
 

Elastin – Entstehung und Verbleib 
 

 

 

Kumulative Habilitationsschrift  

 

 

zur Erlangung des akademischen Grades 

 

 

doctor rerum naturalium habilitatus (Dr. rer. nat. habil.) 

 

 

vorgelegt der 

 

 

Naturwissenschaftlichen Fakultät I 

Biowissenschaften 

 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

 

 

von 

 

 

Herrn Dr. rer. nat. Christian E. H. Schmelzer 

geboren am 17. Mai 1978 in Wippra 

 

 
 

Gutachter: 

1. Prof. Dr. rer. nat. habil. Dr. h. c. Reinhard H. H. Neubert, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

2. Prof. Dr. rer. nat. habil. Thomas M. Groth, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

3. Prof. Dr. rer. nat. habil. Dieter P. Reinhardt, McGill University (Kanada) 

 

 

Einreichung:  4. November 2020 

Verteidigung:  20. Mai 2021 

Probevorlesung:  13. Juli 2021  



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für Alexandra und meine Eltern. 

 



3 

DANKSAGUNG 

Die vorliegende Habilitationsschrift basiert auf Studien, die in den Jahren von 2008 bis 2016 

am Institut für Pharmazie an der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg sowie von 

2016 bis 2020 am Fraunhofer-Institut für Mikrostruktur von Werkstoffen und Systemen 

IMWS entstanden sind. Mein besonderer Dank gilt meinem Mentor, Prof. Dr. Dr. h.c. Rein-

hard Neubert, für seine wegweisende und großzügige Unterstützung. Er gab mir die Mög-

lichkeit und die Freiheit, nach meiner Promotion meine eigene Forschung fortzuführen und 

stand mir immer mit Rat und Tat zur Seite. 

Großer Dank gilt weiterhin meinen früheren und jetzigen Mitarbeiterinnen und Mitar-

beitern, insbesondere meinen Promotions-, Master- und Diplomstudentinnen und -studen-

ten. Sie haben mit viel Fleiß, Hartnäckigkeit und Kreativität ganz entscheidend zum Gelin-

gen dieser Arbeit beigetragen. Einige, für diese Habilitationsschrift besonders wichtige Ar-

beiten und die mit ihnen in Verbindung stehenden Personen möchte ich im Folgenden ge-

sondert hervorheben. 

Dr. Samuel Taddese leistete in seinem Promotionsvorhaben wichtige Arbeiten zu elasti-

nolytischen Metalloproteasen, die den Weg für viele spätere Studien ebneten. Michael 

Jung entwickelte mit großem Geschick nicht nur Protokolle für die Isolierung Elastins aus 

verschiedenen Geweben, sondern auch analytische Methoden, um die enzymatische Schä-

digung elastischer Fasern nachvollziehen zu können. Wichtige Beiträge lieferte auch Dr. 

Christoph Ruttkies, der im Rahmen seiner Diplomarbeit die Entwicklung bioinformatischer 

Methoden für die Identifizierung von elastintypischen Quervernetzungen basierend auf 

Tandem-MS-Daten vorantrieb. Dr. Christoph Schräder gelang es dann in seiner Promotion 

mithilfe dieser und weiterer Methoden, vor allem aber mit beeindruckendem Einfallsreich-

tum und enormer Ausdauer, erstmals eine Vielzahl nativer Quervernetzungen aufzuklären 

und auf diese Weise ein besseres Verständnis für die molekulare Reifung Elastins zu schaf-

fen. Tobias Hedtke konnte im Rahmen seiner Masterarbeit und seines gegenwärtig laufen-

den Promotionsvorhabens dieses Bild durch Erkenntnisse zu höherfunktionalen Querver-

netzungen und Vorgängen des alternativen Spleißens noch deutlich erweitern und entwi-

ckelte zudem neuartige, auf Elastin basierende Biomaterialien. Erwähnen möchte ich auch 

Dr. Andrea Heinz, die als Postdoktorandin in meiner Gruppe an vielen dieser Arbeiten mit-

gewirkt hat. 

Weiterhin möchte ich allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern danken, die in der einen 

oder anderen Form in den anfangs genannten Zeiträumen in meinen Arbeitsgruppen an 

Themen zur extrazellulären Matrix geforscht haben. Dies sind Angelica Avila Castillo, Dr. 

Szymon Dziomba, Ruth Fritzsche, Mirko Hähnel, Dr. Cristina Mora Huertas, Martin Köhler, 

Dr. Natalia Miekus-Purwin, Dr. Marcus Nagel, Ute Richter, Mina Rizk, Dr.-Ing. Martin 

Scharm, Christian Schumann, Thushar Srivatsa, Jenny Tiede, Jing Wang und Mina Wilson. 

Weiterhin danke ich Manuela Woigk für Ihre exzellente Arbeit im Labor und Herrn Dieter 



4 

Reese und seinem früheren Team der feinmechanischen Werkstatt für die stets brillante 

Umsetzung beim Bau diverser Hardware. 

