nach jeder Inkubation wurde dreimal mit TBST gewa-
schen.

Einer der Bindungspartner wurde zu 10 pg/ ml 50 mM Natriumcarbonat, pH 9,2 ver-
dunnt und 0.N. bei 4°C immobilisiert. Nach 2-stindiger Séttigung unspezifischer Bindun-
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gen mit Blockierpuffer wurde mit einer linearen Verdinnungsreihe des zweiten Bindungs-
partners inkubiert. Es folgten die Inkubationen mit primérem (Abschnitt 3.4.1) und sekun-
darem Antikorper (Abschnitt 2.1.12). Abschlieffend erfolgte die ELISA-Farbreaktion
(Abschnitt 2.4.3).

In Abhangigkeit der Liganden werden die Testbedingungen in Tab. 7 zusammen-
gefasst:

Tab. 7: Bedingungen der Ligandenbindungstests. Die Phase zeigt den ldslichen (L) bzw. den immobilen
(I Einsatz des Liganden im Test an.

Ligand Phase  Bedingungen Referenz

Sulfatid I 110 mM NaCl, 5 mM CaCl, Immobilisierung  (Andac et al., 1999)
bei RT nach Lésen in Methanol zu 0,2 mg/ ml

Perlecan Fragmente L 150 mM NaCl, 2 mM CaCl, (Friedrich et al., 1999)

Aus der Auftragung Absorption gegen logarithmierter Ligandenkonzentration resul-
tierte die Bindungskurve. Die Bindungsaktivitét ergab sich aus der molaren Konzentration,

die der halbmaximalen Bindung entsprach.

2.3.16 Inhibition der Lamininpolymerisation

Die Inhibition der Lamininpolymerisation durch die Laminin-Fragmente wurde am
Laminin-1/Nidogen-1-Komplex durchgefiihrt. Die Laminine wurden in 0,05 M Tris-HCI/
150 mM NaCl/ 1 mM CaCl, zu einem Endvolumen von 500 ul verdiinnt. Die Endkonzen-
tration von Laminin-1 betrug jeweils 0,32 uM. Die inhibierenden Fragmente wurden in un-
terschiedlichen molaren Verhatnissen eingesetzt. An die 4-sttindige Polymerisation bei 35°C
schloss sich die 15-minttige Sedimentierung der entstandenen Aggregate bei 10.000 UpM
und 20°C an. Die Uberstande wurden abgenommen und die Prézipitate bei 4°C in TBY
1 mM EDTA resuspendiert. Die Laminin-Konzentration der Fraktionen wurde mittels Ra-
dioimmuntest (Abschnitt 2.4.5) spezifisch fur die C-terminalen LG-Module von Laminin-1
(LnallL G4-5) bestimmt.
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2.3.17 Oberflachen-Plasmonresonanz

Die Detektion von Oberflachen-Plasmonresonanzen (OPR) dient der kinetischen
Echtzeitanalyse der Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (Kg) von Ligand-Ligand-Inter-
aktionen. Fir die OPR-Analyse wird einer der Reaktionspartner an der carboxymethylier-
ten Dextranschicht des Sensorchips mittels Succinimidesterkopplung immobilisiert
(Johnsson et al., 1991; Jonsson et al., 1991; Maurer et al., 1995). Der |6dliche Ligand wird
mit konstanter Flussrate Uber den immobilen Bindungspartner geleitet. Assoziation bzw.
Dissoziation von Ligandenkomplexen lassen sich durch die zeitaufgel éste Anderungsrate
der Ligandenkonzentration an der Oberflache des Sensorchips ermitteln, welche tber die
Anderung der optischen Dichte erfasst wird. Die Anderung der Ligandenkonzentration um
1 ng/ mm? entspricht eéinem ORP-Signal von 0,1° und wird als 1000 response units (RU)
definiert.

Die Messungen wurden mit einem BlAcore Biosensor System an einem CM5-Sen-
sorchip (Pharmacia Biosensor, Freiburg) von Dr. W. Goéhring (Abteilung Proteinchemie,
Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried) nach Angaben des Herstellers durchge-
fuhrt. Die Bindung der |6slichen Liganden erfolgte bei einer Flussrate von 20 pl/ min und
25°C. Der Nullwert wurde jeweils durch Bindung der |6slichen Liganden an den leeren
Sensorchip bestimmt und subtrahiert. Die kinetischen Parameter wurden mittels nicht-
linearer Anpassung der Assoziations- und Dissoziationskurven nach dem 1:1-Modell mit
der BlAevaluation Software Version 3.0 nach Angaben des Herstellers ermittelt
(Fagerstam et al., 1992).

2.3.18 Kristallisation von Protein

Die Kristallisation erfolgte bei 4°C mittels Dampfdiffusion. Der héngende Tropfen
wurde durch Mischen von 4 ml 12,5 mg/ ml Proteinlésung mit 1,8 M Ammoniumsulfat/
100 mM Tris-HCl, pH 7,9 hergestellt. Um die Bildung von Zwillingskristallen zu reduzie-
ren wurden verschiedene bivalente Kationen im nM-Bereich zugegeben. Die Aufnahme
der Datensitze erfolgte in monochromer CuKa-Strahlung (I = 1,541 A) einer rotierenden
Anode (GX-20/ Elliott Bros., England) mittels eines Rontgen-Plattendetektors. Hochauf-
gel6ste Datensammlung fand am Synchrotron (DESY, Hamburg) statt (I = 0,9418 A). Die
kristallographische Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. J. Stetefeld (Abtei-
lung fUr Biophysikalische Chemie des Biozentrums der Universitét Basel, Schweiz).
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2.4 Immunologische M ethoden

2.4.1 Herstellung und Reiniqung polyklonaler Antiseren

Polyklonale Antikorper aus Kaninchen wurden nach etablierten Protokollen (Timpl,
1982) hergestellt. FUr Immunfluoreszenz-Messungen wurden die Antikorper affinitatsge-

reinigt.

2.4.2 |mmunmarkierung nach Western-Transfer

Die Immunféarbung mittels spezifischer Antiseren nach SDS-PAGE und Transfer auf
Nitrocellulose (Western-Blot) wurde fur die Identifizierung von Proteinen eingesetzt.

Im Anschluss an die Elektrophorese (Abschnitt 2.3.4) erfolgte ein Nassblot auf eine
Nitrocellulosemembran (BA 85/ Schleicher & Schuell, Dassel) in 0,04 M di-Natriumtetra-
borat ii.N. bei 4°C. Die angelegte Stromstérke betrug 1 mA/ cm2. Zur Uberprifung der
Transfereffizienz und zur Kennzeichnung der Markerproteine wurde eine reversible
Schnellfarbung mit Ponceaurot S (Sigma, Delsenhofen) vorgenommen.

Die Immunmarkierung erfolgte nach Sattigung unspezifischer Bindungen mit
1 % (w/v) BSA/ TNT durch Zugabe des spezifischen Kaninchenserums. Nach anschlief3en-
der Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper (Abschnitt 2.1.12) wurde die Membran in
TN &quilibriert und mit 4CN-Reagenz entwickelt. Die Farbreaktion wurde durch Transfer
der Membranin 0,1 N NaOH gestoppt.

Alle Inkubationsschritte erfolgten fir 1 h bei RT. Nach jedem Inkubationensschritt

wurde dreimal mit TNT gewaschen.

ACN-Reagenz TN/ 2,8 mM 4-Chloro-1-naphtol/ 17 % (v/v) Methanol/ 0,05 %
(v/v) Perhydrol
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2.4.3 ELISA-Farbreaktion
Die angewandte Farbreaktion basiert auf der Entstehung eines braunen Niederschla-

ges nach Oxidation von 5-Aminosalicylat (5AS) durch Antikérper-gekoppelte Peroxidase
in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H20,).

Nach Inkubation mit Sekundar-Antikorper und Waschen mit TBS wurde die Farb-
reaktion durch Vorlegen von 100 pl 5AS-Reagenz pro Vertiefung gestartet. Mit Erreichen
einer ausreichenden Farbung (5 bis 10 min) wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl
1 N NaOH gestoppt. Die Messung der Absorptionsraten wurde in einem ELISA-Lesegerét

bei 490 nm vorgenommen.

5AS-Reagenz 0,1 % (w/v) 5-Aminosalicylat/ 20 mM Natriumphosphat, pH 6,8/
0,05 % (v/v) Perhydrol

2.4.4 ELISA-Titration zur Bestimmung von Antikorpertitern

Die Quantifizierung der Antigen-Antikorper-Affinitdt wurde in 96er-Mikrotiter-
platten (Greiner, Frickenhausen) vorgenommen. Pro Vertiefung wurden jeweils 100 pl
Flissigkeit vorgelegt. Die Inkubationen erfolgten in Blockierpuffer fir 1 h bei RT. Nach
jedem Inkubationsschritt wurde dreimal mit TBST gewaschen.

Das Antigen wurde zu 10 pug/ ml 50 mM Natriumcarbonat, pH 9,2 verdinnt und .N.
bei 4°C immobilisiert. Nach 2-stiindiger Séttigung unspezifischer Bindungen mit Blockier-
puffer (1 % (w/v) BSA/ TBS) wurde mit einer linearen Verdinnungsreihe des polyklonalen
Antikorpers (Abschnitt 2.1.12) inkubiert. Es folgte die Inkubation mit sekundarem Anti-
koérper (Abschnitt 2.1.12) und die Farbreaktion (Abschnitt 2.4.3).

Aus der Auftragung Absorption gegen logarithmierter Verdiinnung resultierte die Ti-
trationskurve. Der Titer ergab sich aus der Antikdrper-Verdiinnung, welche der halbmaxi-

malen Bindung entsprach.

2.4.5 Radioimmuntest
Der Radioimmuntest zur Bestimmung von Laminin-Konzentrationen (Abschnitt
2.3.16) folgte Standardprotokollen (Timpl, 1982). Dabei wurden 1 ng **lod-markiertes

Laminin allLG4-5 mit einer konstanten Antikorperverdiinnung in 0,4 ml eingesetzt und die

Inhibition durch Laminin-1 Uber einen Konzentrationsbereich von 18 bis 5400 ng/ ml
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ermittelt. Die Konzentration von Laminin-1 in den gel6sten Prézipitaten und Ubersténden
der Lamininpolymerisation wurden dann bel verschiedenen Verdinnungen anhand von

Kalibrierungskurven bestimmt.

2.4.6 | mmunfluoreszenz-Mikroskopie

Die histologischen Praparate muriner Gewebe entstammten der Abteilung Protein-
chemie des Max-Planck-Institutes fir Biochemie, Martinsried. Die 5 pm-Gefrierschnitte
wurden mit einem Kryomikrotom angefertigt und auf Objekttréger (Superfrost/ Menzel-
Gléser, Braunschweig) Ubertragen. Die Fixierung und Préparation der Gewebe sowie die
Immunférbung der luftgetrockneten Gefrierschnitte folgte publizierten Protokollen (Sasaki
et al., 1996; Sasaki et al., 1998). Die geféarbten Gewebeschnitte wurden am Fluoreszenz-

mikroskop analysiert und mittels digitalem Kamerasystem dokumentiert.
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2.5 Zdlkultur-Methoden

2.5.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die adhasiven 293-EBNA-Zellen (Abschnitt 2.1.8) wurden in 10 cm-Kulturschalen
(Falcon/ Becton Dickinson, Heidelberg) oder 750 ml-Zellkulturflaschen (Falcon/ Becton
Dickinson, Heidelberg bzw. Triple-Flask/ NUNC, Wiesbaden) in DMEM-Medium bei
37°C und 5 % CO, kultiviert. Transfizierte Zellen wurden unter Selektionsdruck mit

0,5 mg/ | Puromyzin gehalten.
Die Passage konfluent bewachsener Schalen erfolgte nach Abldsen des Zellrasens mit
PET. Die Zellen wurden darauf in DMEM-Medium resuspendiert und verdiinnt ausgesaet.

2.5.2 Transfektion von Zellen

Die Transfektion der 293-EBNA-Zellen wurde nach Chen & Okayama (1987) durch-
gefuihrt. Der Methode liegt die phagozytotische Aufnahme von DNA-Prézipitaten zugrunde.
Die Bildung der Calciumphosphat-DNA-Komplexe wird durch CaCl, induziert. Nach Se-

lektion mit Puromyzin wurden die Zellen FKS-frel kultiviert. Die Expression der rekombi-
nanten Proteine wurde mittels SDS-PAGE bzw. Immunmarkierung nach Western-Transfer
getestet.

2.5.3 Herstellung konditionierten Mediums

Konfluent bewachsene Zellkulturflaschen (Abschnitt 2.5.1) wurden zweimal mit
PBS gewaschen und die Zellen mit FKS-freiem DMEM-Medium (0,5 mg/ | Puromyzin)
Uberschichtet. Alle 48 bis 72 h wurde das Medium abgenommen und mit Proteaseinhibito-
ren (1 mM NEM, 1 mM PMSF) versetzt. Nach der Sedimentation von Zelltrimmern
(20 min bei 1000 UpM und 4°C) wurde es bis zur Aufarbeitung bei —20°C gelagert.

2.5.4 Lagerung von Zellen

Die Zellen einer nahezu konfluent bewachsenen 10 cm-Zellkultursschale wurden mit
PET abgelost, in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert und in Nalgene-Einfrierrohrchen
(NUNC, Wiesbaden) uberfiihrt. Nach langsamem Einfrieren bel —80°C wurden die Zellen
in flussigem Stickstoff gelagert.
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3 Ergebnisse

Laminine sind zur Bildung von Netzwerken und Filamenten befaghigt. Diese struktur-
gebende Funktion macht sie zu einem ubiquitéren Bestandteil der ECM. Die Ausbildung
extrazelluldrer Strukturen wird durch ein komplexes Konzert regulatorischer Mechanismen
innerhalb verschiedener Entwicklungsprozesse wie Embryogenese, Wachstum und Rege-
neration gesteuert.

Dem LN-Modul wird die Vermittlung der Lamininpolymerisation zugesprochen. Die
Kenntnis der mit ihm interagierenden Liganden soll zur Ergrindung des Polymerisa-
tionsprozesses und dessen Regulation beitragen. Rekombinante M ethoden erméglichen die
Darstellung ausreichender Mengen stabiler Proteinfragmente, die eine Eingrenzung auf die
untersuchte Region zulassen und die Voraussetzung fur Mutationsstudien schaffen.
Dadurch werden Polymerisationsstudien mit beliebigen Laminin-Ketten moglich.

Die ein LN-Modul enthaltenden Laminin-Ketten al, a2, a3B und a5 wurden im
Rahmen dieser Arbeit erstmals auf ihre Polymerisationskompetenz und die Interaktion mit
potentiellen Modulatoren des Prozesses untersucht. Die murinen Isoformen wurden hin-
sichtlich ihrer vervollstandigten Sequenzen und molekularen Eigenschaften wie Struktur,
Glykosylierung und Proteasestabilitét verglichen. Neben der Erforschung ihres Bindungs-
und Polymerisationsverhaltens, ermoglichte eine eingehende Mutationsstudie die Lokali-
sierung der Bindungsepitope des LN-Moduls von Laminin al. Durch eine immunologische
Analyse muriner Gefrierschnitte wurde ferner die Gewebeverteilung der Ketten a3B und

a5 untersucht.

3.1 Rekombinante Analyse der N-terminalen Regionen muriner Laminin a-Ketten

3.1.1 Sequenzen: Herkunft und Komplettierung

Die Sequenzen der N-terminalen Regionen und der Signalpetide der Laminin a3B-
(GenBank U88353) und a5-Ketten (GenBank U37501) lagen zu Beginn dieser Arbeit nur
unvollstandig vor. Die Vervollstandigung der Sequenzdaten wurde mittels RT-PCR vorge-
nommen. Als Vorlage diente mRNA aus murinen embryonalen Endothelzellen (a3B)
(Hatzopoulos et al., 1998) sowie murinen epidermalen Pam-212-Zellen (a5) (Utani et al.,
1997). Die kompletten Sequenzen der al-Ketten (GenBank J04064) und a2-Ketten
(GenBank U12147) waren bekannt.
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Als cDNA-Vorlage fur die Klonierung von Lnal-Fragmenten diente ein 1,8 kb
Xbal/Sul-Fragment, welches fir die gesamte N-terminale Region codiert (Sasaki et al.,
1988). Als Vorlage fur das Fragment VI/V von Lna2 diente mRNA aus adultem Herz. Fur
die cDNA der Laminine a2, a3B und a5 wurde am 5'-Ende der offene Leserahmen sowie
die ATG-Sequenz fir das Start-Methionin der Trandlation bestétigt.

Durch die Vervollstandigung der Sequenzinformation wurde die Grundlage fir die
Fragmente VI/V von Laminin al (alVI/V), a2 (a2VI/V), a3B (a3BVI/V) und a5 (a5VI/V)
geschaffen. Wahrend die Fragmente VI/V der Ketten al und a2 die vier LE-Module der
gesamten Doméne V enthalten, wurden die der Ketten a3B und a5 mit drei LE-Modulen
kloniert, welche fur die Stabilisierung eines LN-Moduls notwendig sind (Abschnitt 3.1.2.1).
Die Laminin a-Ketten und die hergestellten N-terminalen Fragmente VI/V sind schema-
tisch in Abb. 8 abgebildet. Deren Klonierung und Darstellung wird in folgendem Abschnitt
3.1.2 beschrieben.

VI V IVb IlIb IVallla /1 G

ol @IIEMIIEIN—=—cc~_"— Je)IHE
alVI/V @1

02 @IIEMIIEMMN—~"cc~—~ o))
02VI/V @[]I]

- c’\_/‘iet NS
03BVI/V @I]]]

as GIIIIMIEMTE == ~_—~ )
@

asSVI/V

Abb. 8: Laminin a-Ketten und deren N-terminalen Fragmente VI/V. Die N-terminalen Domanen VI
werden durch das LN-Modul (LN) gebildet. Es folgen die LE-Module (J) der Doménen V. Die Fragmente
VI/V der Ketten al (alVI/V) und a2 (a2VI1/V) wurden mit vier LE-Modulen kloniert, die der Ketten a3B
(a3BVI/V) und a5 (a5VI/V) mit jeweils drei (Abschnitt 3.1.2.2). Modifiziert nach Colognato & Y urchenco
(2000).