Auch innerhalb der Alma mater halensis möchte ich zahlreichen Kolleginnen und Kolle-

gen für die hervorragende Zusammenarbeit danken. Prof. Dr. Karsten Mäder danke ich für 

seine fortwährende Unterstützung in Lehre und Forschung. Prof. Dr. Andrea Sinz und Dr. 

Christian Ihling ermöglichten es meiner Gruppe, wichtige Messungen an ihren hochauflö-

senden Massenspektrometern durchzuführen und unterstützten uns bei der Testung neuer 

Methoden. Prof. Dr. Wolfgang Sippl half uns mit seiner Expertise und den Methoden der 

molekularen Modellierung, insbesondere durch Dockingstudien, experimentelle Ergeb-

nisse besser zu verstehen und manche Hypothese zu überprüfen. Mit Prof. Dr. Markus Pi-

etzsch gibt es seit vielen Jahren eine sehr gute Zusammenarbeit in Lehre und Forschung. 

Von seiner Gruppe erhielten wir u.a. rekombinantes Tropoelastin, das wir als Modellsub-

strat in zahlreichen Studien einsetzten. Herrn PD Dr. Günther Jahreis möchte ich für die 

Herstellung teilweise sehr schwer synthetisierbarer Peptide danken. Prof. Dr. Johannes 

Wohlrab danke ich für die langjährige Zusammenarbeit insbesondere bei dermalen For-

schungsthemen. Dr. Wolfgang Hoehenwarter vom Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie 

möchte ich für die langjährige Kooperation bei bioanalytischen Fragestellungen sowie in 

der Lehre danken. 

Viele der Studien sind im Rahmen nationaler und internationaler Kooperationen ent-

standen. Merci beaucoup an Prof. Dr. Laurent Duca, Dr. Stéphane Jaisson, Dr. Sébastien 

Blaise, Dr. Pascal Maurice, Prof. Dr. Stéphanie Baud und Prof. Dr. Laurent Debelle von der 

Université de Reims Champagne-Ardenne sowie Dr. Laurent Muller und Dr. Stéphane Ger-

main vom Collège de France in Paris. Ich danke zudem Prof. Dr. Anthony Weiss von der 

University of Sydney, Prof. Dr. Brigida Bochicchio und Prof. Dr. Antonietta Pepe von der 

University of Basilicata, Prof. Arie Admon und Dr. Eilon Barnea vom Technion, Prof. Dr. Die-

ter Brömme und Dr. Preety Panwar von der University of British Columbia, Prof. Dr. Fred 

Keeley von der University of Toronto, Prof. Dr. Sarit Sivan vom ORT Braude College of Engi-

neering und Prof. Dr. Jürgen Brinckmann von der Universität zu Lübeck. 

Bei Dr. Christiane Lindner und Tobias Hedtke bedanke ich mich für das kritische Lesen 

dieser Arbeit und die vielen wertvollen Hinweise. Weiterhin möchte ich dem Deutschen 

Akademischen Austauschdienst (DAAD), der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG), 

dem Europäischer Fonds für regionale Entwicklung (EFRE) und der Fraunhofer-Gesellschaft 

(Programm ATTRACT) für die Förderung unterschiedlicher Projekte danken, ohne die diese 

Arbeit nicht möglich gewesen wäre. 

Der größte Dank geht an meine Eltern, meine Tochter Alexandra und meine Freundin 

Paola für ihr Verständnis und ihre immerwährende Unterstützung. 



INHALTSVERZEICHNIS 

5 

INHALTSVERZEICHNIS 

DANKSAGUNG ............................................................................................................................................ 3 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ........................................................................................................................ 8 

VORBEMERKUNG ..................................................................................................................................... 11 

1 EINLEITUNG UND MOTIVATION ............................................................................................................ 14 

2 FORSCHUNGSERGEBNISSE .................................................................................................................... 18 

2.1 Isolierung Elastins aus Gewebe ...................................................................................................... 18 

2.2 Elastogenese .................................................................................................................................. 21 

2.2.1 Bildung der Mikrofibrillen ........................................................................................................... 22 

2.2.2 Die Synthese Tropoelastins ......................................................................................................... 23 

2.2.3 Tropoelastins Domänenstruktur ................................................................................................. 25 

2.2.4 Die Sekretion Tropoelastins ........................................................................................................ 27 

2.2.5 Die Mikroassemblierung ............................................................................................................. 27 

2.2.6 Die Lysyloxidase-vermittelte Quervernetzung............................................................................ 29 

2.2.7 Die Makroassemblierung ............................................................................................................ 34 

2.2.8 Die Quervernetzungspositionen ................................................................................................. 34 

2.3 Die Eigenschaften Elastins .............................................................................................................. 43 

2.3.1 Vorkommen und Morphologie ................................................................................................... 43 