Durch Klonierung der Fragmente mit ihren authentischen Signalpeptiden und
Sequenzierung der prozessierten Proteine konnten die N-terminalen Enden der Proteine
bestimmt bzw. im Falle von Lnal bestétigt werden. Das prozessierte Lna2 ist um 11 Ami-
nosauren langer, als bisher postuliert (Bernier et al., 1995). Die Sequenzen der Laminine
a3B und a5 sowie derer Signalpeptide konnten um 49 bzw. 83 Aminosduren vervollstén-
digt werden (GenBank AJ293592/ AJ293593). Der Vergleich in Abb. 9 stellt die komplettier-

ten Sequenzen der erzeugten Fragmente gegentiber.
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v
al 1 MRGS GTGAALLVLL ASVLW/TVRS 24
a2 1 MPAATAG L LLLLLGTLEG 19
a3B 1 M AVALGRAPRS LPLLLTLLLL LLLRMBPSWS 31
a5 1 MAKRGGQLCA GSAPGALGPR SPAPRPLLLL LAGLALVGEA 40
al 25 . . QQRGLFPAI  LNLATNAHI S ANATCGEKGP . ........ E MFCKLV.... .EHVPGRPVR 69
a2 20 SQTQRRQSQA HQQRGLFPAV LNLASNALI T TNATCGEKGP ......... E MYCKLV.... .EHVPGQPVR 75
a3B 32 ...VWGQDHP MSSRSLHPPY FNLAQAARI W ATATCGERDP .. EVSRPRPE LFCKLVGGPA AQGS. GHTIQ 95
a5 41 ... .. RTPG GDGFSLHPPY FNLAEGARI T ASATCGEEAP TRSVSRPTED LYCKLVGGPV AGGDPNQTI Q 104
al 70 HAGCRVCDGN STNPRERHPI SHAI DGTNNW WQSPSI QNGR EYHW/TVTLD LRQVFQVAY! | | KAANAPRP 139
a2 76 NPCCRI CNQN SSNPYQRHPI  TNAI DGKNTW WQSPSI KNGV EYHYVTI TLD LQQVFQ AYV | VKAANSPRP 145
a3B 96 GQFCDYC. . N SEDSRKAHPA SHAI DGSERW WQSPPLSSGT QYNQVNLTLD LGQLFHVAY! LI KFANSPRP 163
a5 105 GQYCDI C.. T AANSNKAHPV SNAI DGTERW WQSPPLSRGL EYNEVNVTLD LGQVFHVAYV LI KFANSPRP 172
al 140 GNW LERSVD . GVKFKPWQY YAVSDTECLT RYKI TPRRGP PTYRADNEVI CTSYYSKLVP LEHGEI HTSL 208
a2 146 GNW LERSLD . DVEYKPWQY HAVTDTECLT LYNI YPRTGP PSYAKDDEVI CTSFYSKI HP LENGE! HI SL 214
a3B 164 DLW LERSVD FGSTYSPWQY FAHSRRDCVE QFG. .. QEAN MAI TQDDQWL CVTEYSRI VP LENGEI WSL 230
a5 173 DLW/LERSTD FGHTYQPWQF FASSKRDCLE RFG ..PRTL ERI TQDDDVI CTTEYSRI VP LENGEI WSL 239
al 209 | NGRPSADD. . PSPQLLEFT SARYI RLRLQ RI RTLNADLM TLSHRDLRDL DPI VTRRYYY S| KDl SVGGM 276
a2 215 | NGRPSADD. . PSPELLEFT SARYI RLRFQ RI RTLNADLM MFAHKDPREI DPI VTRRYYY SVKDI SVGGM 282
a3B 231 | NGRPGAKKF AFSDTLREFT KATNI RLRFL RTNTLLGHLI SKAER .... DPTVTRRYYY S| KDI SVGGR 295
a5 240 VNGRPGALNF SYSPLLRDFT KATNI RLRFL RTNTLLGHLM GKALR. .. .. DPTVTRRYYY S| KDl SI GGR 304
al 277 € CYGHASSC PWDEEAK. . Q LQCGCEHNTC GESCDRCCPG YHQQPWRPGT | SSGNECEEC NCHNKAKDCY 344
a2 283 Cl CYGHARAC PLDPATN. . K SRCECEHNTC GESCDRCCPG FHQKPWRAGT FLTKSECEAC NCHGKAEECY 350
al3B 296 CVCNGHAEAC SADNPEKQFR .. CECQHHTC GDTCNRCCAG YNQRRWOQPAG QEQHNECEAC NCHGHAVDCY 363
a5 305 CVCHGHADVC DAKDPLDPFR LGCACQHNTC GGSCDRCCPG FNQQPVKPAT TDSANECQSC NCHGHAYDCY 374
*
al 345 YDSSVAKERR SLNTAGQYSG GGVCVNCSQN TTG NCETCI DQYYRPHKVS PYDDHPCRPC NCDPVGSLSS 414
a2 351 YDETVASRNL SLNI HGKYI G GGVCI NCTHN TAG NCETCV DGFFRPKGVS PNYPRPCQPC HCDPTGSLSE 420
a3B 364 YDPDVEHQQA SLNSKGVYAG GGVCI NCQHN TAGVNCEKCA KGYFRPHGVP VDALHGCI PC SCDP. ERADD 427
a5 375 YDPEVDRRNA SQNQDNVYQG GGVCLDCQHH TTG NCERCL PGFFRAPDQP LDSPHVCRPC DCES. DFTDG 436
al 415 VCl KDDRHAD LANGKWPGGC PCRKGYAGDK CDRCQFGYRG FPNCI P.. CD CRTVGSLNED PCl EPCLCKK 482
a2 421 VCVKDEKYAQ .. RGLKPGSC HCKTGFGGVN CDRCVRGYHG YPDCQP. . CN CSGLGSTNED PCVGPCSCKE 486
a3B 428 .C........ ... DQGSGHC HCKPNFSGDY CETCADGYYN FPFCLRIP.. .......oit ... 468
a5 437 TC........ ...EDLTGRC YCRPNFTGEL CAACAEGYTD FPHCYPLP.. .........t vvvvnnn.. 480
al 483 NVEGKNCDRC KPGFYNLKER NPEGCSE 509
a2 487 NVEGEDCSRC KSGFFNLQED NQKCGCE. 512
a3B  4B8 ... i 468
a5 T 480

Abb. 9: Sequenzvergleich der rekombinanten Laminin-Fragmente alVI/V, a2VvI/V, a3BVI/V und
abVI/V. Das Ende der Signalpeptide ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Doméanen VI wurden um drei
bzw. vier LE-Module verlangert. Der Beginn eines LE-Moduls ist durch einen Stern markiert. Cysteine sind
grau unterlegt. Asparagine potentieller N-Glykosylierungsstellen (NXT/S-Sequenzen) sind fett dargestellt.

Die Grofe der LN-Module variiert von 253 bis 264 -, die ihrer Signalpeptide von

19 bis 40 Aminosauren. Die Signalpeptide besitzen den charakteristischen hydrophoben

Kern sowie kleine ungeladene Reste auf den Positionen —3 und —1 (Martoglio & Dobber-

stein, 1998). Der Vergleich der LN-Module zeigt ein hochkonserviertes Vertellungsmuster

der jewells sechs Cysteine, welches durch einige Sequenzllcken unterbrochen wird. Die

Verteilung beider potentieller N-Glykosylierungsstellen von alVI/V und a2VI/V ist iden-
tisch. a3BVI/V beinhaltet eine NXT/S-Sequenz, parallel zu einer der drei von a5VI/V.
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Tab. 8 verifiziert die Ahnlichkeiten der Kettenpaare: Aus den Sequenzen der
LN-Module wurden deren |dentitéten mittels Seglab-Software (Genetics Computer Group/
USA) errechnet. Das Programm verwendet Algorithmen nach Needleman & Wunsch (1970).

Tab. 8: Sequenz-ldentitaten der L N-M odule von
Laminin al, a2, a3B und a5

Kette | dentitét [%0]
alvs. a2 77,4
a3Bvs. a5 72,4
al/2 vs. a3B/5 52,5

Die Identitét der LN-Module aller Ketten betrégt 60 %. Die Verwandtschaft zwi-
schen den Kettenpaaren al und a2 (al/2) sowie zwischen a3B und a5 (a3B/5) korreliert
mit ihren evolutiondren Beziehungen (Abschnitt 1.1.3.3).

Tab. 9 fasst die Anzahl der LN-Modul aufbauenden Aminosauren der murinen

Laminin a-Ketten und die Herkunft der Sequenzdaten zusammen.

Tab. 9: Murine Laminin a-lsoformen: GrdfRe der LN-Module und ihrer Signalpeptide

Kette Total Signalpeptid LN-Modul Referenzen
[AA] [AA] [AA]

al 276 24 252 GenBank J04064 (Sasaki et al., 1988)

a2 282 19 263 GenBank U12147 (Xu et al., 1994;
Bernier et al., 1995)

a3B 295 31 264 GenBank U88353 (Miner et al., 1997)
GenBank AJ293592 (Garbe et al., 2001)

a5 304 40 264 GenBank U37501 (Miner et al., 1995)

GenBank AJ293593 (Garbe et al., 2001)

3.1.2 Laminin-Fragmente VI/V: Rekombinante Produktion und Darstellung

3.1.2.1 Expressionsstudie zur Bestimmung der Mindestanzahl stabilisierender LE-Module
Das LN-Modul der Laminine stellt keine autonome Faltungseinheit dar. Ettner et al.

(1998) etablierten die rekombinante Produktion der Doméanen VI/V mit vier LE-Modulen;

die Expression des LN-Moduls alein gelang nicht. Mayer et al. (1993) brachten einzelne

LE-Module von Lngl (1113 & 4) zur stabilen Expression, was auf eine kompakte Struktur
hindeutet, die stabilisierend auf die Faltung des LN-Moduls wirken kann.
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Anhand einer Expressionsstudie sollte die Anzahl an LE-Modulen bestimmt werden,
die fur die Stabiliserung des LN-Moduls notwendig ist. Damit wurde die Grundlage fur
die Herstellung der Expressionsvektoren der Fragmente VI/V geschaffen. Durch Standard-
PCR wurden N-terminale Expressionskonstrukte von Lnal hergestellt, welche neben dem
LN-Modul null bis vier LE-Module enthielten. Abb. 10 stellt die klonierten Fragmente vor.

Lamininal l VI e \ M Abb. 10: Fragmente von Laminin al fir Expressionsstu-
LN LE1-4 dien in 293-EBNA-Zdlen. Das LN-Modul (Doméane VI)

wurde um jeweils 1 LE-Modul erweitert. Der Index —1 bis -3
gibt die Anzahl der LE-Module an. Die gesamte Doméne V
umfasst 4 LE-Module. Numerierung nach Sasaki et al. (1988).

et

25 GGM-276,

VI A

VI-1 I 25 CEE-333

VI-2 I 25 CRP—403:

VI-3 :25 Cl P—459:
VIN 1 25QOR . CSE509,

Das fur die N-terminale Region codierende 1,8 kb Xbal/Sul-Fragment (Abschnitt
3.1.1) diente als cDNA-Vorlage fur die Klonierung aler hergestellten Fragmente von
Lnal. Fur die Amplifikation mit Vent-Polymerase durch Standard-PCR wurden die
Oligonukleotide O1 bis O6 eingesetzt (Tab. 10). Dadurch wurden Schnittstellen fir Nhel
am 5'-Ende (O1) und Notl sowie ein Stopp-Kodon am 3'-Ende (02 bis O6) eingefihrt. Die
Klonierung Uber Nhel in den episomalen Expressionsvektor pCEP-Pu (Abschnitt 2.1.10)
gestattet die Insertion der Proteine strangaufwarts des Signal peptids von humanem Basal-
membranprotein BM-40 (Kohfeldt et al., 1997). Fur die Erhaltung des L eserahmens wurde
angrenzend an die Restriktionsschnittstelle ein T eingefihrt. Diese Klonierungsstrategie
fuhrte zur N-terminalen Verlangerung jedes sekretierten Proteins um die vier Aminosauren
APLA. Das BM-40-Signalpeptid wurde eingesetzt, da hiermit eine effiziente Expression
und Sekretion von ECM-Proteinen erzielt werden konnte (Mayer et al., 1993; Kohfeldt et
al., 1998; Hopf et al., 1999). Die entstandenen Fragmente wurden Uber Agarosegel gerei-
nigt. Es folgte ein Restriktionsverdau mit Nhel/Notl. Nach erneuter Reinigung durch Aga-
rose-Elektrophorese erfolgte Ligation mit T4-DNA-Ligase in den linearisierten Vektor.
Die korrekte Sequenz der PCR-Produkte und deren Insertion im richtigen Leserahmen

wurde durch Sequenzierung bestétigt.
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Tab. 10: Oligonuklectide fir die Klonierung der Laminin-Fragmente a1Vl (A), alVI-1 (B), alVI-2 (C),
alVI-3 (D) und alVI/V-BM (E).

Bez. Fragment Richtung 5'-3-Sequenz

0o1 strangabwarts GCCCCGCTAGCACAGCAGAGAGGCTTGTTCC

02 A strangaufwaérts TCAGTTAGCGGCCGCTCACATGCCTCCAACGGAAATG
03 B strangaufwérts TCAGTTAGCGGCCGCTCATTCCTCACACTCGTTGCCG
o4 C strangaufwérts TCAGTTAGCGGCCGCTCAGGGACGGCAAGGGTGGTC
05 D strangaufwaérts TCAGTTAGCGGCCGCTCAGGGGATGCAATTTGGGAAAC
06 E strangaufwarts TCAGTTAGCGGCCGCTCACTCGGAGCAGCCCTCGG

alVI/V-BM enthdlt die durch Expression via BM-40-Signal peptid erzeugten Amino-
sauren APLA, wodurch es sich vom Fragment a1VI/V unterscheidet, welches mit dem au-
thentischen Signalpeptid kloniert wurde (Abschnitt 3.1.2). Die Expression der Fragmente
alVIl/V-BM und alVI-3 erfolgte in vergleichbar guter Ausbeute. alVI-2 wurde in sehr
geringen Mengen exprimiert und konnte nur durch Immunmarkierung detektiert werden
(Abb. 11A). a1VI-1 und a1lVI wurden tberhaupt nicht exprimiert. Die mRNA-Transkrip-
tion der nicht exprimierten Fragmente wurde durch Northern-Analyse bestétigt (Abb. 11B).
Die Ergebnisse der Expressionsstudie sind in Abb. 11C zusammengefasst.

kDa 1 2 3 4 5 kB 1 2 3 4 5
116- 4,7-
94-

1,8-
- " @D
45-

31- A B

C Abb. 11A-C: Immunmarkierung und Northern-Analyse der
Expressionsstudie. Der Western-Blot (A) zeigt die Fragmente
alVI/V-BM (1), alVI-3 (2), alVI-2 (3), alVI-1 (4), und alVI (5).

Fragment Protein mRNA

Jeweils 40 pl Kulturmedium wurden in einer SDS-PAGE nicht-
al1vi - + reduzierend aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit
Anti-al (Abschnitt 3.4.1) immunmarkiert. Als Negativkontrolle

alvi-l - + im Northern-Blot (B) diente RNA aus nicht-transfizierten Zellen
alvl-2 +/— n.b. (2). Nachgewiesen wurde mRNA von alVI/V-BM (2), alVI (3),

alVI-1(4) und alVI-2 (5). Die Hybridisierung erfolgte mit alVI-
alvi-3 + n.b. bzw. mit GAPDH-spezifischer cDNA-Sonde als Kontrolle der auf-
alviNv + + getragenen RNA-Mengen. Zusammenfassend werden die Ergeb-

nisse der Studie tabellarisch dargestellt (C). Nicht bestimmt (n.b.).
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Nach den Ergebnissen der Expressionsstudie sind fur die stabile Faltung eines
LN-Moduls der Laminine mindestens drei flankierende LE-Module der Doméane V not-

wendig.

3.1.2.2 Herstellung der Expressionskonstrukte

Fir die Amplifikation von alVI/V mit Vent-Polymerase durch Standard-PCR
wurden die Oligonukleotide O7 und O8 eingesetzt (Tab. 11). Dadurch wurden Schnittstel-
len fUr Hindlll am 5'-Ende (O7) und Notl sowie ein Stopp-Kodon am 3'-Ende (O8) einge-

fuhrt. Das entstandene Fragment wurde Uber Agarosegel gereinigt. Es folgte ein Restrikti-
onsverdau mit Hindlll/Notl. Nach erneuter Reinigung durch Agarose-Elektrophorese
erfolgte Ligation mit T4-DNA-Ligase in den episomalen Expressionsvektor pCEP-Pu.

Tab. 11: Oligonukleotide fur die Klonierung der Fragmente V1/V in pCEP-Pu

Bezeichnung Richtung 5'-3'-Sequenz

o7 strangabwaérts GGGAAGCTTATGCGCGGCAGCGGCAC

08 strangaufwérts TCAGTTAGCGGCCGCTCACTCGGAGCAGCCCTCGG
09 strangabwaérts GTCATCTAGAGCCAGGATGCCTGCGGCCACC

010 strangaufwarts GTCACTCGAGCTACTCCTCACAGCCTTTCTG

011 strangabwarts GTCAGCTAGCGCCGCGGGATGGCG

012 strangaufwarts GTCACTCGAGCTATGGAATTCTCAAGCAAAATGG
013 strangabwarts GTCAGCTAGCCCAGCAGGAAAATGGCGAAGC

014 strangaufwaérts GTCACTCGAGCTAAGGCAGAGGGTAGCAGTG

Die Klonierung der Fragmente VI/V der Laminin-Ketten a2, a3B und a5 wurde
durchgefuihrt von Dr. T. Sasaki, Abteilung Proteinchemie des Max-Planck-Institutes fur
Biochemie, Martinsried. Die durch RT-PCR erzeugte cDNA der N-terminalen Regionen
von a2, a3B und a5 (Abschnitt 3.1.1) codiert fUr deren Signalpeptide und die Fragmente
VI/V. Die entstandenen Fragmente wurden Uber Nhel/Xhol wie beschrieben in pCEP-Pu
kloniert. Hierfir wurden folgende Oligonukleotid-Paare eingesetzt: O9/10 fur a2VI/V,
011/12 fur a3BVI/V und O13/14 fur a5VI/V. Die korrekte Sequenz aler PCR-Produkte

und deren Insertion im richtigen L eserahmen wurde durch Sequenzierung bestatigt.
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Eine Karte des resultierenden Expressionsvektorsist in Abb. 12 dargestellt.

Laminin-Fragment V1/V

BamHlI
il
Bcll
Pvull
Narl
Afll
Kpnl

Abb. 12: Kodierender Expressionsvektor pCEP-Pu
fur die Laminin-Fragmente VI/V. Der Vektor bein-
haltet den Promotor des Cytomegalie-Virus (Pcwy),
das Polyadenylierungssignal des Simian-Virus-40
(SV40 pA), ein Puromyzinresistenzgen (Pac), den
Promotor des Simian-Virus-40 (Psy 40), den Replika-
tionsursprung aus E. coli (Col E1), ein Ampizillinre-
sistenzgen (Amp) und das Replikationssystem des Ep-
stein-Barr-Virus aus Eukaryonten (OriP/ EBNA1).

3.1.2.3 Transfektion und Expression
Die Transfektion in 293-EBNA-Zellen erfolgte nach Chen & Okayama (1987). Nach
Selektion mit Puromyzin wurden die Zellen in serumfreiem Medium kultiviert. Die

Abnahme des Kulturmediums fand unter Zusatz von Protease-Inhibitoren stett; dessen
Lagerung erfolgte bei —20°C. Die Expressionsraten wurden mittels Radioimmuntest aus
dem Kulturlberstand bestimmt. Alle Fragmente konnten in vergleichbaren Ausbeuten
effizient exprimiert werden (5 bis 20 pg/ ml/ Tag).
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3.1.2.4 Reinigung
Die Darstellung von alVI/V und a2VI/V erfolgte ausgehend von 1 | bzw. 0,6 |

serumfrei  konditioniertem Kulturmedium. Beide Proteine zeigten in Vorversuchen
(analytische Affinitétschromatographie von dialysiertem Medium) Bindung an Heparin:
eine lonenstérke von 0,27 M NaCl war fur die Elution von alVI/V notwendig und eine
lonenstérke von 0,24 M NaCl fur a2VI/V. Daher wurde as erster Reinigungsschritt eine
Heparin-Affinitdtschromatographie eingesetzt. alVI/V wurde gegen 0,05 M Tris-HCI,
pH 7,4/ 0,1 M NaCl dialysiert, fur a2VI/V wurde 0,05 M Tris-HCl, pH 7,4 gewé&hlt. Es
wurde an Heparin-Sepharose im selben Puffer chromatographiert. Zur Vorbereitung auf
die Gelfiltration mit einer Superose 12 HR 16/50-Saule wurde die Proteinlésung mittels
Ultrafiltration eingeengt.

Die Elutionsprofile beider Aufreinigungen entsprachen einander und werden exem-

plarisch fur die Reinigung von alVI/V in Abb. 13 gezeigt.

1,2

A Abb. 13A-B: Aufreinigung
von alVI/V. Die Affinitdts-
7 chromatographie an Heparin-
—  Sepharose (A) wird durch die
£ Absorption bei 280 nm (—)
O  und die NaCl-Konzentration
=~  (---) beschrieben. Die verei-
S  nigten Fraktionen (----) wur-
§ den mittels Ultrafiltration 70:1
=  konzentriert und in die Gel-
2  filtration (B) eingesetzt. De-
T S ren Profil zeigt die Absorp-
c —  tion bel 280 nm (—) sowie
2 E die zum Endprodukt verei-
N 0,0 . . . , . 0,0 nigten Fraktionen (----).
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Die Fragmente VI/V von Laminin a3 und a5 zeigten nur schwache bzw. keine Bin-
dung an Heparin (Abschnitt 3.3.1). Als erster Reinigungsschritt wurde fir diese Proteine
eine Anionenaustausch-Chromatographie gewahlt.

Die Isolierung erfolgte ausgehend von 0,6 | (a3BVI/V) bzw. 0,4 | (a5VI/V) serum-
frel konditioniertem Kulturmedium. Die Medien wurden gegen 0,02 M Tris-HCI, pH 8,6
diaysiert und im selben Puffer an DEAE-Sepharose chromatographiert, wobei a3BVI1/V
bei einer lonenstarke von 0,12 bis 0,2 M NaCl und a5VI/V von 0,2 bis 0,3 M NaCl elu-
ierte. Nach Ultrafiltration folgte die Gelfiltration mit einer Superose 12 HR 16/50-Saule.