2.3.2 Alterungsbeständigkeit und proteolytische Stabilität ................................................................ 44 

2.3.3 Biologische Eigenschaften .......................................................................................................... 44 

2.3.4 Mechanische Eigenschaften ....................................................................................................... 45 

2.4 Alterung und Schädigung Elastins ................................................................................................... 48 

2.4.1 Matrix-Metalloproteasen ........................................................................................................... 50 

2.4.2 Serinproteasen ............................................................................................................................ 56 

2.4.3 Cysteinproteasen ........................................................................................................................ 61 

3 ZUSAMMENFASSUNG ........................................................................................................................... 64 

4 LITERATUR ............................................................................................................................................ 66 

5 LEBENSLAUF .......................................................................................................................................... 80 

6 PUBLIKATIONSLISTE .............................................................................................................................. 82 

7 ERKLÄRUNG .......................................................................................................................................... 87 

8 ANHANG: DER HABILITATIONSSCHRIFT ZU GRUNDE LIEGENDE VERÖFFENTLICHUNGEN ....................... 88 

  



INHALTSVERZEICHNIS 

6 

A1 Taddese, S., Weiss, A. S., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2008) Mapping 

of macrophage elastase cleavage sites in insoluble human skin elastin. Matrix Biol 

27 (5): 420-428. 

A2 Taddese, S., Weiss, A. S., Jahreis, G., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2009) 

In vitro degradation of human tropoelastin by MMP-12 and the generation of 

matrikines from domain 24. Matrix Biol 28 (2): 84-91. 

A3 Heinz, A., Jung, M. C., Duca, L., Sippl, W., Taddese, S., Ihling, C., Rusciani, A., Jahreis, 

G., Weiss, A. S., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2010) Degradation of tro-

poelastin by matrix metalloproteinases - cleavage site specificities and release of 

matrikines. FEBS J 277 (8): 1939-1956. 

A4 Taddese, S., Jung, M. C., Ihling, C., Heinz, A., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. 

H. (2010) MMP-12 catalytic domain recognizes and cleaves at multiple sites in hu-

man skin collagen type I and type III. Biochim Biophys Acta Gen Subj 1804 (4): 731-

739. 

A5 Heinz, A., Taddese, S., Sippl, W., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2011) 

Insights into the degradation of human elastin by matrilysin-1. Biochimie 93 (2): 187-

194. 

A6 Heinz, A., Jung, M. C., Jahreis, G., Rusciani, A., Duca, L., Debelle, L., Weiss, A. S., Neu-

bert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2012) The action of neutrophil serine proteases 

on elastin and its precursor. Biochimie 94 (1): 192-202. 

A7 Schmelzer, C. E. H., Jung, M. C., Wohlrab, J., Neubert, R. H. H. und Heinz, A. (2012) 

Does human leukocyte elastase degrade intact skin elastin? FEBS J 279 (22): 4191-

4200. 

A8 Sivan, S. S., Van El, B., Merkher, Y., Schmelzer, C. E. H., Zuurmond, A. M., Heinz, A., 

Wachtel, E., Varga, P. P., Lazary, A., Brayda-Bruno, M. und Maroudas, A. (2012) Lon-

gevity of elastin in human intervertebral disc as probed by the racemization of as-

partic acid. Biochim Biophys Acta Gen Subj 1820 (10): 1671-1677. 

A9 Bochicchio, B., Laurita, A., Heinz, A., Schmelzer, C. E. H. und Pepe, A. (2013) Investi-

gating the role of (2S,4R)-4-hydroxyproline in elastin model peptides. Biomacromol-

ecules 14 (12): 4278-4288. 

A10 Heinz, A., Ruttkies, C. K., Jahreis, G., Schräder, C. U., Wichapong, K., Sippl, W., Keeley, 

F. W., Neubert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2013) In vitro cross-linking of elastin 

peptides and molecular characterization of the resultant biomaterials. Biochim Bio-

phys Acta 1830 (4): 2994-3004. 

A11 Heinz, A., Schräder, C. U., Baud, S., Keeley, F. W., Mithieux, S. M., Weiss, A. S., Neu-

bert, R. H. H. und Schmelzer, C. E. H. (2014) Molecular-level characterization of elas-

tin-like constructs and human aortic elastin. Matrix Biol 38: 12-21. 

A12 Schräder, C. U., Heinz, A., Majovsky, P. und Schmelzer, C. E. H. (2015) Fingerprinting 

desmosine-containing elastin peptides. J Am Soc Mass Spectrom 26 (5): 762-773. 

89 

 

 

98 

 

 

106 

 

 

 

124 

 

 

 

133 

 

 

141 

 

 

152 

 

 

162 

 

 

 

169 

 

 

180 

 

 

 

191 

 

 

201 



INHALTSVERZEICHNIS 

7 

A13 Mora Huertas, A. C., Schmelzer, C. E. H., Hoehenwarter, W., Heyroth, F. und Heinz, 

A. (2016) Molecular-level insights into aging processes of skin elastin. Biochimie 128-

129: 163-173. 