Abb. 14 zeigt die Aufreinigung von a3BVI/V.

0,8
Abb. 14A-B: Aufreinigung A

von a3BVI/V. Das Profil der
Anionenaustauschchromato-
graphie an DEAE-Sepharose
(A) gibt die Absorption bei
280 nm (—) und den NaCl-
Gradienten (-- -) wieder. Die
vereinigten Fraktionen (----)
wurden mittels Ultrafiltration
35:1 konzentriert und in die
Gdfiltration (B) eingesetzt.
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3.1.2.5 Identifizierung durch N-terminale Sequenzierung

Die gereinigten Fragmente VI/V von Laminin al, a2, a3B und a5 wurden zur Be-
stimmung der Spaltstelle des Signal peptids sowie zur Identifizierung mittels Edman-Abbau
ansequenziert. Pro Praparation wurde nur eine Sequenz nachgewiesen. Diese lauteten:

a2vInN SQTXRRQS,
a3BVIN VVGQDHPM,
asVvINV RTPGGDGFSL.

Eine Sequenzierung von alVI/V gelang nicht, was eine posttranslatorische Spaltung
innerhalb einer Q-Q-Sequenz nahelegte. Die Pyroform von Glutamin fihrt zur Blockierung
des Edman-Abbaus. Daher wurde alVI/V mit Pfu-Pyroglutamat-Aminopeptidase umge-
setzt, welche die Abspaltung N-terminaler Pyroglutamylreste von Proteinen katalysiert.
Anschlieffend konnte die N-terminale Sequenz zu RGLFPA bestimmt werden. Die Abspal-
tung des Signal peptids erfolgte somit vor 2*Q oder 2Q (vgl. Sequenzvergleich in Abb. 9,
Seite 46).

3.2 Strukturelle Charakterisierung der Fragmente VI/V

3.2.1 Vergleich von wichtigen Struktureigenschaften

Fir die Charakterisierung struktureller Eigenschaften der Fragmente VI/V wurden
neben der elektrophoretischen Mobilitét die Sekundér- und Tertidrstrukturen analysiert.

3.2.1.1 Elektrophoretische Mobilitét
Die Ermittlung der Molekularmasse der dargestellten Fragmente VI/V durch Ver-

gleich mit Markerproteinen sowie die Uberpriifung der Reinheit wurde elektrophoretisch
durchgefuhrt. Die Elektrophoresen werden in Abb. 15 gezeigt. In Tab. 12 werden die er-
rechneten und gefundenen Molekularmassen der nicht-reduzierten Proteine gegeniber-
gestellt.
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Abb. 15: SDS-PAGE der
Fragmente VI/V der La-
minin a-lsoformen. Darge-
stellt sind die gereinigten
Fragmente alVl/V (1),
a2VvI/V (2), a3BVI/V (3)
sowie a5VI/V (4). Gezeigt
werden Elektrophoresen un-
ter reduzierenden (+) und
nicht-reduzierenden Bedin-
gungen (-) nach Coomas-
sie-Férbung.
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Die Reinheit der dargestellten Proteine betrug > 95%. Die Fragmente VI/V erschie-

nen als Einzel- oder Doppelbanden und zeigten unter reduzierenden Bedingungen eine

leicht verminderte Wanderungsgeschwindigkeit.

Tab. 12: GroRen exprimierter Proteine und Relation ihrer Doméanen. Neben der gefundenen (M) und
der theoretischen (Myeor) Molekularmasse in kDa werden die Anzahl an Aminosduren (AA) sowie

LE-Modulen (n) verglichen.

Kette Total LN-Modul LE-Module
M ger, Miheor. [AA] [AA] [AA] [n]
al 62 55 485 252 233 4
a2 65 54 493 263 230 4
a3B 52 49 437 264 173 3
ab 60 49 440 264 176 3
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3.2.1.2 Sekundéarstruktur
Wie in Abschnitt 3.1.2.1 gezeigt wurde, stellt das LN-Modul keine autonome Fal-

tungseinheit dar. Ein zu geringer Gehalt an strukturgebenden Motiven kann hierfr mitver-
antwortlich sein. Zur Bestimmung des Gehalts an Sekundarstrukuren erfolgte die CD-spek-
troskopische Analyse der Fragmente VI/V von Laminin al, a2, a3B und a5. Abb. 16 zeigt
die aufgenommenen Spektren und fasst die abgeleiteten Strukturanteile der Fragmente

zusammen.
Abb. 16A-B: Circular-Di- A 6000
chroismus und abgelei-
tete Sekundarstrukturen. 2000 |
Die CD-Spektren (A) der
Fragmente alVI/V (D),
a2VvllV (o), a3BVI/V (1) 2000 -
und a5VI/NV (V) reprasentie-
ren das Mittel aus zehn Ein- —
zelmessungen. Der Gehalt 5 0
an Sekundarstruktur (B) ist = %
in Prozent angegeben. o 2000 ]
§
(@]
(]
S, -4000 |
@
o
-6000 |
-8000 |
-10000 T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange [nm]
B
Strukturtyp alvinNv a2vinv a3BVINV abvIiv
a-Helix 3 2 6 7
b-Struktur 27 24 49 49

Die Spektren aler Fragmente VI/V weisen ein deutliches Minimum um 208 nm auf.
Waéhrend die Spektren von al/2 bei 196 nm ein schulterférmiges, negatives Minimum
durchlaufen, zeigen die Spektren von a3B/5 deutliche Maxima im Bereich positiver Ellip-
tizitét. Das Spektrum von a5VI/V zeigt ein zusétzliches schulterformiges, negatives Mini-
mum um 220 nm, was auf a-helikale Struktur hindeutet. Das Verhalten im kurzwelligen
Bereich lasst einen htheren Gehalt an ungeordneter Struktur fir alVI/V und a2VI/V
vermuten. Die Spektren von a3BVI/V und a5VI/V deuten hier auf b-Struktur hin.
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3.2.1.3 Elektronenmikroskopische Struktur

Abb. 17A-D: Elektronenmikroskopie nach Kegelbedampfung der Fragmente alVI/V (A), a2VI/V (B),
a3BVI/V (C) sowie a5VI/V (D). Fur die Kegelbedampfung wurden die Proteine bei 4°C gegen 0,2 M Am-
moniumhydrogencarbonat, pH 8,1 dialysiert und auf eine Konzentration von 50 pg/ ml eingestellt. Die Lange
des Balkens entspricht 200 nm.

Die elektronenoptischen Aufnahmen von alVI1/V, a2VI/V und a5VI/V zeigen deut-
liche Auspragungen des stabférmigen LE-Tandems und des globuldren LN-Moduls
(vgl. Abb. 8, Seite 45). Die LN-Module aller drei Ketten stimmen in Form und Groéle
(Durchmesser ca. 7 nm) tberein. Mit ca. 9 nm sind die LE-Module von al1VI1/V und a2VI/V
gleich grof3. Das um ein Modul reduzierte LE-Tandem in a5VI/V erscheint kiirzer: Die
ermittelte Lange von ca. 7 nm entspricht der durch Rontgenstrukturanalyse gemessenen
Lénge von drel LE-Modulen aus Lngl (Stetefeld et al., 1996).

Einige wenige Molekile von a3BVI/V haben dieselbe charakteristische Dimension.
Die Vielzahl aller Molekile zeigt jedoch ausschliefdlich globuldre Struktur, die im Ver-
gleich zum LN-Modul der Ubrigen Ketten leicht vergrof3ert erscheint (9 bis 10 nm Durch-
messer) und optisch nicht in die aufbauenden Domanen unterteilt werden kann.
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3.2.2 Kristallographische Untersuchung von Laminin alVI/V

In Zusammenarbeit mit Dr. J. Stetefeld (Abteilung fur Biophysikalische Chemie des
Biozentrums der Universitdt Basel, Schweiz) gelang die Kristallisation von Laminin
alVI/V (Abb. 18) und die Aufnahme eines Daten-
satzes mit einer Auflésung von 2,8 A. Die Kristalle

gehdren zur Raumgruppe P6(2,4)22 mit den Di-
mensionen a=b = 184,4 A und ¢ = 101,5 A. Zur
L 6sung des Phasenproblems wird die Methode der

isomorphen Substitution angewandt. Hierfir wer-

den dieKristalle in Lésungen verschiedener Schwer-

metallsalze getrankt, bzw. die Proteinlésung mit

dem Schweratomderivat kokristallisiert. Die Pha- Abb. 18: Kristall von a1lVI/V. Die he-
) _ _ xagonale Kristallform besitzt eine ma
senbestimmung ist noch nicht abgeschl ossen. ximale Lange von 0,8 mm.

3.2.3 Modifizierung durch Oligosaccharide

Neben der korrekten Faltung der Fragmente VI/V sollte deren native Glykosylierung
bestétigt werden. Laminin-1 ist ausschlief3lich durch N-gebundene Oligosaccharide substi-
tuiert (Dean et al., 1990; Timpl, 1996a). Fur weitere Laminine liegen dato keine Daten vor.

Zum Nachweis N-gebundener Kohlenhydratseitenketten wurden die Fragmente einer
Deglykosylierung mittels N-Glykosidase F unterzogen. Die resultierenden Veranderungen
in der elektrophoretischen Mobilitdt werden in Abb. 19 gezeigt.

kDa 1 2 3 4 Abb. 19: N-Glykosi-
) (+) (SDst) ) (+) (SDSt) “) (+) (SDs+) “) (+) (SDs+) da$ F_Degr adation

der Fragmente VI/NV

116- der Laminin a-K etten.
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sétze von alVvI/Vv (1),
a2vliv (2), a3BVIIV

66- (3) sowie a5VINV (4).
” 3 ' Gezeigt werden SDS-
—_— PAGE unter nicht-re-

45 - -’. duzierenden Bedin-
B — a gungen nach Coomas-
sie-Farbung. Aufgetra
gen wurde jeweils un-
behandeltes Protein (-),

Abbau (+) und Abbau
in SDS (SDSH).

31-

21-
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Die Fragmente VI/V zeigen zum Teil deutlich erhthte Beweglichkeit nach N-Deglyko-
sylierung. Desweiteren wurde der Gehalt an Glukosamin (GIkN) und Galaktosamin (GalN)
der Fragmente nach Hydrolyse bestimmt. Die Abnahme der Masse durch N-Glykosidase F-
Abbau wird in Tab. 13 mit dem ermittelten Gesamtgehalt an Hexosamin korreliert.

Tab. 13: Hexosamingehalt und Abnahme der apparenten Masse durch N-Deglykosylierung. Gezeigt
wird die Anzahl der potentiellen Glykosylierungsstellen (NXT/S) und die ermittelten Reste Glukosamin und
Galaktosamin pro Molekil. Die Summe der Hexosaminreste pro Molekdl (Sn) und die reduzierte Masse (D),
die sich aus der Masse der Proteine vor (-) und nach (+) N-Glykosidase F-Degradation ergibt, fihren zu dem
Quotienten D/Sn.

Kette NXT/S GIkN GaN  Hexosamin Masse in SDS-PAGE [kDa] Reduzierte Masse pro
Reste/ Molekul N-Glykosidase F-Degradation Molekil Hexosamin
n n Sn - + D D/Sn
al 2 8 2 10 62 55 7 0,7
a2 2 11 1 12 65 50 15 1,25
a3B 1 3 0 3 52 43 9 3
a5 3 0 6 60 45 21 35

Fir alle Fragmente konnten N-glykosylierte Oligosaccharide nachgewiesen werden.
Obwohl a3B/5 zwei- bis viermal weniger N-Hexosamin enthalten als al/2, weist der
N-Glykosidase F-Abbau einen um Faktor 2,5 bis 5 grof3eren Quotienten D/Sn aus. Dieser
Befund deutet auf einen hohen Mannose-Anteil hin, ist jedoch auch durch einen hoheren

Verzweigungsgrad erklérbar.

3.2.4 Proteasestabilitat
Zur weiteren Charakterisierung sollten die Fragmente VI/V der einzelnen a-Ketten

hinsichtlich ihrer Resistenz gegentiber Proteasen verglichen werden. Die Proteaseresistenz
gibt Hinweise auf eine korrekte Faltung von Proteinen. Aus der Sequenzierung resultieren-
der Banden konnen sich Hinweise auf konservierte Strukturmotive bzw. Oberflachen-
exponierte Regionen ergeben. Ebenso wird die Grundlage fir die gezielte Herstellung von
Fragmenten geschaffen. Verkirzte Fragmente vereinfachen die Zuordnung und Lokalisie-
rung von Bindungsaktivitdten auf einem Protein. LE-Module gelten als pepsinresistent
(Timpl et al., 1987).

Die Fragmente VI/V wurden proteolytischen Degradationen mit Elastase, Chymo-
trypsin, Trypsin und Pepsin unterzogen. Alle Fragmente VI/V zeigten vergleichbare Resi-
stenzen gegentber diesen Proteasen. Exemplarisch werden in Abb. 20 die Zeitkinetiken
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der Spaltungen von a2VI/V mit den neutralen Endopeptidasen gezeigt. Die Endprodukte

entsprechender Umsetzungen der Ubrigen a-Ketten sind in Abb. 21 dargestellt. Es schlief3t

sich die Darstellung der Sequenzen prégnanter Abbaumuster an (Abb. 22). Erganzend
werden in Abschnitt 3.2.6 die N-terminalen Sequenzen der Spaltprodukte von alVI/V nach

Pepsinabbau gezeigt.
A kDa 0 1 2 4 24 fDa
116- 116-
94- 94-
- ew e ee — O
66-
45- 45-
31- 3=
21-
24
14,4- 14,4-
6,5- 6,5-
B
116- 116-
94- 94-
66- s— 66-
45- 45.
- -
31- 3«
21- 2=
14,4- 14,4-
6,5- 6,5-
1 16- 1 16_
94- 94.
66- S_— - 66-
45-
45-
P ”
31- 31
2
21-
14,4- 14.4-
6,5- 6,5-

Q)

.

e

)

Abb. 20A-C: Zeitkinetik der
proteolytischen Degradatio-
nen von a2VI/V. Das Protein
wurde mit den Proteasen Elas-
tase (A), Chymotrypsin (B) und
Trypsin (C) gespalten. Gezeigt
werden SDS-PAGE nach nicht-
reduzierender (-) und reduzie-
render (+) Auftrennung und
Coomassie-Farbung. Aufgetra-
gen wurden jeweils 1,25 g des
Proteaseabbaus nach 0, 1, 2, 4
und 24 h (0 - 24).
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A kDa 1 2 3 B kDa 1 2 3 C kDa 1 2 3
116- 116- 116-
94- 94- 94-
66-
66- 66-
45- p— 45- 45-
—
31_—-- 1. 31_- S
. 21-
21- 21
14,4- 14,4- 14,4-

s——

Abb. 21A-C: Endprodukte der proteolytischen Degradationen von alVI/V (1), a3BVI/V (2) und a5VI/V
(3). Die Proteine wurden mit den Proteasen Elastase (A), Chymotrypsin (B) und Trypsin (C) gespalten.
Gezeigt werden SDS-PAGE nach nicht-reduzierender Auftrennung und Coomassie-Farbung. Aufgetragen
wurden jeweils 1,25 pg des Proteaseabbaus nach 24 h.

A kDa
66-

45-

31-

21-
14,4-

6,5-
B kDa

66-

45-

31-

21-

14,4-
6,5-

- ‘ MSVGGMXI*
o }rIsvGeMxI
“SQTXRRQS

-— }2"°ISIGGRXV*
}YISVGGRXV* B

- ISVGGRXV*
*WQSPPLSS } “RTPGGDGF
“NLATNAHI “AEGARITA
}ITTXATXG “RTPGGDGF
2AQAARIWA
SFCKLVGGP
1 C kDa 1 D kDa 4
66-
66-
45-
45-
249 * keine Sequenz
a } SHRDLRDL S SHRDLRDL® - e e
S “QQRGLF 3]. ™ “QORGLF 31- -
31-
21-
14,4-
14.4- 2TVPLENGE
6,5- 6,5- “GLEYNEV

Abb. 22A-D: Sequenzen dominanter proteolytischer Fragmente von alVI/V (1), a2VI/V (2), a3BVI/V (3)
und a5VI/V (4) nach Auftrennung unter nicht-reduzierenden Bedingungen und Coomassie-Farbung. Die
Sequenzierung erfolgte nach Transfer auf PV DF-Membran. Den Abbaumustern werden die Sequenzen nach
2 h Pepsinabbau (A) 1 h Elastaseabbau (B), 1 h Chymotrypsinabbau (C) sowie 2 h Trypsinabbau (D)
zugeordnet. Banden, welche ein LE-Tandem reprasentieren, sind mit einem Stern markiert.
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Die Studie veranschaulichte die hohe Proteasestabilitét des LE-Tandems der Laminin
a-Ketten. Die elektrophoretischen Banden der LE-Module zeigten sich nach alen Spal-
tungen mit den neutralen Proteasen konstant (vgl. Abschnitt 3.3.5). Das LE4-Tandem von
al/2 erschien bel 38 kDa (Meor. ~ 26,5 kDa), das LE3-Tandem von a3B/5 bel 31 kDa
(Mtheor. ~ 20 kDa). Eine Ausnahme machte die Degradation von a3BVI/V mit Trypsin
(Abb. 21C.2), die eine Bande um 25 kDa hervorbrachte. Pepsin spaltete adle Fragmente
VI/V exakt kurz vor den LE-Modulen (vgl. Abschnitt 3.2.5), welche as 25 bis 35 kDa
grof3e Banden sichtbar wurden (Abb. 22A).

Die neben dem LE-Tandem dominierenden Banden variabeler Grof3e (33 bis 38 kDa)
konnten den N-terminalen Regionen zugeordnet werden, was eine korrekte Faltung der
globul&ren LN-Module indiziert. Dieses zeigte sich insgesamt weniger proteasestabil und
wurde unregelmaldig in mehrere Fragmente gespalten: Durch Spaltung von al1VI/V mit den
neutralen Proteasen (Abb. 21A.1-C.1) entstand ein 34 kDa-Fragment (*QQR). Pepsin
erzeugte ein 20 kDa-Fragment mit der N-terminalen Sequenz **NLA (Abb. 22A.1). Analog
zu alVI/V erzeugten die Spaltungen von a2V1/V mit neutralen Proteasen ein 33 kDa grof3es
N-terminales Fragment. Ein weiteres Fragment aus der N-terminalen Region von a2VI/V
(*®|TT) erschien nach allen Spaltungen um 17 kDa (Abb. 20A-C). Auch die Degradationen
von a3BVI/V mit den neutralen Proteasen erzeugten Banden um 34 kDa. Nach Degrada-
tion mit Elastase und Chymotrypsin (Abb. 21A.2-B.2) erschien ein 10 kDa grof3es Frag-
ment (*AQA, "®FCK), welches auch nach Spaltung mit Pepsin (Abb. 22A.3) zu finden
war. Der N-Terminus von a5VI/V erschien nach Degradation mit den neutralen Proteasen
in einer 37 kDa-Bande (Abb. 21A.3-C.3), die aufgrund einer Blockierung nicht sequenziert
werden konnte.

Die proteolytische Degradation der Fragmente V1/V lasst sich fur die Abspaltung des
LN-Moduls von dem LE-Tandem einsetzen.
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3.2.5 Herstellung der Doméne V durch Pepsinabbau
Das LN-Modul ist nicht durch proteolytische Spaltung darstellbar. In vorhergehen-

dem Abschnitt wurde die hohe Proteaseresistenz der L E-Modul e beschrieben. Diese Eigen-
schaft wurde fur die Herstellung der Doménen V genutzt, indem ihre Isolierung durch
Pepsin-Spaltung der Fragmente VI/V und die anschlief3ende chromatograpische Abtren-
nung erfolgte. Die resultierenden Fragmente V-P sollten fur die Lokalisierung der Bin-
dungsaktivitdten der Fragmente VI1/V eingesetzt werden (Abschnitt 3.3.5).