A14 Schmelzer, C. E. H., Nagel, M. B., Dziomba, S., Merkher, Y., Sivan, S. S. und Heinz, A. 

(2016) Prolyl hydroxylation in elastin is not random. Biochim Biophys Acta Gen Subj 

1860 (10): 2169-2177. 

A15 Gorisse, L., Pietrement, C., Vuiblet, V., Schmelzer, C. E. H., Köhler, M., Duca, L., De-

belle, L., Fornes, P., Jaisson, S. und Gillery, P. (2016) Protein carbamylation is a hall-

mark of aging. Proc Natl Acad Sci U S A 113 (5): 1191-1196. 

A16 Mora Huertas, A. C., Schmelzer, C. E. H., Luise, C., Sippl, W., Pietzsch, M., Hoehen-

warter, W. und Heinz, A. (2018) Degradation of tropoelastin and skin elastin by 

neprilysin. Biochimie 146: 73-78. 

A17 Schräder, C. U., Heinz, A., Majovsky, P., Karaman Mayack, B., Brinckmann, J., Sippl, 

W. und Schmelzer, C. E. H. (2018) Elastin is heterogeneously cross-linked. J Biol 

Chem 293 (39): 15107-15119. 

A18 Hedtke, T., Schräder, C. U., Heinz, A., Hoehenwarter, W., Brinckmann, J., Groth, T. 

und Schmelzer, C. E. H. (2019) A comprehensive map of human elastin cross-linking 

during elastogenesis. FEBS J 286 (18): 3594-3610. 

A19 Miekus, N., Luise, C., Sippl, W., Baczek, T., Schmelzer, C. E. H. und Heinz, A. (2019) 

MMP-14 degrades tropoelastin and elastin. Biochimie 165: 32-39. 

A20 Schmelzer, C. E. H., Heinz, A., Troilo, H., Lockhart-Cairns, M. P., Jowitt, T. A., 

Marchand, M. F., Bidault, L., Bignon, M., Hedtke, T., Barret, A., McConnell, J. C., Sher-

ratt, M. J., Germain, S., Hulmes, D. J. S., Baldock, C. und Muller, L. (2019) Lysyl oxi-

dase-like 2 (LOXL2)-mediated cross-linking of tropoelastin. FASEB J 33 (4): 5468-

5481. 

A21 Panwar, P., Hedtke, T., Heinz, A., Andrault, P. M., Hoehenwarter, W., Granville, D. J., 

Schmelzer, C. E. H. und Brömme, D. (2020) Expression of elastolytic cathepsins in 

human skin and their involvement in age-dependent elastin degradation. Biochim 

Biophys Acta Gen Subj 1864 (5): 129544. 

 

 

213 

 

 

224 

 

 

233 

 

 

239 

 

 

245 

 

 

258 

 

 

275 

 

283 

 

 

 

 

297 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

8 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

AA Allysinaldol 

ADAMTS ein Disintegrin und Metalloprotease mit Thrombospondinmotiven  

(engl. a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) 

ADAMTSL ADAMTS-ähnlich (engl. ADAMTS-like) 

AGEs fortgeschrittene Glykierungsendprodukte  

(engl. advanced glycation end products) 

BrCN Bromcyan 

CatG Cathepsin G 

CatK Cathepsin K 

CatS Cathepsin S 

CatV Cathepsin V 

CC Cysteincathepsin 

ΔLNL Dehydrolysinonorleucin 

ΔMDES Dehydromerodesmosin 

DES Desmosin 

EBP elastinbindendes Protein (engl. elastin binding protein) 

EDP Elastinpeptid (engl. elastin-derived peptide) 

EMILIN Elastin-Mikrofibrillen-Schittstellenprotein  

(engl. elastin microfibril interfacer) 

ER endoplasmatisches Retikulum 

ERC Elastinrezeptorkomplex (engl. elastin receptor complex) 

EZM extrazelluläre Matrix 

GAG Glykosaminoglykan 

HIF Hypoxie-induzierter Faktor 

HLE humane Leukozytenelastase 

Hyp Hydroxyprolin 

IDES Isodesmosin 

LC Flüssigchromatographie (engl. liquid chromatography) 

LNL Lysinonorleucin 
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LOX Lysyloxidase 

LOXL LOX-ähnlich (engl. LOX-like) 

LTBP latente TGFβ-bindende Proteine (engl. latent TGFβ binding proteins) 

LTQ Lysintyrosylchinon 

Lya Allysin 

MAGP Mikrofibrillen-assoziiertes Glykoprotein 

MDES Merodesmosin 

MMP Matrix-Metalloprotease 

mRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA) 

MS Massenspektrometrie 

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 

MT1-MMP membranassoziierte MMP (engl. membrane-type 1 MMP) 