Jewells 1 mg der Fragmente VI/V wurde fur 2 h mit Pepsin umgesetzt und nach
Neutralisierung gegen 0,05 M Tris-HCI, pH 7,4 dialysiert. Die Reinigung der LE-Module
erfolgte durch Gelfiltration mit einer Superose 12 HR 10/30-Saule und fihrte zur Darstel-
lung der Fragmente V-P (Abb. 23A). Zur Verifizierung wurden die Proteine N-terminal
ansequenziert. Der Locus der Spaltungsstelle ist Gber ale Ketten konserviert und befindet
sich 6 Reste vor Beginn der LE-Module (Abb. 23B). Die Erhaltung der nativen Struktur
der Fragmente V-P wurde durch Antikorper-Titration verifiziert (Abb. 23C). Dazu wurden
polyklonale Antiseren gegen die Fragmente VI/V eingesetzt (Abschnitt 3.4.1). Alle Frag-
mente V-P wurden deutlich als Epitope der Antikorper erkannt.

kDa 1 2 3 4 B vP
116- al 267 .. SI KDl SVGGM Cl CYGHASSC. . 286
94- a2 273 ..SVKD SVGGM Cl CYGHARAC. . 292
a3B 286 .. SlI KD SVGGR CVCNGHAEAC. . 305
66- ab 295 .. SI KD SI GGR CVCHGHADVC. . 314
Donéne VI <% Doméane V
45- C .
) — IN /:////,;7(
31- g /c//%
e o /9;/
R e o L
- — l /v/ o =
21- - s
2
14,4- 3
6,5- A S fs'd
<
Abb. 23A-C: Elektrophorese der Fragmente 4 s o
V-P, Loci der Spaltungsstellen und verglei- = yzu y
chende Antikor per-Titration. Die SDS-PAGE T /{ o /
(A) zeigt die Fragmente a1V-P (1), a2V-P (2), o o e
a3BV-P (3) und a5V-P (4) nach nicht-reduzie- o o
render Auftrennung und Coomassie-Farbung. T b
Der Pfeil im Sequenzvergleich (B) markiert 10° 10° 10° 10°

die Pepsin-Spaltungsstellen. Die erste Amino-
saure der Spaltprodukte ist fett dargestellt.

Verdinnung

Die Titrationskurven (C) der Fragmente VI/V (—) und V-P (--- ) zeigen Anti-al vs. al (O), Anti-a2 vs. a2 (0),
Anti-a3B vs. a3B (A) und Anti-a5 vs. a5 (V). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Absorptionen skaliert.
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3.2.6 Charakterisierung des LN-Moduls von Laminin al durch Sequenzanalyse von
Pepsin-Fragmenten

Eine weitere Anwendung sollte die proteolytische Degradation in der Aufklarung der
bislang ungeklarten Cysteinverbriickung innerhalb des LN-Moduls finden. Hierzu wurde
eine 30-minttige Pepsingpaltung von 1 mg a1VI/V durchgefihrt. Der Abbau wurde mittels
Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt.
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Abb. 24: Umkehrphasen-HPL C des Pepsinabbaus von alV1/V. Das Chromatogramm gibt die Absorption
bei 226 nm (—) und den Acetonitril-Gradienten (-- -) wieder. Die Fraktionenpools (P1 bis P15) wurden
lyophilisiert und die enthaltenden Proteine sequenziert.

Die Fraktionen der Hauptpeaks der Umkehrphasen-Chromatographie wurden nach
Abb. 24 zu 15 Pools zusammengefasst. Nach deren Lyophilisation erfolgte die N-terminale
Sequenzierung. Die Pools P10, P14 und P15 konnten durch Coomassie-Féarbung nach
SDS-PAGE sichtbar gemacht werden. Sie entsprachen den dominierenden Proteinbanden
nach Pepsinabbau (Abb. 22A.1) und wurden nach Transfer auf PVDF-Membran ebenfalls
sequenziert. P14 und P15 (ca. 35 kDa) entsprachen dem Fragment V-P (Abschnitt 3.2.5),
P10 war kleiner (17 kDa) und enthielt eine Mischung aus Sequenzen des LN-Moduls.

Tab. 14 fasst die Ergebnisse der Sequenzierungen nach chromatographischer bzw.
elektrophoretischer Trennung und Blot zusammen.
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Tab. 14: N-terminale Sequenzen der Spaltprodukte von alVI/V nach Pepsinabbau. Die Grof3e der Frag-
mente wurde durch Vergleich mit Markerproteinen mittels SDS-PAGE bestimmt.

Fragmente nach Chromatographie Fragmente nach Elektropherese
Pool # Sequenz Grole[kDa] Sequenz
P1 %6 ygIKD
114 VTV
121 RQVFQ
P2 5 FTSARY
217 DPSPQ
P3 23| EFTSA
100 \WQSPSIQNGR
P4 209 | NGRPSADDPSPQL
23| EFTSA
P5 197V PLEHGEIHTSL
209 | NGRPSADDPSPQL
9 pLRQVF
P6 23| EFTSAAY
By HWVTV
2% INGRPSADD
121 RQVFQ
P7 16 (VTLDL)RQVFQVAY
P8 % QQRGLF
P9 129 111/K AANAPRPGNW
P10 31 PAILNL 17 3 ATNAHISAXA
19y SKLVPLEHGEIGHT ®NLATNXXISA
100 \WQSPSIQNGR
97 VPLEHGEIHTSLING
% ERSVDGVKFK
P11 28 MTLSHRDLRDLDP
P12 100 \WQSPSIQNGR
18) DLRQVFQ
P13 31 LERSVDGVK
28 MXLSHRDLRDLDP
19 ySKLVPLEHG
P14 1 ISVGGMXIXY 34 1 ISVGGMXIXY

P15 21 1SVGGMXIXY 36 211 SVGGMXIXY
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Durch Projektion der Spaltungsstellen auf die Sequenz von alVI/V (Abb. 25) kann
auf potentielle Cystein-Verbriickungen sowie die Pepsinstabilitét der Module geschlossen

werden.

vP8 vP10
25 QOQRGLFPAI L NLATNAHI SA NATCGEKGPE MFCKLVEHVP GRPVRHACCR VCDGNSTNPR 84
wP3/10/ 12 vP6 wP1 vP12vP1l/ 6 vP9 vP13

85 ERHPI SHAI D GTNNWAQSPS | QNGREYHW TVTLDLRQVF QVAYI | | KAA NAPRPGNW L 144
vP10 AP7 AP5 vP10/ 13wP5/ 10
145 ERSVDGVKFK PWQYYAVSDT ECLTRYKI TP RRGPPTYRAD NEVI CTSYYS KLVPLEHGEI 204
vP4/ 5/ 6 vP2 vP3/ 4/ 6 wP11/13
205 HTSLI NGRPS ADDPSPQLLE FTSARYI RLR LQRI RTLNAD LMILSHRDLR DLDPI VTRRY 264
vP1 wP14/ 15 AP2

265 YYSI KDl SVG GMCl CYGHAS SCPWDEEAKQ LQCQCEHNTC GESCDRCCPG YHQQPWRPGT 324
Donéne VI <% Dondne V

325 | SSGNECEEC NCHNKAKDCY YDSSVAKERR SLNTAGQYSG GGVCVNCSON TTA NCETCI 384

385 DQYYRPHKVS PYDDHPCRPC NCDPVGSLSS VCl KDDRHAD LANGKWPGEQC PCRKGYAGDK 444

445 CDRCQFGYRG FPNCI PCDCR TVGSLNEDPC | EPCLCKKNV EGKNCDRCKP GFYNLKERNP 504

505 EGCSE 509

Abb. 25: Sequenz und Pepsin-Spaltmuster von alVI/V. Doméne VI wird von den Aminosduren 25-276
gebildet, Doméne V von den Aminosduren 277-509. Die Pfeile représentieren die Pepsin-Spaltungsstellen
mit den zugehorigen Fraktionenpools. Die erste Aminosaure der gefundenen Spaltprodukte ist fett dargestellt.

Die Sequenzen verdeutlichen die Ergebnisse der Protease-Degradationen der voran-
gegangenen Abschnitte: Das LN-Modul ist proteaselabil, die LE-Module dagegen -stabil.
Besonders pragnant stellt sich der Bereich zwischen '®w und ?°F des LN-Moduls dar:
Nahezu 80 % aller Spaltungen finden hier statt. Eine Exponierung dieses Segmentes an der
Oberflache des Moduls ldsst sich aus den Daten der Mutationsstudie (Abschnitt 3.3.6.2)
jedoch nur bedingt ableiten. Die LE-Module der Doméne V von Laminin al sind ganzlich
resistent gegen Pepsin.

Die kompakte Struktur der LE-Module infolge der hohen Cysteinverbriickung (je 8 C)
fahrt zur gezeigten Stabilitét gegentber Proteasen. Analog dazu sind ausschlief3dlich beide
Cystein-enthaltenden Sequenzabschnitte des LN-Moduls (AA 35-85/ AA 155-190) pepsin-
resistent. Da sich beide Sequenzen in verschiedenen Fragmenten finden lassen, 18sst sich
die Verbrickung der Cysteine 1 bis 4 sowie der Cysteine 5-6 ableiten. Eine genaue Zuord-
nung beider Disulfidbrticken innerhalb der Gruppe C1 bis C4 ist aus den Ergebnissen nicht
maoglich.
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3.3 Bindungseigenschaften der Fragmente VI/V

Dieser Abschnitt behandelt die Untersuchung der Bindungsaktivitéten der Fragmente
VI/V einschliefdlich der Polymerisation. Die N-Termini der Laminin-Ketten vermitteln
deren Selbstaggregation, welche in vitro durch sulfatierte Liganden initiiert bzw. moduliert
wird. Daher wurden Bindungsstudien mit Heparin, Heparansulfat von Perlecan und Sulfatid
durchgefuhrt, an die sich eingehende Polymerisationsstudien mit Laminin-1 anschlossen.

Die Charakterisierung des Bindungsverhaltens der Fragmente VI/V erfolgte mittels
Affinitdtschromatographie, Plasmonresonanz-Analyse, Ligandenbindungstest und Polyme-
risationsinhibition. Mit Ausnahme der Affinitétschromatographie wurden alle Bindungs-
anaysen bei physiologischer Salzkonzentration durchgefihrt.

3.3.1 Bindung an Heparin

Die Interaktion zwischen Laminin-Fragmenten und Heparin sollte zunéchst mittels
analytischer Affinitdtschromatographie evaluiert werden. Zur Ermittlung der Bindungs-
stérke wurden die gereinigten Proteine an Heparin-Sepharose chromatographiert. Die in
einer Affinitéatschromatographie ermittelte Bindungsaktivitét ist proportional der NaCl-Kon-
zentration, welche fur die Elution notwendig ist.

Die Elution von alVI/V erfolgte bei einer lonenstarke von 0,27 M NaCl. a2VvI/V
eluierte bei einer NaCl-Konzentration von 0,24 M und a3BVI/V bei 0,14 M. a5VI/V zeigte
keine Bindung an Heparin-Sepharose. Abb. 26 stellt die Affinitdtschromatographien von
alVI/V und a5VI/V dar.
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Abb. 26A-B: Analytische Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose zur Bestimmung der Bin-
dungsstérken von alVI/V (A) und a5VI/V (B). Die Bindungsaktivitét fir Heparin entspricht der fur die
Elution notwendigen NaCl-K onzentration.
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Eine weiterfiihrende kinetische Analyse der ermittelten Bindung zwischen Heparin
und den Fragmenten VI/V fand durch Messung der Oberflachen-Plasmonresonanz statt.
HierfUr erfolgte die Immobilisierung biotinylierten Heparins mittels Streptavidin (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen), welches zu 200 pg/ ml in 0,1 M Natriumacetat, pH 4,0 gel6st und
mittels Succinimidesterkopplung bei einer Flussrate von 5 pl/ min und 10.000 RU an einen
CM5-Sensorchip (Pharmacia Biosensor, Freiburg) immobilisiert wurde. Die Biotinylierung
von Heparin mit Sulfosuccimido-Biotin folgte den Angaben des Herstellers (Pierce, Bonn).
Das resultierende Heparin-Biotin wurde bei einer Flussrate von 2 pl/ min und etwa 300 RU
an den avidierten Sensorchip gebunden. Die Laminin-Fragmente wurden 0,2 bis 8 uM in
TBS, pH 7,4 eingesetzt und erreichten 30 bis 11.000 RU. Der Nullwert (4 bis 80 RU) ergab
sich aus der Interaktion der |6slichen Liganden mit dem avidierten Sensorchip ohne

Heparin-Biotin.

Tab. 15: Kinetische Parameter der Interaktion zwischen Heparin und den Fragmenten VI/V bzw.
all G4-5 aus Plasmonresonanz-Messungen. Biotinyliertes Heparin wurde an immobilisiertes Streptavidin
gebunden. Die Dissoziationskonstanten Ky fir die Heparinbindung wurden als Durchschnittswerte aus drei
bis vier Einzelmessungen mit der Standardabweichung (SD) ermittelt.

Lédlicher Ligand kiss~ 10* Kess~ 107 Kq
[s] [M1s? [nM + SD]
alvi/v 2,9 2,3 122+1,0
a2vi/v 1,9 0,38 53,3+6,1
a3BVI/V 9,0 0,49 185 + 45
asVI/Nv 19,3 0,22 904 + 107
allLG4-5 2,2 10,9 2,2+ 0,9

Durch Analyse der Plasmonresonanzen wurde fir die Bindung von alVI/V an
Heparin eine niedrige Dissoziationskonstante (Kq = 12 nM) ermittelt. Die Bindung von
a2VI1/V war etwaviermal schwécher (Kq =53 nM). a3BVI/V zeigte auch in dieser Analyse
sehr moderate Bindung an Heparin (Kq = 185 nM). a5V I/V besal’ eher unspezifische Bin-
dungsaktivitat fur Heparin (Kq = 904 nM). Die Kontrolle reproduzierte die publizierte
Bindung zwischen Heparin und Lna1lLG4-5 (Andac et al., 1999).
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3.3.2 Bindung an Sulfatid und Heparansulfat

Das Bindungsverhalten der Fragmente VI/V gegenlber sulfatierten Liganden wurde
durch weitere Bindungsstudien im Ligandenbindungstest ausfuhrlich analysiert. Die Bin-
dung an die Perlecan Fragmente V, Vc und IB sowie an Sulfatid wurde tUberprift und
deren Stérke quantifiziert. Perlecan Fragment V¢ ist mit einer einzelnen Heparansulfatkette
substituiert (Friedrich et al., 1999). Sein Proteinkern wird durch Fragment V gebildet. Die
Substitution von Perlecan Fragment IB besteht aus Chondroitin-/Dermatansulfat (Costell et
al., 1997).

Abb. 27A-D zeigt die korrespondierenden Bindungskurven.
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Abb. 27A-D: Ligandenbindungstests der Fragmente alVI/V (O0), a2VI/V (O), a3BVI/NV (A) und a5VINV (V).
Ermittelt wurde das Bindungsverhalten gegeniiber Sulfatid (A) und den Perlecan Fragmenten V¢ (B), V (C)
sowie |B (D). Alsimmobile Liganden wurden Sulfatid (A) bzw. Laminin-Fragmente (B bis D) eingesetzt.
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Tab. 16 fasst die Ergebnisse der Ligandenbindungstests mit den Fragmenten VI/V
zusammen. Die im Bindungstest bestimmte Aktivitét entspricht der Liganden-Konzentra-

tion bei halbmaximaler Bindung.

Tab. 16: Bindungsaktivitaten der Fragmente VI/V in mM

Bindungspartner alvinv a2viiv a3BVI/NV abVvI/vV  Abb. 27
Sulfatid 20 20 50 35 A
Perlecan Fragment V¢ 45 200 250 250 B
Perlecan Fragment V keine Bindung C
Perlecan Fragment |B keine Bindung D

Fir die Interaktion mit Sulfatid wurden vergleichbare Bindungsaktivitaten fur alle
| soformen ermittelt (Kq = 20 bis 50 nM). a1VI/V zeigte mit einer Bindungsstérke von 45 nM
stérkere Wechselwirkung mit dem Heparansulfat von Perlecan Fragment V¢ als die Ubri-
gen a-Ketten (Ky = 200 bis 250 nM). Der Proteinanteil von Fragment V¢ wird durch Frag-
ment V représentiert. Da keine Bindungsaktivitdt fur dieses nicht-substituierte Protein
gefunden wurde, kann die Wechselwirkung der Heparansulfatkette zugeschrieben werden.
Das Chondroitin-/Dermatansul fat-substitierte Perlecan Fragment IB zeigte keine Bindung

an die Fragmente VI/V.

3.3.3 Bindung an Laminin & Inhibition der Polymerisation
Die Polymerisationsféahigkeit der Fragmente VI/V dler Ketten wurde mittels Inhibi-

tionstest gezeigt und durch Plasmonresonanz-Messungen weiter analysiert.

Es konnte ein Inhibitionstest etabliert werden, der auf der Quantifizierung mittels
Radioimmuntest basiert. Als Bindungspartner wurde der Laminin-1/Nidogen-1-Komplex
(Ln/Nd) verwendet. Die Fragmente VI/V wurden im gleichen molaren Verhdltnis (1:1)
bzw. im vierfachen Uberschuss (1:5) eingesetzt. Die Pepsin-generierten Fragmente V-P
wurden nur im Verhdtnis 1:5 vorgelegt, da keine bzw. nur schwache Bindung erwartet
werden konnte. Als Positivkontrolle wurde das Laminin-Fragment E4 eingesetzt, welches
Lnb1VI/V entspricht und bereits in friheren Studien verwendet worden ist (Yurchenco &
Cheng, 1993). Der Polymerisationsprozess ist Ca®*-abhangig. Die Komplexierung zwei-
wertiger Kationen durch EDTA wurde als vollstandige Inhibition der Polymerisation be-
trachtet.
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In Tab. 17 werden die Ergebnisse der Studie wiedergegeben.

Tab. 17: Polymerisationsstudie: Inhibition der Lamininpolymerisation durch die Fragmente VI/V und
V-P. Die Werte fir die Inhibitionen wurden als Durchschnittswerte aus 3 bis 4 Einzelmessungen mit der
Standardabweichung (SD) ermittelt.

Kette Fragment Modul Inhibition [% + SD]
11 Ln/Nd : Fragment 1:5
al VIV LN-LE4 137 48+ 17
V-P LE4 13+3
a2 VIV LN-LE4 6+2 47 + 20
V-P LE4 28+9
a3B VIV LN-LE3 69+14 82+ 12
V-P LE3 57+6
as5 VIV LN-LE3 48 +13 80+ 16
V-P LE3 7+2
bl VIV LN-LE4 165 54+8
EDTA 88+ 14

Im Inhibitionstest zeigten die Fragmente VI/V von al und a2 bei 0,32 uM geringe
Aktivitat (13 bzw. 6 %), erreichten im 4-fachen Uberschuss jedoch knapp 50 %. Die Frag-
mente a3BVI/V und a5VI/V zeigten bei 0,32 uM deutliche Inhibition (69 bzw. 48 %) und
erzielten 1,6 uM eingesetzt anndhernd die Wirkung von EDTA (82 bzw. 80 %). Die Inhibi-
tion der Positivkontrolle Lnb1VI/V war vergleichbar mit der von alVI/V.

Die Fragmente V-P der al- und a5-Kette zeigten im vierfachen Uberschuss geringen
inhibitorischen Effekt (13 bzw. 7 %), wohingegen die Fragmente a2V-P und a3BV-P deut-
liche Inhibition verursachten (28 bzw. 57 %).

Fir die genaue Quantifizierung der Polymerisation sollte die Wechselwirkung der
Laminin a-Ketten mit Laminin-1 bzw. einzelnen Ketten untersucht werden. Hierfir wur-
den Plasmonresonanz-Analysen durchgefihrt. Aus den kinetischen Parametern der be-
trachteten Interaktionen wurden deren Dissoziationsgleichgewichtskonstanten Ky errech-
net. Die Messungen wurden an einem CM5-Sensorchip (Pharmacia Biosensor, Freiburg)
durchgefuhrt. Die l6slichen Liganden wurden in TBS 1 mM CaCl,/ 0,05 % (w/v) P20 zu
0,1 bis 5 uM verdinnt. Die Bindung an den immobilisierten Liganden erfolgte bei einer
Flussrate von 20 pl/ min und 25°C. Tab. 18 gibt den Einsatz der Liganden und die kineti-

schen Daten wieder.
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Tab. 18: Plasmonresonanz-Analysen der Bindung der Fragmente VI/V an Laminin-1 und sich selbst

Liganden kg~ 10° Kes” 107 Kq
immobil I6dlich [s] [M7s?] [uM]
Laminin-1 alvinv 0,5 24 0,21

a2viiv keine Bindung >10
a3BVINV 0,18 75 0,024
abvIiv 0,32 4,6 0,069
a3BVI/V alvinv 11 2 0,55
a3BVINV 12,5 4.2 3
abvIiv 9 3,6 25
[sIAVATAY] alvinv 13 21 6,2
a3BVI/NV 2,3 8 0,29
a3BV-P keine Bindung >10
abvInv 2,7 0,6 4,5

Das Fragment a3BVI/V zeigte starke Bindung an Laminin-1 (Ky = 0,024 pM).

alVI/V hat zehnma (Kg = 0,21 uM) und a5VI/V um Faktor 3 schlechter (Ky = 0,069 uM)
gebunden. a2VI/V wurde in hochster Konzentration zu 4 uM in die Anayse eingesetzt,
eine Wechselwirkung mit Laminin konnte jedoch nicht gemessen werden, was nicht kon-
gruent zu den Daten der Inhibitionsstudie ist. Immobilisiertes a3BVI/V zeigte moderate
Bindung an alVI/V (K4 = 0,55 uM) und geringe Bindung an sich selbst (K4 = 3 uM) bzw.
aSVINV (Kq = 2,5 pM). Hohe Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich wurden
fUr die Interaktion der Fragmente alVI/V (Kq = 6,2 uM) und a5VI/V (Kg = 4,5 uM) an
immobilisiertes LnglVI/V ermittelt. Dagegen zeigte das |6sliche Fragment a3BVI1/V deut-
liche Bindung (Kq = 0,29 pM), das Fragment a3BV-P wurde nicht gebunden. Demnach
leistet das LN-Modul von Lna3B den Hauptbeitrag zur Polymerisation, trotz des beob-
achteten Inhibitionseffektes von Fragment V-P.
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3.3.4 Ubersicht der Bindungsaktivitaten
Das Bindungsverhalten der Fragmente VI/V gegenlber Heparin, Sulfatid, Heparan-

sulfat und Laminin wurde mittels unterschiedlicher Verfahren analysiert und soll in folgen-
der Tabelle restimiert werden.

Tab. 19: Zusammenfassung aller ermittelten Bindungsaktivitaten der Fragmente VI/V und der einge-
setzten Methoden. Diese waren Affinitétschromatographie (AC), Oberfléchen-Plasmonresonanz (OPR),
Ligandenbindungstest (LBT) sowie Inhibition der Polymerisation (INH). Keine Bindung (k.B.).

Kette Bindungsaktivitéten fur
Heparin Sulfatid Perlecan Fragment V¢ Laminin
AC OPR LBT LBT INH OPR
[M NaCl] Kq [nM] [nM] [nM] 1:1[%] Kg [UM]

al 0,27 12,2 20 45 13 0,21
a2 0,24 53,3 20 200 6 >10
a3B 0,14 185 50 250 69 0,024
ab k.B. 904 35 250 48 0,069

Durch Affinitétschromatographie und Plasmonresonanz-Analysen konnte starke Bin-
dung von alVI/V und a2VI/V an Heparin gemessen werden. a3BVI/V zeigte noch mode-
rate Bindung. Der durch Affinitdtschromatographie ermittelte Wert lag mit einer lonen-
stéarke von 0,14 M NaCl knapp unter dem physiologischen Wert. a5VI/V besal} keine
Bindungsaktivitét fur Heparin. Beide Messmethoden lieferten vergleichbare Daten.

Fir die Interaktion mit Sulfatid wurden fur alle Isoformen &guivalente Bindungs-
aktivitdten im Ligandenbindungstest ermittelt.

alVI/V zeigte im Vergleich zu den Ubrigen a-Ketten funffach stérkere Bindung an
die Heparansulfatketten von Perlecan Fragment Vc. Dessen Proteinanteil Fragment V
sowie das Chondroitin-/Dermatansulfat-substituierte Perlecan Fragment 1B zeigte keine
Bindung an die Fragmente VI/V.

Die Polymerisationsstudien bestétigen allen untersuchten a-Ketten die Beteiligung an
der Aushildung quasi-hexagonaler Netzwerke. Alle Fragmente polymerisierten mit Lami-
nin-1 bzw. einzelnen Laminin-Ketten. a3BVI/V zeigte Bindung an sich selbst. Die Ergeb-
nisse legen die Hauptbeteiligung der LN-Module an der Lamininpolymerisation nahe. Die
LE-Module der Laminine a2 und a3B leisten einen scheinbar htheren, wenn auch geringen,

Beitrag zur Polymerisation als die der Ketten al und a5.
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3.3.5 Modulare L okalisierung gefundener | nteraktionen

Die Bindungsaktivitaten fir Heparin, Sulfatid, Heparansulfat und Laminin wurden
mittels der rekombinanten Fragmente VI/V bestimmt und konnten somit nicht explizit den
LN-Modulen zugeordnet werden. Aufgrund ihrer Instabilitét ist die Produktion der LN-Mo-
dule weder rekombinant (Abschnitt 3.1.2) noch durch gezielte proteolytische Degradation
(Abschnitt 3.2.4) mdglich. Um die Interaktion zwischen den Liganden und den LN-Modu-
len nachzuwei sen, sollte daher die Bindung an die L E-Modul e ausgeschl ossen werden.

Das Bindungsverhalten der Fragmente V-P (Abschnitt 3.2.5) wurde mittels analyti-
scher Affinitétschromatographie sowie Plasmonresonanz-Messungen (Heparin), Ligan-
denbindungstest (Sulfatid, Perlecan Fragment Vc), Plasmonresonanz-Messungen sowie
Polymerisationsinhibition (Laminin, Abschnitt 3.3.3) charakterisiert. Keine der Bindungs-
aktivitéten der Fragmente VI/V konnte mittelsihrer LE-Module reproduziert werden. Somit
ist die Lokalisierung der Epitope flr die beschriebenen Bindungen auf den LN-Modulen
der Laminin a-Ketten wahrscheinlich. Eine Ausnahme bilden die Fragmente V-P von Lna2

und Lna3B, die einen gewissen Beitrag zur Polymerisation leisten.

3.3.6 Kartierung von Bindungsstellen auf Laminin a1VI/V

Sulfatid und Heparin sowie die HS-Seitenketten von Perlecan wurden a's Bindungs-
partner fir die LN-Module der Laminin-Ketten al, a2, a3B und a5 ermittelt. Um die Bin-
dungsepitope fir die gezeigten Interaktionen zu lokalisieren, wurde am Beispiel von alVI/V
eine Mutationsstudie durchgefihrt.

Die Heparin-Protein-Interaktion beruht zu einem grofl3en Teil auf elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen negativ geladenen Sulfatgruppen des Heparins und positiv
geladenen, basischen Aminosduren, besonders Arginin und Lysin. Fur Histidin, welches
ebenfalls basischen Charakter besitzt, wurde kein Effekt nachgewiesen. (Sun & Chang,
1990; Busby et al., 1995; Faham et al., 1996). Der Austausch basischer Aminosauren
gegen unpolares Alanin kann zu einer Verminderung oder Eliminierung der Bindung zu
einem der Bindungspartner fihren (Andac et al., 1999; Tdlts et al., 1999; Hopf et al.,
2001). Fir die Planung der Mutationsstudie wurde zunéchst die Beteiligung von Arginin
und Lysin an den betrachteten Bindungen mittels chemischer Modifikation der Reste
evaluiert.
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3.3.6.1 Chemische Modifikationen
Fir die Analyse der elektrostatisch vermittelten Bindungen an sulfatierte Liganden

wurde alVI/V Lysin- bzw. Arginin-modifiziert und der Einfluss dieser Reste durch Affi-
nitatschromatographie bestimmit.

3.3.6.1.1 Lysin-Modifikation

Die Acetylierung von Lysinen mit Acetanhydrid nach Fraenkel-Conrat (1957) wurde
mit 500 pg alVI/V durchgefihrt. Die Modifikation induzierte geringe Préazipitatbildung.
Die sich anschlief3ende analytische Affinitétschromatographie an Heparin-Sepharose fihrte
zur Trennung von 5 Spezies, die sich in ihrem Elutionsverhalten unterschieden: 0,08/ 0,12/
0,17/ 0,19/ 0,24 M NaCl.
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Abb. 28A-B: Elektrophorese und Affinitatschromatographie von alVI/V nach Lysin-Modifikation.
SDS-PAGE (A) von alVI/V vor (1) und nach (2) Lysin-Modifikation. Gezeigt werden Elektrophoresen unter
nicht-reduzierenden Bedingungen nach Coomassie-Farbung. Das Profil der Chromatographie an He-
parin-Sepharose (B) gibt die Absorption bei 226 nm (—) sowie den Verlauf des NaCl-Gradienten (-- -)
wieder. Die Pfeile markieren die Peaks der unterschiedlichen Proteinspezies. Das Profil von nicht-modifi-
ziertem alVI/V istin Abb. 26A (Seite 67) dargestellt.

3.3.6.1.2 Arginin-Modifikation

Die Phenylglyoxylierung von Argininen nach Takahashi (1968) sieht eine 3-stiindige
Reaktion mit 1 % Phenylglyoxal vor. Hierfir wurden 2 mg alVI/V eingesetzt. Die
Behandlung (Argl) flhrte zur vollstandigen Prazipitation des Proteins. Durch die Modifi-
kation ionischer Seitenketten kann die Lodslichkeit von Proteinen beeintréchtigt werden.
Bei der Arginin-Modifikation von alVI/V erscheint dieser Effekt sehr deutlich.
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Um die Modifikation ohne Ausfallen des Proteins zu ermdglichen, erfolgte eine wei-
tere Reaktion unter sehr milden Bedingungen: 1 h 0,05 % Phenylglyoxal (Argll). Diese
Variante der Phenylglyoxylierung fuhrte zu geringer Prazipitatbildung. Das modifizierte
Protein konnte einer analytischen Affinitdtschromatographie unterzogen werden. Das Profil
zeigte zwel Proteinspezies, deren Elution bei einer lonenstérke von 0,22 M bzw. 0,27 M NaCl
erfolgte. Die Hauptfraktionen der Chromatographie wurden vereint und nach Konzentrati-
ons-Bestimmung elner weiteren Modifikation unterzogen: 1 h 0,5 % Phenylglyoxa (Arglll).
Diese Reaktion zeigte wieder deutlich mehr Préazipitatbildung und fihrte zur Inaktivierung
der Bindung von alVI/V an Heparin.
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45 resen von alVI/V nach Arginin-Modifikation. Die Profile

der Chromatogramme von Argll (A) und Arglll (B) an Hepa-
rin-Sepharose geben die Absorption bei 226 nm (—), den
NaCl-Gradienten (-- -) und die fur Arglll vereinigten Fraktio-
nen (----) wieder. Die Pfeile markieren die unterschiedlichen
31- Proteinspezies von Argll. Das Profil von nicht-modifiziertem

alVI/V istin Abb. 26A (Seite 67) dargestellt. Die SDS-PAGE

(C) zeigt alVI/V (1) Argl (2) Argll (3) und Arglll (4) nach
21- C nicht-reduzierender Auftrennung und Coomassie-Farbung.

Die Ergebnisse lassen auf die Beteiligung sowohl von Lysin as auch Arginin an der
Heparinbindung von al1V1/V schlief3en. Die vollstdndige Modifikation der Arginine flhrte
zur Unlodlichkeit des Proteins. Die schonende Variante der Phenylglyoxylierung macht
eine unvollstandige Modifikation mdglich, worauf auch das Entstehen von nur zwei Spezies
hindeutet.
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3.3.6.2 Mutationsstudie zur Lokalisierung der Bindungsstellen

Die LN-Module der Laminine al, o2, 3B und o5 interagieren mit sulfatierten
Liganden (Abschnitt 3.3.4). Durch eine Mutationsstudie sollten die korrespondierenden
Bindungsepitope auf ol VI/V lokalisiert werden. Da die Struktur des LN-Moduls ungeldst
ist, lagen keine Informationen iiber die Ladungsverteilung auf der Oberfldche sowie expo-
nierte Aminosduren vor. Eine Auswahl der zu mutierenden Aminosduren fand iiber Se-
quenzvergleich der LN-Module der Laminin a-Ketten statt. Dabei wurde das unterschiedli-
che Bindungsverhalten an Heparin beriicksichtigt: alVI/V und o2VI/V binden deutlich,
die Bindung von a3BVI/V liegt unterhalb der physiologischen Relevanz, a5VI/V bindet
nicht. Basische Reste, die in a1l VI/V und a2VI/V konserviert vorliegen, sollten bevorzugt
in den iibrigen Ketten fehlen. aul-*R entspicht beispielsweise 02-"°R, jedoch keinem basi-
schen Rest in 03B und o5. Uber alle Ketten konservierte Aminoséuren, wie sie besonders
im C-terminalen Bereich der Module auftreten, sind mutmaBlich nicht verantwortlich fiir
das unterschiedliche Verhalten der Proteine, sondern haben strukturgebende Funktion.

Die fiir die Substitution gegen Alanin ausgewdhlten Aminosduren in ol VI/V sind in

Abb. 30 vergleichend zu den Lamininen o2, oe3B und o5 dargestellt.

ol 25 Lo .QORGLFPAI LNLATNAHIS ANATCGEKGP ......... E MFCKLV.... .EHVPGRPVR 69
o2 20 SQTQRRQSQA HQQRGLFPAV LNLASNALIT TNATCGEKGP ......... E MYCKLV.... .EHVPGQPVR 75
o3B 32 ...VVGQDHP MSSRSLHPPY FNLAQAARIW ATATCGERDP ..EVSRPRPE LFCKLVGGPA AQGS.GHTIQ 95
ob 41 ... .. RTPG GDGFSLHPPY FNLAEGARIT ASATCGEEAP TRSVSRPTED LYCKLVGGPV AGGDPNQTIQ 104
ol 70 HAQCRVCDGN STNPRERHPI SHAIDGTNNW WQSPSIQNGR EYHWVTVTLD LRQVFQVAYI IIKAANAPRP 139
o2 76 NPQCRICNQN SSNPYQRHPI TNAIDGKNTW WQSPSIKNGV EYHYVTITLD LQQVFQIAYV IVKAANSPRP 145
03B 96 GQFCDYC..N SEDSRKAHPA SHAIDGSERW WQSPPLSSGT QYNQVNLTLD LGQLFHVAYI LIKFANSPRP 163
ob 105 GQYCDIC..T AANSNKAHPV SNAIDGTERW WQSPPLSRGL EYNEVNVTLD LGQVFHVAYV LIKFANSPRP 172
ol 140 GNWILERSVD .GVKFKPWQY YAVSDTECLT RYKITPRRGP PTYRADNEVI CTSYYSKLVP LEHGEIHTSL 208
o2 146 GNWILERSLD .DVEYKPWQY HAVTDTECLT LYNIYPRTGP PSYAKDDEVI CTSFYSKIHP LENGEIHISL 214
o3B 164 DLWILERSVD FGSTYSPWQY FAHSRRDCVE QFG...QEAN MAITQDDQML CVTEYSRIVP LENGEIVVSL 230
ob 173 DLWVLERSTD FGHTYQPWQF FASSKRDCLE RFG...PRTL ERITQDDDVI CTTEYSRIVP LENGEIVVSL 239
ol 209 INGRPSADD. .PSPQLLEFT SARYIRLRLQ RIRTLNADLM TLSHRDLRDL DPIVTRRYYY SIKDISVGGM 276
o2 215 INGRPSADD. .PSPELLEFT SARYIRLRFQ RIRTLNADLM MFAHKDPREI DPIVTRRYYY SVKDISVGGM 282
03B 231 INGRPGAKKF AFSDTLREFT KATNIRLRFL RTNTLLGHLI SKAER..... DPTVTRRYYY SIKDISVGGR 295
ob 240 VNGRPGALNF SYSPLLRDFT KATNIRLRFL RTNTLLGHLM GKALR..... DPTVTRRYYY SIKDISIGGR 304

Abb. 30: Sequenzvergleich der LN-Module der Laminine o, o2, o3B und o5. Die basischen Aminosiuren
R und K sind fett dargestellt. Gegen A substituierte Aminosduren sind grau unterlegt.

Es wurden insgesamt 8 Lysine und 18 Arginine gegen Alanin ausgetauscht. Die
Bezeichnung der Mutanten resultiert aus der zu substituierenden Aminosédure und der nu-
merischen Abfolge der Positionen. Die Einfithrung der Substitutionen wurde mittels PCR-
Mutagenese erreicht. Die hierfiir eingesetzten Oligonukleotide werden in Tab. 20 beschrie-

ben.
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Tab. 20: Oligonuklectide fur die Klonierung der Mutanten von alVI/V-BM. Den Bezeichnungen der
Oligonukleotide (Bez.) werden die resultierenden Mutanten, die Position der Mutation (Pos.), die Richtung
(5-3, strangabwaérts 3-5', strangaufwérts) und die Sequenz der Oligonukleotide zugeordnet. Die mutierten
Basen sind fett dargestellt.

Bez. Mutante Pos. Richtung 5'-3-Sequenz

o1 5-3 GCCCCGCTAGCACAGCAGAGAGGCTTGTTCC

06 3-8 TCAGTTAGCGGCCGCTCACTCGGAGCAGCCCTCGG
015 K1 51 5-3 CCTGTGGAGAGGCGGGGCCTGAGATGTTCTGC

016 3-8 CTCAGGCCCCGCCTCTCCACAGGTAGCATTGG

o17 K2 58 5-3 GATGTTCTGCGCACTCGTGGAGCACGTGCC

018 3-5 GCTCCACGAGTGCGCAGAACATCTCAGGCCC

0o19 K3 132 5-3 CATCATCATTGCAGCTGCCAATGCCCCTCG

020 3-8 GCATTGGCAGCTGCAATGATGATGTATGCAACTTGAA
021 K4 152 5-3 GGATGGCGTCGCGTTCAAACCCTGGCAGTAC

022 3-8 GGGTTTGAACGCGACGCCATCCACGGAGC

023 K5 154 5-3 GGCGTCAAGTTCGCACCCTGGCAGTACTATGCC

024 3-8 GCCAGGGTGCGAACTTGACGCCATCCACG

025 K6 171 5-3 CCCGCTACGCAATAACTCCACGGCGGGG

026 3-5 CCGTGGAGTTATTGCGTAGCGGGTCAAACACTCTG
o027 K7 195 5-3 CGTATTATTCAGCGCTGGTGCCACTTGAACATG

028 3-8 GGCACCAGCGCTGAATAATACGAGGTGCAGATG
029 K8 269 5-3 CTATTCGATAGCAGACATTTCCGTTGGAGGC

030 3-5 CGGAAATGTCTGCTATCGAATAGTAATAACGTCTTG
031 R1 27 5-3 GCCCCGCTAGCACAGCAGGCAGGCTTGTTCCCTGCCATTC
032 R2/3 66/69 5-3 GGGCGCGCCTGTTGCACACGCCCAATGCCGGG

033 3-8 GGGCGTGTGCAACAGGCGCGCCCGGCACGTGCTCC
034 R2 66 5-3 GCACGTGCCGGGCGCGCCTGTTCGACACGCCC

035 3-8 CGAACAGGCGCGCCCGGCACGTGCTCC

036 R3 69 5-3 CGGGCCGGCCTGTTGCACACGCCCAATGCCGGG
037 3-8 GGGCGTGTGCAACAGGCCGGCCCGGL

038 R4 74 5-3 CGCCCAATGCGCGGTCTGTGACGGTAACAGT

039 3-8 CCGTCACAGACCGCGCATTGGGCGTGTCGAAC

040 R5/6 84/86 5-3 CGAATCCTGCAGAGGCCCATCCGATATCACACGC
041 3-8 CGGATGGGCCTCTGCAGGATTCGTACTGTTACCG
042 R7 109 5-3 CAGAATGGGGCAGAGTATCACTGGGTCACTG

043 3-8 CCAGTGATACTCTGCCCCATTCTGAATACTGGGG
044 RS 121 5-3 CCCTGGACTTAGCGCAGGTCTTTCAAGTTGCAT

045 3-8 GAAAGACCTGCGCTAAGTCCAGGGTGACAGTG

046 R9 169 5-3  GTTTGACCGCCTACAAAATAACTCCACGGC

o47 3-8 GGAGTTATTTTGTAGGCGGTCAAACACTCTGTATCGC
048 R10/11 175/176 5-3 GCTACAAAATAACTCCAGCGGCGGGACCTCCCACTTACAG
049 3-5 GGTCCCGCCGCTGGAGTTATTTTGTAGCGGG

050 R12 182 5-3' CCCACTTACGCAGCAGACAACGAAGTCATCTG

051 3-8 CGTTGTCTGCTGCGTAAGTGGGAGGTCCCCG

052 R13 212 5-3 CTCATCAATGGCGCACCCAGCGCTGACGACCC

053 3-8 GCGCTGGGTGCGCCATTGATGAGTGATGTGTG

054 R14 229 5-3 CCTCAGCAGCGTACATTCGCCTTCGTCTGC

055 3-8 GGCGAATGTACGCTGCTGAGGTGAATTCCAGC

056 R15/16 232/234 5-3 GCGTACATTGCCCTTGCTCGTCAGCGCATCAGAACAC
057 3-5 GACGAGCAAGGGCAATGTACGCTGCTGAGGTG

058 R15 232 5-3 CGGTACATTGCCCTTCGTCGTCAGCGCATC

059 3-5 GACGACGAAGGGCAATGTACCGTGCTGAGGTG

060 RI16 234 5-3 CATTCGCCTTGCTCGTCAGCGCATCAGAACAC

061 3-5 GCGCTGACGAGCAAGGCGAATGTACCGTGCTG

062 R17 239 5-3 GCAGCGCATCGCAACACTCAACGCAGACCTC

063 3-8 GCGTTGAGTGTTGCGATGCGCTGCAGACGAAGG
064 RI18 251 5-3 CCCTTAGCCATGCGGACCTCAGAGACCTTGAC

065 3-5 CTGAGGTCCGCATGGCTAAGGGTCATGAGG
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Im ersten Schritt der zweistufigen Fusions-PCR wurden das 5'- und das 3'-Fragment
der jeweiligen Mutante in separaten Reaktionen erzeugt. Das 5'-Fragment ergab sich aus
dem Einsatz von O1 und dem strangaufwarts-gerichteten Oligonukleotid der Mutante; das
3'-Fragment aus O6 und dem strangabwarts-gerichteten Oligonukleotid. Im zweiten Schritt
wurden die Fragmente miteinander fusioniert und anschlief3end durch Zugabe beider termi-
nalen Oligonukleotide (O1 und O6) amplifiziert. Eine Ausnahme machte die Klonierung
der Mutante R1: Die EinfUhrung der Mutation an Position 27 war mittels 5'-tberhangen-
dem Oligonukleotid (O31) moglich, welches zusétzlich die Nhel-Schnittstelle enthielt. Die
Polymerisation erfolgte direkt durch Standard-PCR mit O6 und O31. Die Klonierung der
mutierten Fragmente erfolgte Gber Nhel/Notl in den Expressionsvektor pCEP-Pu wie in
Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Die korrekte Sequenz der PCR-Produkte und deren Insertion
im richtigen Leserahmen wurde durch DNA-Sequenzierung bestétigt.