Neu-1 Neuraminidase-1 

NSP neutrophile Serinprotease 

PPCA Protective Protein/Cathepsin A 

PR3 Proteinase 3 

prä-mRNA Vorläufer-mRNA (engl. precursor mRNA) 

PTM posttranslationale Modifikation 

PQQ Pyrrolochinolinchinon 

RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 

SRCR cysteinreiche Scavenger-Rezeptordomänen  

(engl. scavenger receptor cysteine-rich) 

TE Tropoelastin 

TGF Transformierender Wachstumsfaktor (engl. transforming growth factor) 

TIMP Gewebeinhibitor der Metalloproteasen  

(engl. tissue inhibitor of metalloproteinases) 

UV ultraviolett 
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Drei- und Einbuchstabencodes der Aminosäuren und Massen ihrer Reste 

  Aminosäure Dreibuch- 

stabencode 

Einbuch- 

stabencode 

Monoisotopische 

Masse /Da 

  Alanin Ala A 71,0371        

  Allysin Lya k 127,0633        

  Arginin Arg R 156,1011        

  Asparagin Asn N 114,0429        

  Asparaginsäure Asp D 115,0269        

  Cystein Cys C 103,0092        

  Glutamin Gln Q 128,0586        

  Glutaminsäure Glu E 129,0426        

  Glycin Gly G 57,0215        

  Histidin His H 137,0589        

  Hydroxyprolin Hyp  p 113,0477        

  Isoleucin Ile I 113,0841        

  Leucin Leu L 113,0841        

  Lysin Lys K 128,0950        

  Methionin Met M 131,0405        

  Phenylalanin Phe F 147,0684        

  Prolin Pro P 97,0528        

  Serin Ser S 87,0320        

  Threonin Thr T 101,0477        

  Tryptophan Trp W 186,0793        

  Tyrosin Tyr Y 163,0633        

  Valin Val V 99,0684        

 

 

Quervernetzende Aminosäuren in Elastin 

Aminosäure Typ Abkürzung Monoisotopische 

Masse /Da 

Allysinaldol bifunktional AA 272,1372 

Dehydrolysinonorleucin bifunktional ΔLNL 273,1689 

Dehydromerodesmosin trifunktional ΔMDES 400,2322 

Desmosin tetrafunktional DES 526,2871 

Isodesmosin tetrafunktional IDES 526,2871 

Lysinonorleucin bifunktional LNL 275,1845 

Merodesmosin trifunktional MDES 402,2478 



VORBEMERKUNG 

11 

VORBEMERKUNG 

Für die Darstellung meiner Forschungsarbeiten habe ich die kumulative Form der Habilita-

tion gewählt. Die Arbeit ist in der Art eines Übersichtsartikelsa geschrieben, in dem wesent-

liche Erkenntnisse meiner eigenen Forschung im Kontext des aktuellen Wissensstandes dis-

kutiert werden. Die dafür ausgewählten Originalarbeiten sind als Anlagen und auf einem 

Datenträger beigefügt und enthalten die experimentellen Ergebnisse sowie ausführliche 

Diskussionen. Auf diese Publikationen wird am Anfang der Kapitel hingewiesen. Zudem sind 

alle eigenen Veröffentlichungen, auch einige, die nicht Bestandteil dieser Habilitations-

schrift sind, durch eine vorangestellte Raute (#) im Text gekennzeichnet. 
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1 EINLEITUNG UND MOTIVATION 

Die Evolution der Wirbeltiere ging mit der Konversion von einem offenen zu einem ge-

schlossenen und unter hohem Druck stehenden Blutkreislaufsystem einher. Die dafür not-

wendige mechanische Stabilität und Elastizität der Blutgefäße wurde insbesondere durch 

strukturelle Veränderungen der Gefäßwände erreicht. Für eine hohe Elastizität und Dehn-

barkeit sind die elastischen Fasern verantwortlich, die vor allem in größeren Blutgefäßen 

mit hoher Abundanz vorkommen. Die Fasern speichern die potenzielle Energie, die erfor-

derlich ist, um den Blutfluss während der Diastole aufrechtzuerhalten und ermöglichen auf 

diese Weise die ordnungsgemäße Herz-Kreislauf-Funktion.  

Elastische Fasern kommen außerdem in der extrazellulären Matrix (EZM) vieler weiterer 

Organe vor, die für ihre physiologische Funktion reversibel verformbar sein müssen. Dazu 

gehören die Lungen, die Haut, elastischer Knorpel, Faserknorpel und elastische Bänder. Die 

elastischen Fasern haben Durchmesser zwischen 1 µm und 5 µm und bestehen aus einem 

äußeren Mantel aus Fibrillin-reichen Mikrofibrillen und einem dichten Kern aus querver-

netztem Elastin, der über 90 % des Gesamtvolumens ausmacht, wie dies schematisch in 

Abb. 1 gezeigt ist.  