Die Mutanten K2, R15/16, R15 und R16 konnten nicht zur stabilen Expression
gebracht werden. Durch Hybridisierung mit a1V I-spezifischer cDNA-Sonde nach Northern-
Blot wurde die Transkription der mRNA dieser Fragmente bestétigt. Daher ist ein negati-
ver Einfluss der Substitution auf die Struktur dieser vier Proteine denkbar. Alle Ubrigen 22
Mutanten konnten in vergleichbarer Effizienz wie alVI/V-BM exprimiert und gereinigt
werden. Die Reinigung erfolgte analog der des Wildtyps tber Affinitdtschromatographie
und Gelfiltration (Abschnitt 3.1.2.4). Die aufgereinigten Proteine eluierten in der Gelfiltra-
tion nach dem gleichen Volumen wie der Wildtyp. Die SDS-Elektrophorese zeigte fur alle
Mutanten eine molekulare Masse von 62 kDa unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Die
Antikorper-Titrationen ergaben gleiche Titer verglichen mit dem Wildtyp. Diese Parameter
deuten auf monomere Proteine ohne Fehlfaltung hin.

Zur Lokalisierung von Bindungsstellen wurden die gereinigten 22 Mutanten auf ihre
Bindungsaktivitdten im Vergleich mit dem Wildtyp getestet. Hierfir wurden folgende
Methoden eingesetzt: anaytische Affinitatschromatographie (Heparin) und Ligandenbin-
dungstest (Sulfatid, Perlecan Fragment Vc). Die Ergebnisse sind in Tab. 21 zusammen-
gefasst.
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Tab. 21: Effekt der Alanin-Mutagenese in Laminin alVI/V-BM auf die Bindungseigenschaften.
Mutierte Reste sind fett dargestellt. Keine Bindung (k.B.).

Mutante Mutierte Position der Bindungsaktivitéten fir
Sequenz  mutierten Sequenz Heparin Sulfatid Perlecan Fragment Vc
[M NaCl] [nM] [nM]
WT - 0,27 20 40
K1 CGEKGP 51 0,27 35 35
K2 MFCKLV 58 keine stabile Expression
K3 IHTKAA 132 0,27 70 100
K4 GVKFKP 152 0,27 30 40
K5 GVKFKP 154 0,27 20 85
K6 TRYKIT 171 0,27 15 45
K7 YYSKLV 195 0,25 200 40
K8 Y SIKDI 269 0,26 50 100
R1 QQRGLF 27 0,27 40 45
R2/3 GRPVRH 66/69 0,21 600 40
R2 GRPVRH 66 0,24 200 50
R3 GRPVRH 69 0,24 200 45
R4 QCRVCD 74 0,24 80 60
R5/6 NPRERH 84/86 0,24 350 k.B.
R7 ONGREY 109 0,27 40 40
R8 LDLRQV 121 0,27 40 80
R9 CLTRYK 169 0,27 70 75
R10/11 TPRRGP 175/176 0,24 250 k.B.
R12 PTYRAD 182 0,25 40 50
R13 INGRPS 212 0,27 80 40
R14 SARYIR 229 0,27 20 125
R15/16 YIRLRL 232/234 keine stabile Expression
R15 YIRLRL 232 keine stabile Expression
R16 IRLRLQ 234 keine stabile Expression
R17 QRIRTL 239 0,25 60 125
R18 SHRDLR 251 0,27 70 80

Zur Vereinfachung der Ergebnisse der Studie folgt in Tab. 22 eine Gewichtung der

Effekte abhangig von den untersuchten Liganden.

Tab. 22: Gruppierung der Mutanten nach Stérke ihrer Effekte. Die Zahlen in Klammern geben die
Sequenzposition mutierter Reste an (vgl. Abb. 31, Seite 81).

Ligand Effekt der Mutation
gering moderat stark
Heparin K7 (195) R2 (66) R2/3 (66/69)
K8 (269) R3 (69)
R4 (74)
R5/6 (84/86)
R10/11 (175/176)
Sulfatid R4 (74) K7 (195) R2/3 (66/69)
R9 (169) R2 (66) R5/6 (84/86)
R3 (69) R10/11 (175/176)
Perlecan Fragment V¢ K5 (154) K3 (132) R5/6 (84/86)
R9 (169) K8 (269) R10/11 (175/176)
R18 (251) R14 (229)

R17 (239)
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8 der insgesamt 22 Mutanten hatten keinen Effekt auf die Bindungseigenschaften.
6 zeigten geringen Effekt, 10 moderaten Effekt und 3 Mutanten zeigten starken Effekt auf
mindestens eine der untersuchten Bindungen. Die Projektion der Ergebnisse auf die

Sequenz des LN-Moduls von Laminin ol (Abb. 31) zeigt die eindimensionale Anordnung

der Epitope mit starkem Effekt im Vergleich zu den {ibrigen a-Ketten.

*
ol 25 Lo .QORGLFPAI LNLATNAHIS ANATCGEKGP ......... E MFCKLV.... .EHVPGE?VE 69
o2 20 SQTQRRQSQA HQQRGLFPAV LNLASNALIT TNATCGEKGP ......... E MYCKLV.... .EHVPGQPVR 75
o3B 32 ...VVGQDHP MSSRSLHPPY FNLAQAARIW ATATCGERDP ..EVSRPRPE LFCKLVGGPA AQGS.GHTIQ 95
ob 41 ... .. RTPG GDGFSLHPPY FNLAEGARIT ASATCGEEAP TRSVSRPTED LYCKLVGGPV AGGDPNQTIQ 104
A
ol 70 HAQCRVCDGN STNPEEEHPI SHAIDGTNNW WQSPSIQNGR EYHWVTVTLD LRQVFQVAYI IIKAANAPRP 139
o2 76 NPQCRICNQN SSNPYQRHPI TNAIDGKNTW WQSPSIKNGV EYHYVTITLD LQQVFQIAYV IVKAANSPRP 145
03B 96 GQFCDYC..N SEDSRKAHPA SHAIDGSERW WQSPPLSSGT QYNQVNLTLD LGQLFHVAYI LIKFANSPRP 163
ob 105 GQYCDIC..T AANSNKAHPV SNAIDGTERW WQSPPLSRGL EYNEVNVTLD LGQVFHVAYV LIKFANSPRP 172
A
ol 140 GNWILERSVD .GVKFKPWQY YAVSDTECLT RYKITPEEGP PTYRADNEVI CTSYYSKLVP LEHGEIHTSL 208
o2 146 GNWILERSLD .DVEYKPWQY HAVTDTECLT LYNIYPRTGP PSYAKDDEVI CTSFYSKIHP LENGEIHISL 214
o3B 164 DLWILERSVD FGSTYSPWQY FAHSRRDCVE QFG...QEAN MAITQDDQML CVTEYSRIVP LENGEIVVSL 230
ob 173 DLWVLERSTD FGHTYQPWQF FASSKRDCLE RFG...PRTL ERITQDDDVI CTTEYSRIVP LENGEIVVSL 239
ol 209 INGRPSADD. .PSPQLLEFT SARYIRLRLQ RIRTLNADLM TLSHRDLRDL DPIVTRRYYY SIKDISVGGM 276
o2 215 INGRPSADD. .PSPELLEFT SARYIRLRFQ RIRTLNADLM MFAHKDPREI DPIVTRRYYY SVKDISVGGM 282
03B 231 INGRPGAKKF AFSDTLREFT KATNIRLRFL RTNTLLGHLI SKAER..... DPTVTRRYYY SIKDISVGGR 295
ob 240 VNGRPGALNF SYSPLLRDFT KATNIRLRFL RTNTLLGHLM GKALR..... DPTVTRRYYY SIKDISIGGR 304

Abb. 31: Bindungsepitope auf dem LN-Modul von Laminin ol und Sequenzvergleich mit den Lamininen
o2, 03B und aS. Die Mutanten ohne, mit geringem oder moderatem Effekt sind grau unterlegt. Epitope mit
starkem Effekt auf eine Bindung sind mit einem Stern (Heparin) bzw. einem Dreieck (PgVc) gekennzeichnet
oder schwarz unterlegt (Sulfatid). Mutanten, die nur instabil produziert werden konnten, sind fett ohne Unter-
legung dargestellt. Basische Reste der Ketten 02, 3B und a5, die parallel zu den lokalisierten Bindungs-
epitopen liegen, sind unterstrichen.

Es wurden drei nicht-zusammenhéngende Bindungsepitope lokalisiert, die starken
Einfluss auf die Bindung sulfatierter Liganden zeigten (R2/3, R5/6, R10/11). Alle drei
Mutationen fiihrten zur Beeintrdchtigung der Sulfatidbindung um Faktor 12,5 bis 30. Nur
die Mutation R2/3 fiihrte zu einer Verschlechterung der Bindung des Fragmentes an Hepa-
rin um ca. 25 %. Die beiden Mutationen R5/6 und R10/11 fithrten zur Eliminierung der
Bindung an das Heparansulfat von Perlecan Fragment Vc.

Bei der Bindung fiir Heparin und Sulfatid lisst sich ein additiver Effekt mehrerer
Reste moderaten bzw. starken Effektes vermuten. Daher erscheinen Folgerungen aus dem
Sequenzvergleich wenig sinnvoll. Der Vergleich der o-Ketten ldsst keine Konservierung
basischer Reste (R oder K) innerhalb des Bindungsepitops R2/3 erkennen. Die Sequenzen
parallel zur Mutation enthalten ein Arginin in o2, aber keine basische Aminosiure in 03B
und o5. Die Bindung an die Heparansulfate von Perlecan Fragment Vc wird durch die

Mutationen R5/6 und R10/11 inaktiviert. In der Sequenz von a2 ist jeweils ein Arginin der



82 Ergebnisse

Epitope konserviert. a3B und a5 enthalten nur parallel zu jeweils einem Epitop ein
Arginin. Diese Vertellung basischer Aminosauren in den Isoformen korreliert mit deren
unterschiedlichen Bindungsaktivitdten gegentber den Heparansulfaten. In al und a2 be-
findet sich in Nachbarschaft zu R10/11 je ein Tyrosin in Position + 5 relativ zum Epitop.
Die Substitution einzelner Aminosduren kann zur Konformationsdnderung des
Proteins fihren und sich somit negativ auf das Bindungsverhalten auswirken. Daher wurde
eine CD-spektroskopische Analyse der drei Mutanten mit starkem Effekt vorgenommen.
Im Vergleich mit dem Spektrum von alVI/V-BM zeigten sich keinerlel Unterschiede.
Zusammen mit den Ergebnissen aus den Antikorper-Titrationen kann ein Einfluss der

Substitution auf die Struktur der M utanten weitgehend ausgeschl ossen werden.

3.4 Immunologische Unter suchungen

3.4.1 Herstellung und Charakterisierung von Antiseren

Die rekombinanten Fragmente VI/V der murinen Laminin a-Ketten dienten der Her-
stellung der in Abb. 32A beschriebenen polyklonalen Kaninchen-Antiseren. Das Antise-
rum Anti-al lag bereits vor (Ettner et al., 1998). Die Titer der Seren wurden durch ELI1SA-
Titration bestimmt (Abb. 32B). Die Antiseren wurden fur die Identifizierung der Proteine
in Immunmarkierungen und die Evaluierung im Ligandenbindungstest sowie im Radioim-
muntest eingesetzt. Fur immunologische Untersuchungen von Geweben wurden die Seren
Anti-a3B und Anti-a5 affinitdtsgereinigt. Titer und Kreuz-Reaktivitét der gereinigten Seren
(Anti-a3B*, Anti-a5*) wurden in einer weiteren ELISA-Titration ermittelt (Abb. 32C).
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A Bezeichnung Beschreibung Titer
Anti-al Anti-LnalVI/vV 1:10.000
Anti-a2 Anti-Lna2VI/VvV 1:10.000
Anti-a3B Anti-Lna3BVI/V 1:10.000
Anti-ab Anti-Lna5VI/V 1:1.000
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Abb. 32A-C: Antiseren gegen die Fragmente VI/V (A) und ELISA-Titrationen zur Bestimmung der
(Kreuz-) Reaktivitaten. Die Titrationen in (B) zeigen Anti-al vs. alVI/V (O), Anti-a2 vs. a2VI/V (0),
Anti-a3B vs. a3BVI/V (2), Anti-a5 vs. abVI/V (V). Der Titer ergab sich aus der Antikorper-Verdiinnung, wel-
che der halbmaximalen Bindung zugeordnet werden konnte. Die (Kreuz-) Reaktivitéten der gereinigten An-
tiseren Anti-a3B* und Anti-a5* (C) wurden ermittelt durch: Anti-a3B* vs. a3BVI/V (a), Anti-a3B* vs.
abVI/NV (V), Anti-a5* vs. a5VI/V (¥), Anti-a5* vs. a3BVI/V (A). Beide Antiseren zeigten bei halbmaxima-
ler Bindung ihrer Antigene keine Kreuzreaktion.

3.4.2 Lokalisierung der Laminin-Ketten a3B und a5 in Geweben

Antiseren gegen rekombinante N-terminale Fragmente von a3B und a5 waren bisher
nicht zugénglich. Mit Anti-a3B stand erstmals ein Antiserum zur Verfigung, welches
alein gegen die a3B-1soform gerichtet ist und eine Differenzierung zur a3A-Kette zul&sst.
Die gereinigten Antiseren Anti-a3B* und Anti-a5* ermdglichten die Durchfihrung immu-
nologischer Studien zur Verteilung dieser Isoformen in murinen Geweben. Hierfir wurden
Gewebeschnitte unterschiedlicher Entwicklungsstadien mittels indirekter Immunfluores-

zenz analysiert.
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Die Expressionsmuster von a3-Ketten wurden mittels der Antiseren Anti-a3B* und
Anti-Lna3Allla (Anti-a3*) untersucht (Abb. 33). Wéhrend sich Anti-a3B* nur gegen den
N-Terminus von a3B richtet, erkennt Anti-a3* (Sasaki et al., 2001) die Doméane 1A
beider Laminin a3-Ketten (vgl. Abb. 4, Seite 5).

Beide Antikorper erzeugten in der Haut eine deutliche Anfarbung der BM-Zonen, die
der Epidermis unterliegen und Haarfollikel umschlief3en. Die BM des schuppenartig geschi-
chten Epitheliums mucosae der Speiserthre wurden ebenso angefarbt, wie die der unter-
liegenden glatten Muskulatur der Lamina muscularis mucosae und der vieler Kapillaren. In
der Lunge wurde eine deutliche Anférbung fur alveolare, broncheale sowie kapillare BM
beobachtet.

Insgesamt |asst sich aus der Studie eine breite Verteilung der Laminin a3-Ketten in-
nerhalb verschiedener Entwicklungsstadien muriner Gewebe ableiten. Die Ergebnisse wei-
sen keine deutlichen Unterschiede in den Expressionsmustern beider a3-Ketten aus.

Abb. 34 zeigt die Gewebeverteilung von a5VI/V in Haut, Niere und Skelettmuskel.
Zusétzlich wurden Doppelfarbungen mit monoklonalem Anti-mNdl angefertigt. Dieser
Antikdrper richtet sich gegen murines Nidogen-1. Die Kolokalisation einer Laminin-Kette
mit Nidogen, l&sst auf das Vorliegen terndrer Komplexe mit Kollagen 1V schlief3en.

In der Haut liegen a5VI/V und Nidogen-1 kolokalisiert in den BM der epidermal-
dermalen V erbindungszonen und der Haarfollikel vor. Nidogen-1 wurde zusétzlich in Stra-
tumschichten der auf3eren Epidermis und um Kapillaren angeférbt. Auch in Nierenrinde
wurde eine deutliche Kolokalisation beider Proteine in glomuldren und tubul&ren BM
sowie der von Kapillaren beobachtet. Im Skelettmuskel wurde a5V I1/V nur in Kapillarwan-
den und einigen Synapsen gefunden. Dort lag es kolokalisiert mit Nidogen-1 vor, welches

zusétzlich starke Farbung im muskuléren Endomysium zeigte.
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Osophagus

Abb. 33: Immunfluoreszenz-L okalisation von a3-K etten in murinen Geweben mittels Anti-a3B* (A)
und Anti-a3* (B). Es wurden Gefrierschnitte von Haut (neonatal), Osophagus (adult) sowie Lunge
(Embryo, 18,5 Tage) geférbt. Epidermis (E), Dermis (D), Basalmembran-Zone (BM), Haarfollikel (HF),
Epithelium mucosae (EM), Lamina muscularis mucosae (LM), Kapillare (K), Alveole (AV) und
Bronchus (B). Die Lange des Balkens entspricht 50 pm.
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Skelettmuskel

; o A ’ /%
Abb. 34: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung von Laminin a5 und Nidogen-1. Mittels Anti-a5* (A)
und Anti-mNd1 (B) wurden murine Gefrierschnitte von Haut (neonatal), Niere (adult) und Skelettmuskel
(adult) geférbt. Stratum corneum (SC), Kapillare (K), Glomerulus (G) und Endomysium (EY). Die Lange
des Balkens entspricht 50 pm.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Polymerisationsfahigkeit aller nicht-verkirzten Laminin
a-Ketten gezeigt. Die mal3gebliche Vermittlung dieser Aggregation wurde dem LN-Modul
zugeordnet. Fur die Analyse der Polymerisation konnten erstmals stabile rekombinante
Fragmente der N-Termini bekannter a-Ketten dargestellt werden, die ein LN-Modul
enthalten. Die Grundlage hierfur wurde durch die Komplettierung der Sequenzen bzw. die
Ermittlung der N-terminalen Grenzen der Proteine geschaffen. Ein weiteres Bestreben lag
in der Analyse der Interaktion mit den potentiellen Modulatoren der Selbstaggregation.
Das Bindungsverhalten der LN-Module gegentiber sulfatierten Liganden konnte quantifi-
ziert und die korrespondierenden Bindungsepitope auf alVI/V lokalisiert werden. Wichtige
molekulare Eigenschaften der Proteine wurden mittels biophysikalisch-chemischer Metho-
den analysiert und die Gewebeverteilung der Laminin-Ketten a3B und a5 immunologisch

untersucht.

4.1 Molekulare Eigenschaften der N-ter minalen Regionen muriner Laminin a-Ketten

Die Sequenzen der N-terminalen Regionen und der Signalpetide von Lna3B und
Lna5 wurden durch RT-PCR um 49 bzw. 83 Aminosauren vervollstéandigt. Durch Klonie-
rung der Fragmente VI/V mit ihren authentischen Signalpeptiden und Sequenzierung der
prozessierten Proteine konnten deren N-terminalen Grenzen bestimmt bzw. im Falle von
Lnal bestétigt werden (Sasaki et al., 1988). Lna2 ist nach Prozessierung um 11 Aminosau-
ren langer, als bisher postuliert (Bernier et al., 1995).

Die Grof%e der LN-Module variiert von 253 bis 264 Aminosauren, die ihrer Signal-
peptide von 19 bis 40. Der Vergleich der LN-Module zeigt ein hochkonserviertes Cystein-
Verteilungsmuster, welches durch einige Sequenzlticken unterbrochen wird. a1VI/V und
a2VI/V besitzen zwei, a3BVI/V ene und a5VI/V drei potentielle N-Glykosylierungs-
stellen. Die Verwandtschaft zwischen den Kettenpaaren al/2 bzw. a3B/5 drickt sich im
Sequenzvergleich sowie deren Identitdten aus und korreliert mit ihren evolutiondren Bezie-
hungen (Marinkovich et al., 1992a; Miner et al., 1995). Die Unterschiede in der Oligosac-
charid-Substitution und der Sekundérstruktur stiitzen diesen Befund.
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Die Expression von Einzeldomanen modularer Proteine ist nicht immer mdoglich
(Talts et al., 1998; Andac et al., 1999; Friedrich et al., 1999) und gelingt nur, wenn diese
eigene Faltungseinheiten darstellen. Anhand der Expressionsstudie mit N-terminalen Kon-
strukten unterschiedlicher Lange wurde die notwendige Stabilisierung des LN-Moduls von
Lnal durch drel LE-Module gezeigt. Die hergestellten Fragmente VI/V der Ketten al und a2
enthalten die vier LE-Module der gesamten Doméne V, die der Ketten a3B und a5 wurden
mit drei LE-Modulen kloniert.

Alle Fragmente VI/V wurden in vergleichbarer Ausbeute effizient exprimiert und ge-
reinigt. In der SDS-PAGE wanderten die gereinigten Proteine als Einzel- oder Doppel banden.
Da durch N-terminale Sequenzierung nur eine Sequenz detektiert wurde, ist das Auftreten
von Doppelbanden infolge unterschiedlicher Glykosylierung wahrscheinlich. Alle Frag-
mente VI/V zeigten unter reduzierenden Bedingungen eine leicht verminderte Wande-
rungsgeschwindigkeit. Die Offnung interner Disulfidbriicken deutet auf korrekte Cystein-
verbriickung hin und wurde fir alVI/V bereits beschrieben (Ettner et al., 1998). Elektro-
nenoptische Aufnahmen der Fragmente VI/V zeigten stabformig angeordnete LE-Tandems
und globuldre LN-Module, wie bereits fir Fragment E4 bzw. alVI/V gezeigt wurde (Beck
et al., 1990; Yurchenco & Cheng, 1993; Ettner et al., 1998). a3BVI/V erschien als vergro-
[3erte globulére Struktur ohne sichtbare Unterteilung in die Doméanen. Méglicherweise sind
hierfur unspezifische Bindungsvalenzen zwischen dem LN- und den LE-Modulen urséch-
lich, die ein Anliegen des L E-Tandems an den LN-Globulus bewirken. Die korrekte Faltung
aler Fragmente VI/V wurde durch Circular-Dichroismus und Proteaseresistenz bestétigt.
Die Elutionen in den Gelfiltrationen deuten auf monomore Proteine hin.

Die gezeigten Proteaseresistenzen bestdtigten auf3erdem die korrekte Cysteinver-
briickung der einzelnen Module. Die proteolytische Degradation der Fragmente |&sst sich
fUr die Abspaltung des LN-Moduls vom LE-Tandem einsetzen, was fur die Herstellung der
Fragmente V-P ausgenutzt wurde. Die Sequenzanalyse der Pepsin-generierten Fragmente
von alVI/V veranschaulicht die eingeschrankte Proteaseresistenz des LN-Moduls und die
Proteasestabilitét der LE-Module. Ferner ergaben sich Hinweise auf das Verbrickungs-
muster der sechs Cysteine des LN-Moduls. Demnach ist die Verbrickung der Cysteine
1 bis 4 sowie die der Cysteine 5/6 wahrscheinlich. Eine genaue Zuordnung beider Disulfid-
bricken innerhalb der Gruppe C1 bis C4 war nicht mdglich. Innerhalb der LE-Module sind
die Cysteine wie folgt verbrickt: C1-C3, C2-4, C5-C6 und C7-C8 (Stetefeld et al., 1996).
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Laut CD-Analyse enthalten die Proteine 24 bis 49 % b-Struktur und einen geringen
a-helikalen Anteil. a3BVI/V und a5VI/V enthalten deutlich mehr b-Strukturen. Eine Be-
einflussung der Sekundérstruktur des gesamten Laminin-1-Molekuls durch die substituier-
ten Oligosaccharide wurde nicht gezeigt (Dean et al., 1990), ist fur kleine Fragmente
jedoch nicht auszuschlief3en.

Die Fragmente VI/V sind mit 3 bis 11 Glukosamin (GIkN)-K etten substituiert, al/2
enthalten aulRerdem 1 bis 2 Moleklle Galaktosamin (GalN), was vorhergehende Studien
mit alVI/V bestétigt (Ettner et al., 1998). Das Hexosamin-Verhéltnis von al/2 macht den
komplexen Oligosaccharidtyp wahrscheinlich, da dieser vornehmlich GIKN sowie einige
GalN-Reste enthalten kann (Kornfeld & Kornfeld, 1985). Das Fehlen von Galaktosamin in
a3B/5 deutet auf den mannosereichen Oligosaccharidtyp hin, der neben Mannose aus-
schliefdlich GIkN enthdlt. a5VI/V (drei NXT/S-Sequenzen) ist mit zweifach soviel Glukos-
amin substituiert wie a3BVI/V (eine NXT/S-Sequenz), was auf eine nicht-besetzte Glyko-
sylierungsstelle hindeutet. Eine eingehende Analyse der substituierten Kohlenhydrate und
deren Struktur existiert nur fir Laminin-1, welches vorwiegend durch heterogene N-gebun-
dene Oligosaccharide des komplexen Typs substituiert ist (Fujiwara et al., 1988; Dean et
al., 1990). Die Literaturangaben stimmen mit den gefundenen Daten Uberein und deuten
auf native Glykosylierung hin. Auch die Studien zur Glykosylierung unterstreichen die
Ahnlichkeit zwischen den Kettenpaaren a1/2 und a3B/5. Die Oligosaccharide beeinflussen
die Eigenschaften substituierter Moleklle entscheidend und wirken sich besonders auf
deren Bindungsverhalten aus (Dean et al., 1990; Tanzer et al., 1993). Die unterschiedliche
Interaktion der Ketten a3B und a5 mit Heparin ist moglicherwei se Folge des hoheren Sub-
stitutionsgrades von a5V1/V, der die ionischen und sterischen Verhaltnisse des Fragmentes
verandert. Der Anteil der Substitution an den Interaktionen kdnnte durch Bindungsstudien
mit deglykosyliertem Protein untersucht werden. Die Heparinbindung der G-Domane von
Laminin al ist unabhéngig von den substituierten Kohlenhydraten (Y amaguchi et al., 2000).
Die Heparinbindungsstelle auf LnallLG4 ist abhangig von der GAG-Komposition der
Zellen und wird somit entscheidend von ionischen Nachbarschaftseffekten beeinflusst
(Hoffman et al., 2001).
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4.2 Nicht-verkirzte Laminin a-Ketten kdnnen aggr egieren

Die supramolekulare Organisation der Basalmembran konstituiert sich aus den
unabhangigen Netzwerken von Laminin und Kollagen 1V, die via Nidogen verbunden und
durch weitere Komponenten der BM stabilisiert werden (Yurchenco & O'Rear, 1994;
Timpl & Brown, 1996). Durch die steuernde Funktion in der Sekretion und der Interaktion
ihrer G-Domanen mit Heparin und Zellrezeptoren, wird den Laminin a-Ketten eine beson-
dere Rolle in der Formierung des Laminin-Netzwerkes zugesprochen (Yurchenco et al.,
1990; Yurchenco et al., 1997). Bis heute wurde die Polymerisationskompetenz der Ketten
alund a2 in Lamininen beschrieben, die aus Gewebe isoliert wurden. Die interagierenden
Module konnten jedoch nicht exakt identifizieren werden (Yurchenco et al., 1985; Yur-
chenco et al., 1992; Cheng et al., 1997).

Die Fahigkeit zur Aggregation der Laminine al, a2, a3B und a5 wurde im Rahmen
dieser Arbeit mittels Inhibition der Laminin-1-Polymerisation bestétigt und analysiert. Die
Fragmente a3BVI/V und a5VI/V bewirkten bei &guimolaren Konzentrationen eine 48 bis
69 %-ige Inhibition der Laminin-1-Polymerisation. Der Inhibitionseffekt von alVI/V und
a2V1/V lag mit 6 bis 13 % deutlich niedriger. Erst im vierfachen Uberschuss konnte eine
deutliche Inhibition erzielt werden, was mit publizierten Daten fur die Fragmente E1 und
E4 von Laminin-1 korreliert (Schittny & Yurchenco, 1990; Y urchenco et al., 1992; Yur-
chenco & Cheng, 1993).

Thermodynamische Parameter waren bisher nur fir die Affinitat zwischen N-termina-
len Fragmenten von Lnal und Lngl (E1 und E4) zuganglich. Die Dissoziationskonstante Ky
der Interaktion wurde mittels Gleichgewichts-Gelfiltration zu 1,4 uM bestimmt (Y urchen-
co & Cheng, 1993).

Die Interaktionen wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals auch durch kinetische
Analysen untersucht. Durch Plasmonresonanz-Messungen mit den rekombinanten Frag-
menten VI/V wurden die postulierten homo- und heterotypischen Interaktionen zwischen
LN-Modulen bestétigt. Die Dissoziationskonstanten der Interaktion zwischen Laminin-1
und alVI/V, a3BVI/V sowie a5VI/V (Kq = 0,02 bis 0,2 uM) bekréftigten die Ergebnisse
der Inhibitionsstudien. Eine Interaktion zwischen a2VI/V und Laminin-1 konnte durch
Plasmonresonanz nicht gezeigt werden. Dieser Befund widerspricht den Ergebnissen des
Inhibitionstests, in dem al1VI1/V und a2VI1/V vergleichbare Effekte zeigten. Im Inhibitions-
test reagieren zwei |6dliche Liganden bei 35°C miteinander. Wéahrend der Messung der

Plasmonresonanz bei RT liegt Laminin-1 Chip-gebunden vor, was die Bindung zu a2VI/V
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maoglicherweise beeinflusst hat. Ebenso kann eine Modifikation der Assoziationsbedingun-
gen hinsichtlich Dauer und Temperatur wahrend der Plasmonresonanz-Messung notwendig
sein.

Weiterhin wurden Interaktionen zwischen einzelnen Fragmenten VI/V gleicher und
unterschiedlicher Isoformen bzw. Ketten anaysiert. a3BVI/V zeigte eine um Faktor 12
schwéchere Affinitét zu LnglVI/V (Kg = 0,3 pM) as zum gesamten Laminin (Kg = 0,024 uM).
Die Bindung an sich selbst war wiederum zehnmal schwéacher (Kq = 3 uM). Diese unter-
schiedlichen Affinitdten korrelieren mit dem postulierten 3-Arm-Interaktionsmodell (Abb. 6,
Seite 7), welches die Bindung zwischen den N-Termini einer a-, einer b- und einer g-Kette
zu einer trimeren Einheit postuliert, die ein zentrales Grundelement zur weiteren Polyme-
risation darstellt (Yurchenco et al., 1993). Die isoforme Aggregation ist stark beungiinstigt
und fahrt nicht zum Aufbau der gewinschten Struktur. Die kooperative Bindung an das
gesamte Laminin begunstigt die Bildung eines Netzwerkes, da Einheiten aus drei verschie-
denen LN-Modulen entstehen.

Ausgehend von EM-Aufnahmen und Bindungsstudien mit N-terminalen Fragmenten
von Laminin-1 wurde das LN-Modul a's Polymerisations-vermittelnde Doméane der Lami-
nine postuliert, eine Beteiligung der LE-Module der benachbarten Doméne V konnte indes
nicht ausgeschlossen werden (Bruch et al., 1989; Yurchenco et al., 1992; Yurchenco &
Cheng, 1993).

Die Fragmente V-P der Ketten al und a5 zeigten in den Inhibitionsstudien dieser
Arbeit nahezu keine Bindung an Laminin-1. Dagegen fuhrten die Fragmente a2V-P und
a3BV-P im vierfachen Uberschuss zu moderater (28 %) bzw. deutlicher (57 %) Inhibition
der Polymerisation von Laminin-1. Der Inhibitionseffekt von a3BV-P sollte im aquimolarem
Verhdltnis zu Laminin-1 wiederholt werden. Im Rahmen dieser Arbeit ist dies nicht erfolgt,
da zur statistischen Absicherung des aufwendigen Tests mindestens drei Werte aufgenommen
werden mussen. Durch Plasmonresonanz konnte jedoch keine Interaktion zwischen a3BV-P
und Laminin-1 gezeigt werden. Insgesamt machen diese Ergebnisse die Hauptbeteiligung
der LN-Module dler Laminin a-Ketten an der Polymerisation wahrscheinlich. Der Beitrag
der LE-Module von a2 und a3B zur Polymerisation wirft die Frage auf, ob die N-terminal
verkirzten Laminin-Ketten (a3A, a4 und ¢2) - die kein LN-Modul, jedoch LE-Module
beinhalten - ebenfalls zu einer moderaten Polymerisation befahigt sind.

Die Aggregation von a3BVI/V und a5VI/V mit Laminin-1 sowie die Interaktion von
a3BVI/V mit sich selbst wurde gezeigt. Dies macht die Selbstaggregation von a3B und a5

enthaltenden Lamininen wahrscheinlich, wenn sie durch weitere nicht-verkirzte Ketten
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(b1, b2, g1, g3) aufgebaut werden, was fir Lnal und Lna2 bereits bestétigt werden konnte
(Cheng et al., 1997). Die Fahigkeit zur Kopolymerisation mit anderen Lamininisoformen,
konnte bisher nur fir Laminine gezeigt werden, die eine al- oder a2-Kette enthalten
(Cheng et al., 1997; Kikkawa et al., 1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit bezeigen nun
auch die Fahigkeit von a3B und a5 mit Laminin-1 kozupolymerisieren, was ebenso eine
Kopolymerisation mit a2-enthaltenden Lamininen vermuten l&sst. Durch diese Eigenschaft
kénnten Laminine auch in situ gemischte Netzwerke bilden, wodurch die wichtige supra-
molekulare Organisation weitgehend unabhangig von der Expression spezieller Laminin-

isoformen wére.

4.3 Die Interaktion mit Modulatoren der Polymerisation

Sulfatierte Liganden, wie Heparin oder Sulfatid, werden als Modulatoren der Poly-
merisation von Laminin angesehen. In vitro wird die Bildungsrate und die Dichte von
Laminin-Netzwerken durch Heparin erhéht, nicht jedoch von Heparansulfaten oder anderen
GAG-Ketten (Yurchenco et al., 1990), die ebenfalls an Laminin binden (Del Rosso et al.,
1981; Fujiwara et al., 1984). Sulfatid induziert die Lamininaggregation auf doppel schichti-
gen Phospholipiden vermutlich durch Akkumulation der lokalen Konzentration und orien-
tierte Ausrichtung der Laminin-Molekile (Kalb & Engel, 1991). Freire & Coelho-Sampaio
(2000) zeigten die Induktion der Selbstaggregation durch sauren pH. In vivo sind lokale
Erhdhungen der negativen Ladungsdichte innerhalb der Zellmembran durch polyanio-
nische Gruppen assoziierter Molekile moglich.

1989 identifizierten Kouzi-Koliakos et al. die N-Termini der Ketten von Laminin-1
as Heparin-bindende Doménen mittels elektronenoptischer Aufnahmen. Durch Studien
mit proteolytisch generierten Fragmenten von Laminin-1 wurde die Vermittlung der Hepa-
rinbindung durch das LN-Modul gezeigt (Y urchenco et al., 1990; Colognato-Pyke et al.,
1995). Ettner et al. (1998) bestétigten durch Bindungsstudien mit rekombinanten Frag-
menten Heparin und Heparansulfat des Perlecan-Fragmentes V¢ als Bindungspartner des
LN-Moduls. Roberts et al. (1985) fanden die Bindung von Sulfatid an die globuléren
Regionen der N-Termini aller kurzen Arme von Laminin-1.

Durch die Bindungsstudien dieser Arbeit wurde die Interaktion aler untersuchter

a-Ketten mit Heparin, Heparansulfat und Sulfatid gezeigt und quantifiziert. Eine Ausnah-
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me macht a5VI1/V, welches keine Bindungsaktivitét fur Heparin besitzt. Die affinitéts-
chromatographisch bestimmten Bindungsaktivitéten von alVI/V und a2VI/V an Heparin
liegen mit einer lonenstérke von 0,27 und 0,24 M NaCl deutlich tber der physiologischen
Salzkonzentration und korrelieren mit publizierten Daten (Colognato-Pyke et al., 1995;
Colognato et al., 1997; Ettner et al., 1998). a3BVI/V zeigte mit einer lonenstérke von
0,14 M NaCl moderate Bindung knapp unterhalb des physiologischen Wertes.

Fir die weitere Charakterisierung der Bindungsaktivitéten fur Heparin wurden deren
kinetische Parameter analysiert. Die durch Plasmonresonanz ermittelten Dissoziationskon-
stanten fur die Laminin-Heparin-Interaktion bestétigen die Daten der Affinitdtschromato-
graphie. Die Dissoziationskonstante fir alVI/V liegt mit 12 nM um Faktor 4 niedriger als
bisher beschrieben (K4 = 45 nM) (Nielsen & Yamada, 2001). Ebenfalls Nielsen & Y amada
fanden fUr a5VI/V mit vier LE-Modulen starke Bindung an Heparin (K4 = 9 nM), wobei
kommerzielle avidierte Sensorchips (Pharmacia Biosensor, Schweden) eingesetzt wurden.
Dieser Befund steht mit den Ergebnissen der Affinitétschromatographie und der Plasmon-
resonanz-Analyse dieser Arbeit im Widerspruch. In Testmessungen im Rahmen dieser
Arbeit flhrten die avidierten Sensorchips der Fa. Pharmacia Biosensor zu unspezifischer
Bindung der Laminin-Fragmente.

Das unterschiedliche Bindungsverhalten der Ketten kann auf unterschiedliche Modu-
|ationsmechanismen beztglich ihrer Polymerisation hindeuten. Laminin-2/4 (a2/b1/gl/b2)
kopolymerisiert mit Laminin-1 unterhalb der kritischen Konzentration seiner Selbstaggre-
gation (Cheng et al., 1997). Laminin-1 steuert somit seine Aggregation, was elne geringere
Affinitét zum vorgeschalteten Modulator voraussetzt bzw. die Interaktion mit ihm Gber-
flissig macht.