 

 

 

 

Abb. 1: Elastische Fasern bestehen 

aus einem Kern aus Elastin (gelb 

dargestellt) und einem Mantel aus 

Fibrillin-Mikrofibrillen (blau darge-

stellt). 

 

Die Bildung der elastischen Fasern in vivo wird als Elastogenese bezeichnet. Sie beginnt 

beim Fötus ungefähr zur Mitte der Schwangerschaft und setzt sich während der ersten Le-

bensjahre fort, wobei sich ihre Produktion mit zunehmendem Alter sukzessive reduziert 

(Keeley, 1979). In adulten Geweben werden praktisch keine funktionalen neuen Fasern 

mehr gebildet und kaum erneuert (Roten et al., 1996; Ritz-Timme et al., 2003), weshalb 

Schädigungen elastischer Fasern irreversibel sind. Eine Ausnahme ist die Gebärmutter, in 

der Elastin nach jeder Geburt abgebaut wird und die Elastogenese mit jeder weiteren 

Schwangerschaft erneut einsetzt (Starcher und Percival, 1985). Die Faserbildung ist ein sehr 
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komplexer und mehrstufiger Vorgang, der die Involvierung zahlreicher Proteine sowie an-

derer Moleküle erfordert (Baldwin et al., 2013). Obwohl eine Vielzahl direkt oder indirekt 

an der Elastogenese beteiligter Moleküle identifiziert wurde, ist noch immer wenig über 

ihre genauen Rollen und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen bekannt.  

Das Grundgerüst der Fasern bilden die Mikrofibrillen, bei denen es sich um Filamente 

mit 10 nm bis 12 nm Durchmesser handelt und die hauptsächlich aus Fibrillinen bestehen. 

Das sind ca. 350 kDa große, modular aufgebaute Glykoproteine, die einen hohen Cystein-

gehalt von ca. 13 % besitzen. Aus Sicht der Evolution gehören die Mikrofibrillen zu den äl-

testen makromolekularen Molekülverbünden. Die Fibrilline entstanden noch vor der Auf-

spaltung von Cnidaria und Bilateria und somit vor mehr als 600 Millionen Jahren. Seitdem 

haben sie sich bemerkenswerterweise kaum verändert (Robertson et al., 2011). Fibrilline 

sind von den Nesseltieren bis zu den Säugetieren sehr weit verbreitet und verleihen, häufig 

ergänzt durch Elastin, dynamischen Bindegeweben Elastizität (Piha-Gossack et al., 2012). 

In einigen Vertebratengeweben, wie z.B. den Ziliarzonen des Auges oder der Pulpa dentis, 

treten Mikrofibrillen auch ohne Elastin in Form paralleler Bündel, den sogenannten Oxytal-

anfasern, auf (Shuttleworth et al., 1992; Davis et al., 2002).  

Im Gegensatz zur Fibrillinfamilie kommt das zweite für die Bildung der elastischen Fasern 

wesentliche Protein, Elastin, in niederen Chordatieren und allen Invertebraten nicht vor 

(Sage und Gray, 1979). Elastin erschien relativ spät in der Evolution und ist eine Synapomor-

phie der Gnathostomata. Cyclostomata wie Schleimaale oder Neunaugen, von denen an-

genommen wird, dass sie sich vor der Entwicklung der Knochen und des Dentins von den 

anderen Wirbeltierklassen abgespalten haben, besitzen hingegen kein Elastin. Es wurde je-

doch in Neunaugen ein Protein nachgewiesen, das Lamprin genannt wurde und einige Ei-

genschaften mit Elastin gemeinsam hat. Es unterscheidet sich allerdings auch in vielen 

Merkmalen, einschließlich der Art der Quervernetzungen (Robson et al., 1993; Fernandes 

und Eyre, 1999).  

Elastin ist ein äußerst langlebiges Protein mit einer Halbwertszeit von mehr als 70 Jahren 

im Menschen (Shapiro et al., 1991) und bemerkenswerten Eigenschaften wie einem sehr 

geringen elastischen Modul zwischen 0,3 und 1,5 MPab (Koenders et al., 2009) sowie einer 

hohen metabolischen wie mechanischen Stabilität. Elastin durchläuft beispielsweise als Be-

standteil der Blutgefäße während der durchschnittlichen menschlichen Lebensspanne 

mehr als 3 Milliarden Zyklen der Dehnung und Relaxation. In seiner reifen Form ist Elastin 

hydrophob und vollständig unlöslich, jedoch ist seine hydrophobe Hydratation Vorausset-

zung für die elastischen Eigenschaften (Li et al., 2001). Während getrocknetes Elastin hart 

                                                      
b Zum Vergleich: Kollagene sind mit einem Elastizitätsmodul zwischen 1 GPa und 2 GPa relativ unelastisch. 
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und spröde ist, lässt sich zuvor in Wasser gequollenes Elastin leicht dehnen und kehrt da-

nach in seine ursprüngliche Form zurück. 

Die Ursache für die Fähigkeit Elastins nach einer Dehnung wieder in seine Ausgangsform 

zurückzukehren, liegt ganz wesentlich in einer mit der Relaxation verbundenen Erhöhung 

der Entropie begründet. Obgleich in der Vergangenheit verschiedene Strukturmodelle vor-

geschlagen wurden, die die Funktionsweise Elastins zu beschreiben versuchten, konnte kei-

nes die reversible Elastizität auf struktureller Ebene zufriedenstellend erklären (Li und Dag-

gett, 2002). Trotz einer Vielzahl von Charakterisierungsstudien, die seit den 1960er Jahren 

unter Verwendung unterschiedlicher spektroskopischer und mikroskopischer Methoden 

sowie der Röntgendiffraktometrie durchgeführt wurden [für eine Übersicht siehe 

(#Schmelzer, 2016)], existieren bis heute nur relativ begrenzte Informationen zum struktu-

rellen Aufbau des elastischen Fasernetzwerks. Dies liegt vor allem an der schweren Zugäng-

lichkeit Elastins für analytische Untersuchungen aufgrund der einzigartigen Kombination 

verschiedener Eigenschaften (siehe hierzu Kapitel 2.3), zu denen der polymere Charakter 

und die vollkommene Unlöslichkeit gehören. 

Darüber hinaus verfügt Elastin zwischen den Einheiten seines Monomers Tropoelastin 

(TE) über eine Vielzahl unterschiedlicher Quervernetzungen, deren Vorhandensein eine 

wesentliche Voraussetzung für die Elastizität ist. Das aus den Quervernetzungen resultie-

rende Netzwerk ermöglicht während der Verformung des Gewebes die Verteilung der me-

chanischen Kräfte über das gesamte Biopolymer und hilft nach der Verformung dem Ge-

webe, seine Form wiederzuerlangen. Zwar sind die meisten Quervernetzungsarten schon 

seit langem bekannt (Eyre et al., 1984; #Schmelzer et al., 2020), doch fehlt die genaue 

Kenntnis, welche Aminosäurereste zwischen den einzelnen Monomeren welche kovalen-

ten Bindungen eingehen. Eines der Ziele war es daher, Methoden zu entwickeln und mit 

diesen die einzigartigen Quervernetzungen sowie weitere posttranslationale Modifikatio-

nen (PTMs) in Elastin aufzuklären, um dadurch zu einem besseren Verständnis der Bildung 

und des Aufbaus Elastins und elastischer Fasern beizutragen. 

Obwohl Elastin eine außergewöhnlich hohe Lebensdauer besitzt und insgesamt sehr re-

sistent gegenüber verschiedenen inneren und äußeren Einflüssen ist, durchläuft es im 

Laufe des Lebens eine Reihe von Veränderungen und Schädigungen. Diese gehen auf me-

chanische Beanspruchungen, die Ablagerung von Lipiden, das Binden von Calcium sowie 

weitere nicht-enzymatische und enzymatische Modifikationen zurück. Insbesondere der 

Einfluss aberrant exprimierter elastinabbauender Enzyme aus den Familien der Matrix-Me-

tallo-, Serin- oder Cysteinproteasen kann zur Schädigung elastischer Fasern führen. Diese 

Veränderungen können zur Verringerung bis hin zum vollkommenen Verlust der Funktions-

fähigkeit von dynamischen Geweben führen. 
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Zahlreiche Untersuchungen haben ergeben, dass Elastin nicht nur große Bedeutung als 

Strukturprotein hat und den Aufbau ebenso wie die biomechanischen Eigenschaften der 

EZM beeinflusst, sondern dass es auch eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologi-

schen Prozessen spielt. Elastinpeptide (engl. elastin-derived peptides, EDPs), die während 

des Abbaus von Elastin freigesetzt werden, weisen teilweise biologische Wirkungen auf. 

Derartige bioaktive EDPs werden auch als Elastokine bezeichnet. Sie bilden eine Unter-

gruppe der Matrikine, bei denen es sich per Definition um bioaktive Stoffe handelt, die 

durch die Proteolyse von EZM-Proteinen freigesetzt werden. Elastokine können beispiels-

weise die Angiogenese fördern und verschiedene Zellaktivitäten wie Zelladhäsion, 

Chemotaxis, Migration, Proliferation, Proteaseaktivierung und Apoptose beeinflussen 

(Duca et al., 2004; Scandolera et al., 2016).  

Die Schädigung Elastins ebenso wie die zuvor genannten, durch Elastokine ausgelösten, 

biologischen Prozesse sind an der Entstehung und dem Fortschreiten verschiedener 

schwerwiegender Erkrankungen wie Aortenstenose, Arteriosklerose, Aortenaneurysma 

und Lungenemphysem beteiligt und spielen eine wichtige Rolle bei Prozessen wie der Haut-

alterung und dem Krebsgeschehen (Antonicelli et al., 2007; Robert et al., 2008; Devy et al., 

2010). Insgesamt hat die Schädigung elastischer Fasern einen großen Einfluss auf Erkran-

kungen und Sterblichkeit. Es ist daher von großer Bedeutung, elastinschädigende Prozesse 

im Detail zu verstehen, um Strategien zur Prävention und Therapie entwickeln zu können. 