Die Bindung von Heparin geht haufig einher mit der Interaktion mit zellstandigen
HSPG sowie Zelloberflachenrezeptoren, wie Integrinen und a-Dystroglykan (Battaglia et
al., 1992; Andac et al., 1999; Sasaki et al., 1999; Tats et al., 1999; Nielsen et al., 2000).
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit gilt dies auch fur das LN-Modul der Laminin a-Ketten,
deren Interaktion mit Sulfatid und den Heparansulfatketten von Perlecan nachgewiesen
wurde. Fir ale Isoformen wurden vergleichbare Bindungsaktivitdten im Ligandenbin-
dungstest gefunden. Nur alVI/V zeigte im Vergleich zu den Ubrigen Fragmenten VI/V
funffach stérkere Bindung an die Heparansulfate von Perlecan Fragment V¢, was durch die
Kartierung der Bindungsepitope bestétigt werden konnte. Die ermittelte Bindungsstérke
(45 nM) entspricht bestehenden Daten von Ettner et al. (1998). Das Chondroitin-/Derma-
tansulfat-substituierte Perlecan Fragment |1B zeigte keine Bindung an die Fragmente VI/V.
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Heparansulfate sind Bestandteile vieler Proteoglykane der BM und der Zellober-
flache. HSPG kdnnen als Korezeptoren der Integrine fungieren (Porter & Hogg, 1998). Die
Interaktion zwischen Heparansulfaten von Perlecan und dem LN-Modul deutet auf seine
Fahigkeit hin, das Proteoglykan in die BM zu integrieren und die extrazellulare Organi-
sation zu stabilisieren. Eine derartige Struktur ist bereits fur die G-Doméne der Laminin
a-Ketten bekannt, welche an die Heparansulfate von Perlecan bindet. Durch die gleichzei-
tige Verbriickung der Molekile via Nidogen-1 entsteht ein stabiler terndrer Komplex, der
an das Kollagen 1V-Netzwerk assoziert vorliegt (Battaglia et al., 1992; Aumailley et al.,
1993). Die Heparansulfat-Seitenketten konnen die Remodellierung des Laminin-Netzwer-
kes beeinflussen, indem sie Schutz vor Proteasen bieten.

Erstmals konnte die Bindung von Sulfatid an die LN-Module der Laminine al, a2,
a3B und a5 gezeigt werden, welche bisher nur fur die G-Domane von Lnal und Lna?2 be-
kannt war (Taraboletti et al., 1990; Andac et al., 1999; Talts et al., 1999). Sulfatid dient
moglicherweise der Akkumulation von Lamininen an der Zelloberflache Uber den Polyme-
risationsprozess hinaus, um die effiziente Wechselwirkung mit Integrinen und a-Dystro-
glykan benachbarter Zellen zu unterstiitzen.

Die Interaktionen mit sulfatierten Bestandteilen der ECM verdeutlichen die wichtige
Rolle des LN-Moduls in der Organisation der BM und der Kommunikation mit Zellen.
Durch die Fragmente VI/V wurde die Grundlage geschaffen, die bestehenden Kenntnisse
der Wechselwirkungen mit a-Dystroglykan und Integrinen auszuweiten (Hall et al., 1990;
Tomaselli et al., 1990; Goodman et al., 1991; Pfaff et al., 1994; Colognato-Pyke et al.,
1995; Aumailley et al., 1996; Ettner et al., 1998; Tdts et al., 1999). Vor diesem Hinter-
grund wird auch die Frage aufgeworfen, ob die Bindung von Rezeptoren an den N-Termi-
nus von Laminin Einfluss auf die Selbstaggregation hat, wie es fur C-terminal assoziierte
Rezeptoren beschrieben wurde (Colognato et al., 1999). Auch die Aggregation von Fibro-
nektin ist Rezeptor-vermittelt (Schwarzbauer & Sechler, 1999).

4.4 Die beteiligten Bindungsepitope

Die Sulfat-Protein-Interaktion beruht zu einem tberwiegenden Teil auf elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen Sulfatgruppen und positiv

geladenen, basischen Aminosauren des Proteins. Die chemische Modifikation von Arginin
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und Lysin in alVI/V bestétigte die Beteiligung dieser Reste an der Bindung sulfatierter
Liganden. Fur die Mutationsstudie wurde die best-charakterisierte Isoform Laminin al
verwendet. Insgesamt wurden 8 Lysine und 18 Arginine in alVI/V gegen Alanin ausge-
tauscht. Vier der Mutanten konnten nicht zur stabilen Expression gebracht werden. Die
substituierten Aminosduren sind hier Uber ale Ketten konserviert, was auf ihre strukturge-
bende Funktion hindeutet. Alle Ubrigen 22 Mutanten wurden vergleichbar effizient wie
alVI/V produziert. Ihre korrekte monomere Struktur wurde durch Gelfiltration, Elektro-
phorese und Antikorper-Titration gezeigt. Mutanten mit starkem Effekt auf das Bindungs-
verhalten wurden zusétzlich CD-spektroskopisch analysiert.

8 der insgesamt 22 Mutanten hatten keinen Effekt auf die Bindungsegenschaften.
6 zeigten geringen Effekt, 10 moderaten Effekt und 3 Mutanten zeigten starken Effekt auf
mindestens eine der untersuchten Bindungen. Die drei lokalisierten Bindungsepitope R2/3,
R5/6, R10/11 sind nicht-zusammenhéngend Uber einen Bereich von 110 Resten auf dem
LN-Modul verteilt (Abb. 31, Seite 81). Die raumliche Nachbarschaft der Epitope auf der
Oberflache des Proteins ist wahrscheinlich, wie andere Studien gezeigt haben (Lander,
1994; Hohenester et al., 1999; Timpl et al., 2000). Busby et al. (1995) identifizierten ein
Heparin-bindendes Epitop auf dem Fibronektin Modul 111-13 al's kationische Grube, die ein
Heparinmol ekl aufnimmt. Die Mutanten R2/3 und R5/6 liegen innerhalb der genetischen
dy?-Deletion in Lna2 (AA 34 bis 90), die in Laminin-2/4 verminderte Heparinbindung
hervorruft (Colognato & Y urchenco, 1999). Das kann nunmehr durch die Mutationsanalyse
dieser Arbeit erkléart werden.

Alle drei Mutanten fuhrten zur Beeintréchtigung der Sulfatidbindung. Die Mutante
R2/3 bewirkte eine deutliche Verschlechterung der Bindung des Fragmentes VI/V an
Heparin. Die Mutanten R5/6 und R10/11 verursachten die Eliminierung der Bindung an
das Heparansulfat von Perlecan Fragment Vc.

Die unterschiedlichen Affinitdten der gefundenen Epitope (R2/3, R5/6, R10/11) fur
Sulfatid, Heparin und Heparansulfat sind Ausdruck der molekularen Varianzen zwischen
den untersuchten Liganden. Diese unterscheiden sich in ihren Sulfatierungsmustern und
ihrer Oligosaccharid-Zusammensetzung, was sich auf ihre elektrostatischen Eigenschaften
und ihre sterische Ausdehnung auswirkt.

Die Verteilung basischer Aminosduren in den Ketten al, a2, a3B und a5 korrelieren
mit den unterschiedlichen Bindungsaktivitdten gegentber Heparansulfat. Bei der Bindung
fUr Heparin und Sulfatid |8sst sich ein additiver Effekt mehrerer Reste vermuten, was eine

diskrete Eingrenzung der Interaktionen auf isolierte Epitope erschwert. In anderen Protein-
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isoformen wurden ebenfalls nicht-konservierte Bindungsepitope lokalisiert. Die LG-Mo-
dule Lnall G4 und Lna2L G5 beherbergen je zwel Epitope fur Heparinbindung, wovon nur
ein Paar konserviert ist (Hohenester et al., 1999; Talts et al., 1999). Auch die Hauptbin-
dungsepitope fur Heparin auf den LG4-Modulen von Lnal und Lna5 sind nicht kon-
serviert (Andac et al., 1999; Nielsen et al., 2000). Eine Beschreibung von GAG-Bindungs-
epitopen Uber die Primérsequenz der bindenden Proteine - wie sie von Cardin & Weintraub
(1989) vorgeschlagen wurde - erscheint unzureichend, wie schon andere Studien ergeben
haben (Wong & Burgess, 1998). Auch hier zeigt sich die strukturelle Variabilitét der
GAG-Interaktionen.

Die Bindungsepitope der untersuchten sulfatierten Liganden werden ausschliefdlich
durch Arginine reprasentiert, was im Vergleich zu anderen Bindungsepitopen fur GAG
einmalig ist (Busby et al., 1995; Faham et al., 1996; Andac et al., 1999; Pellegrini et al.,
2000; Utani et al., 2001). In Lnal und Lna2 befindet sich in Nachbarschaft zu R10/11 je
ein Tyrosin in Position + 5 relativ zum Epitop. Analog enthalten Heparin- und Sulfatid-
bindende Sequenzen in Lna 1L G4 benachbarte Tyrosine, ein Einfluss auf die Bindungseigen-
schaften konnte jedoch nicht gezeigt werden (Andac et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit gelang erstmals die Kristallisation eines LN-Moduls.
Durch die Lésung der Struktur von alVI/V liessen sich in Kenntnis der lokalisierten Bin-
dungsepitope Struktur/Funktions-Korrelationen vornehmen, wie esim Fall der LG-Module
gelungen ist (Andac et al., 1999; Hohenester et al., 1999; Tdlts et al., 1999; Tis et al.,
2000). Damit kdnnte die Grundlage fur die Ubergreifende Erforschung von Proteinmodulen
geschaffen werden, die in unterschiedlichen Proteinen auftreten, aber gleiche Eigenschaf-
ten besitzen (Timpl et al., 2000; Rudenko et al., 2001).

4.5 Gewebevertellung der Laminin-Ketten a3B und a5

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Antiseren gegen die N-terminalen Domé-
nen der Laminin-Ketten a3B und Laminin a5 hergestellt. Anti-a3B richtet sich ausschlief3-
lich gegen die B-Isoform der a3-Ketten.

Die immunol ogischen Untersuchungen zur Gewebeverteilung der Laminin a3-Ketten
verdeutlichte deren starke Expression in den Basalmembran-Zonen, die verschiedenen Epi-

dermis- und Epithel-Schichten unterliegen und Haarfollikel umschlief3en. Ebenso wurden
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BM vieler Kapillaren sowie die von Bronchen und Alveolen angeféarbt. Die Expressions-
muster beider a3-1soformen wiesen keine deutlichen Unterschiede auf und zeigten eine
breite Verteilung der Ketten in murinen Geweben. Diese Ergebnisse bestétigen bestehende
Daten: Doliana et al. (1997) untersuchten die Vertellung der mRNA fir a3A und a3B in
verschiedenen humanen Geweben. Abhangig vom Gewebetyp fanden sie eine leicht
breitere bzw. ghnliche Expression fur a3B-Transkripte verglichen mit denen von a3A.
Galliano et al. (1995) fanden vergleichbare mRNA-Expression beider a3-Ketten in muri-
nen Geweben, aul3er in Regionen des ZNS. Hier wurden hauptséchlich a3B-Transkripte
nachgewiesen. Auch Miner et al. (1997; 1998) fanden eine breite Verteilung der a3-Ketten,
konnten jedoch nicht zwischen den Isoformen differenzieren. Die Ergebnisse der Vertei-
lung in Haut bestétigen immunologische Studien von Ryan et al. (1999), deren Antikorper
beide I soformen von Lna3 erkannte.

Auch fur Laminin a5 wurde ein breites Vorkommen in verschiedenen BM und
Kapillaren gezeigt, was kongruent mit friheren Ergebnissen immunol ogischer Analysen ist
(Miner et al., 1997; Miner et al., 1998; Ryan et al., 1999). Die Anféarbung renaler (Sorokin
et al., 1997) und muskulérer (Patton et al., 1997) Strukturen durch Antikorper gegen Lna5
wurde ebenfalls bereits beobachtet.

Nidogen-1 ist ein ubiquitéres Protein der BM (Dziadek et al., 1988). Die Kolokaisation
von Laminin a5 mit Nidogen-1 |&sst auf das Vorliegen terndrer Komplexe mit Kollagen 1V
schlief3en, die Bestandteil intakter Basalmembranen sind (Aumailley et al., 1993; Timpl &
Brown, 1996) und durch die Laminin gl-Kette vermittelt werden (Mayer et al., 1993).

4.6 Ausblick

Die Selbstaggregation von Laminin zu Netzwerken und Filamenten spielt eine
zentrale Rolle in der supramolekularen Architektur von BM. Die Kenntnis der beteiligten
Modulatoren wird zur Ergrindung der konzertierten Prozesse beitragen, welche in die
(Re-) Konstitution der BM eingreifen. Durch neue Techniken kénnen in der Erforschung
extrazelluldrer Strukturen und ihrer Organisation neue Wege beschritten werden. Die Ana-
lyse dreidimensionaler Strukturen, ihrer Interaktionen sowie ihrer Kommunikation ist
maoglich geworden. Das Verstandnis der Wechselwirkungen kann durch die Strukturaufkl&

rung von Bindungsepitopen erhoht werden. Rekombinante Techniken erméglichen die
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Untersuchung biologischer Aktivitdten mittels Mutationsstudien sowie in embryonalen und
transgenen Modellen. Das Verstdndnis der einzelnen Konstitutionsprozesse und ihrer
Koordination ist von grof¥er Bedeutung, um assoziierte Krankheiten, wie Krebs, Muskel-
dystrophien, Neuropathien oder Wundkontraktionen, therapieren bzw. prophylaktisch diag-
nostizieren zu konnen.

Die vorliegende Arbeit hat die Grundlage fir die weitere Erforschung der LN-Module
von Laminin-Ketten geschaffen. Dieser Abschnitt greift Fragestellungen auf, die sich
direkt aus den vorgestellten Ergebnissen ergeben und Ausgangspunkt fur zukinftige
Studien sein kdnnen.

In den Proteasestudien dieser Arbeit wurde die Proteasesensitivitdt des LN-Moduls
gezeigt. Bestiinde diese auch gegeniiber Matrix-Metalloproteasen (MMP), wére die physio-
logische Relevanz mit seiner Rolle in Remodel lierungsprozessen zu erkléren, wie es auch
fur andere Molekule der ECM beschrieben ist (Werb, 1997; Mauch, 1998; Herouy et al.,
1999). Proteolytische Studien mit MMP kdnnten Aufschluss geben.

Bisher sind 4 a-, 3 b- und 2 g-Ketten bekannt, die ein LN-Modul enthalten (Abb. 4,
Seite 5). Die Ergebnisse der Plasmonresonanz-Analyse lassen die eingehende rekombi-
nante Untersuchung der Polymerisationseigenschaften aller 9 LN-Module méglich erschei-
nen und eroffnen somit neue Perspektiven in der Erforschung von Laminin-Interaktionen
und deren Regulation. Der Einfluss der sulfatierten Liganden auf die Aggregation kann
hierdurch weiter analysiert werden.

Die gezeigten Interaktionen mit sulfatierten Bestandteilen der ECM unterstreichen
die wichtige Rolle des LN-Moduls in der Regulation des Matrix-Aufbaus und der Kommu-
nikation mit Zellen. Die bestehenden Kenntnisse Uber Interaktionen der N-terminalen
Region von Lamininen mit a-Dystroglykan und Integrinen kénnen durch Bindungs- und
Zelladhasionsstudien mit den Fragmenten VI/V erweitert werden.

Neben einer Struktur/Funktions-Analyse ist durch die Lokalisierung der Bindungs-
epitope eine spezifische Untersuchung der biologischen Relevanz der Interaktionen des
LN-Moduls mit den sulfatierten Liganden méglich geworden. Durch Einsatz der Mutanten
eingeschrankter oder eliminierter Bindungsaktivitaten im Zelladhésionstest, konnten einem
Bindungsepitop mdgliche biologische Wirkungen zugeordnet werden. Sich Uberlappende
Epitope konnen auf zeitlich gestaffelte Interaktionen, z.B. innerhalb unterschiedlicher Ent-
wicklungsstadien oder regulatorische Kompetitionsmechanismen hindeuten. Im Maus-
modell kénnen einzelne Wechselwirkungen durch Mutationen der betreffenden Epitope

gezielt untersucht werden. Der funktionelle Knockout erzeugt nur den Phanotyp, der aus
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der Deletion einer definierten Funktion resultiert und ermoglicht deren spezifische Ana-
lyse. Diese kann zur Entschlisselung molekularer Grundlagen bekannter Krankheiten
flhren. Durch Mausmodelle wurde die Rolle verschiedener Laminin-Ketten sowie von
Nidogen in der Entstehung kongenitaler Muskeldystrophien oder der Epidermolysis
bullosa entdeckt (Xu et al., 1994; Wewer & Engvall, 1996; Kadoya et al., 1997; Kuang et
al., 1998; Gullberg et al., 1999) und die Mdglichkeit pranataler Diagnostik eréffnet
(Guicheney et al., 1997). Bei diesen Modellen wurden ganze Gene ausgeschaltet, was zu
deutlich komplexeren Phanotypen fihrt, as die Elimination einer Funktion. Durch die
gezielte Deletion eines LE-Moduls in Laminin-1 (Lnglll14), welches die Interaktion zu
Nidogen-1 vermittelt, konnten Mayer et al. (1998) die wichtige Rolle des Proteins in der
supramolekularen Struktur der BM unterstreichen. Der Knockout fuhrte zu ungeordneten
Ablagerungen der Nidogen-Molekile und zu fehlerhaft strukturierten BM.

Erstmals konnte im Rahmen dieser Arbeit ein Antikorper hergestellt werden, der nur
gegen a3B gerichtet ist und eine Differenzierung der a3-1soformen erlaubt. Damit er6ffnet
sich die Méglichkeit der immunologischen Erforschung von Spleif3aktivitdten und der
Kettenzusammensetzung von Lamininen, die die a3-Kette enthalten. Erste Analysen von
Extrakten der Lunge zeigen eine Isoform a3b3g2, welche al's neues Laminin-5B bezeichnet
wurde (Garbe et al., 2001).
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5 Zusammenfassung

Die Formierung des extrazelluléren Laminin-Netzwerkes wird durch die Selbst-
aggregation der N-terminalen Region der Laminin-Ketten erzeugt. Durch die steuernde
Funktion in der Sekretion und der Interaktion ihrer G-Doméanen mit Modulatoren der
Aggregation sowie Zellrezeptoren sind die a-Ketten von besonderer Bedeutung fur die
Polymerisation. Die Induktion und Modulation dieses Vorganges ist unvollsténdig geklart.
Die Ubertragung der durch Laminin-1 gewonnenen Kenntnisse in ein algemein gliltiges
Modell war bisher nicht méglich.

Diese Arbeit fuhrte zur Vervollstandigung der N-terminalen Sequenz-lInformation
der murinen Laminin-Ketten a3B und a5. Durch die Darstellung stabiler rekombinanter
Fragmente von Laminin al, a2, a3B und a5 konnten deren LN-Module erstmals fir
Studien zuganglich gemacht werden. Mit den Bindungsstudien dieser Arbeit konnte die
Fahigkeit zur Polymerisation aller nicht-verkirzten Laminin a-Ketten gezeigt werden. Das
LN-Modul wurde als mal3geblicher Vermittler der Aggregation identifiziert, welche zur
Bildung quasi-hexagonaler Strukturen fuhrt und durch sulfatierte Molekile beeinflusst
wird. Eine eingehende Analyse der Interaktion mit den potentiellen Modulatoren der
Selbstaggregation Heparin, Heparansulfat und Sulfatid konnte durch die Kartierung der
korrespondierenden Bindungsepitope auf a1VI/V vervollstandigt werden.

Mit den produzierten polyklonalen Antiseren gegen die Fragmente wurden immuno-
logische Studien zur Verteilung von a-Ketten in verschiedenen Geweben durchgefihrt.
Erstmals konnte ein Antikorper hergestellt werden, der nur gegen a3B gerichtet ist und
eine Differenzierung der a3-1soformen erlaubt.

Mit alVI/V ist erstmalig die Kristallisation eines LN-Moduls gelungen. In Kenntnis
der Bindungsepitope sowie der dreidimensionalen Struktur liesse sich eine Struktur/Funkti-
ons-Analyse anschlief3en, die zur mechanistischen sowie strukturellen Aufklarung der
Polymerisation beitragen konnte.

Die gefundenen Bindungspartner zeigen die wichtige Rolle des LN-Moduls in der
Regulation der ECM-Architektur und der Zell-Kommunikation auf. Durch die Konstruk-
tion stabiler Fragmente, die Kenntnis der Interaktionen und die Etablierung von Polymeri-
sationstests wurde die Grundlage fur die weiterfihrende Erforschung von Mechanismus
und Regulation der Polymerisation von Lamininen geschaffen. Die gewonnene Kenntnis
Uber Bindungsepitope schafft die Voraussetzung fur die Erforschung der biologischen

Relevanz in in vitro- oder in vivo-Studien.
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