Ein weiteres Ziel der dieser Schrift zugrundeliegenden Forschungsarbeiten war es daher, 

neben Aspekten der Bildung und Reifung Elastins auch die Prozesse seiner Schädigung 

durch extrazellulär vorkommende Proteasen näher zu untersuchen.  

Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen zum Wissensstand der Elastogenese und des Elas-

tinabbaus beitragen. Ein besseres Verständnis der Bildung elastischer Fasern sowie der 

Wechselwirkungen ihrer Bestandteile und Abbauprodukte ist erforderlich, um die Erken-

nung und Behandlung genetischer und erworbener elastischer Faserkrankheiten voranzu-

treiben. Genaue mechanistische Informationen werden auch benötigt, um der Elastinschä-

digung im Körper entgegenzuwirken und um Behandlungsmöglichkeiten zu entwickeln, mit 

denen sich die Elastogenese erneut initiieren lässt. Auf diese Weise ließe sich die Bildung 

von funktionellen elastischen Fasern in regenerierenden Geweben wieder anstoßen. Eine 

bessere Kenntnis zum Aufbau Elastins kann zudem helfen, neuartige Biomaterialien und 

Tissue-Engineering-Gerüststrukturen zu entwickeln, die der EZM in Aufbau, Zusammenset-

zung und mechanischen Eigenschaften nachempfunden sind. 
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2 FORSCHUNGSERGEBNISSE 

2.1 Isolierung Elastins aus Gewebe 

(A1 Taddese et al., 2008; A7 Schmelzer et al., 2012; A8 Sivan et al., 2012; A14 Schmelzer et 

al., 2016) 

Der überwiegende Teil der in der Vergangenheit von unterschiedlichen Arbeitsgruppen 

durchgeführten Strukturuntersuchungen fand nach Totalhydrolyse von Elastin in stark sau-

ren oder basischen Medien statt. Für die dazu notwendige Isolierung des Proteins aus tie-

rischem und menschlichem Gewebe kamen relativ aggressive Methoden zum Einsatz. Diese 

Verfahren, die beispielsweise eine Behandlung mit Natronlauge, Säuren oder das Autokla-

vieren umfassen, resultieren in einem Produkt, das bereits geschädigt ist (Daamen et al., 

2001; Daamen et al., 2005). Folglich ergeben Analysen von auf diese Weise isoliertem Elas-

tin insgesamt nur sehr eingeschränkte Einblicke in seine Struktur. 

Die verschiedenen Isolationstechniken nutzen die vollständige Unlöslichkeit Elastins, 

seine Proteasebeständigkeit und Stabilität gegenüber hohen Temperaturen und pH-Wer-

ten [siehe Übersichtsartikel (Mecham, 2008)]. Häufig verwendete Verfahren sind die sehr 

harsche Alkalimethode (Lansing et al., 1952), die Behandlung durch Autoklavieren 

(Partridge et al., 1955) und eine Methode, die üblicherweise als Starcher-Methode 

(Starcher und Galione, 1976) bezeichnet wird. Das Starcher-Protokoll ist das sanfteste un-

ter den bisher genannten (Mecham, 2008) und kombiniert das Autoklavieren mit der an-

schließenden Extraktion anderer Gewebekomponenten unter Nutzung chaotroper Reagen-

zien und verschiedener Enzyme. Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Inkubation mit 

Bromcyan (BrCN), bei der eine Vielzahl von Gewebeproteinen, einschließlich Kollagenen, 

gespalten wird. Dies gelingt, da BrCN an Methioninresten spaltet, die jedoch in Tropoelas-

tin und somit auch in Elastin nicht vorkommen. Am Ende aller Verfahren besteht das ver-

bleibende unlösliche Material nicht aus elastischen Fasern, sondern aus Elastin, das noch 

vernetzt ist und strukturelle Merkmale der ursprünglichen Fasern aufweist. Daamen et al. 

haben für dieses Material den passenden Begriff „Elastinfasern“ eingeführt, die im Gegen-

satz zu den nativen elastischen Fasern weder Fibrilline noch andere assoziierte Moleküle 

enthalten (Daamen et al., 2005). 

Die hohen Temperaturen, die während des Autoklavierens auf das Gewebe einwirken, 

führen jedoch zu einer erheblichen Schädigung der Elastinfasern (Soskel und Sandburg, 

1983; Daamen, 2006). Es ist zu berücksichtigen, dass jede Schädigung nicht nur die Mor-

phologie des Elastins verändern, sondern auch seine Anfälligkeit für Proteasen drastisch 
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erhöhen kann. Neben der Unversehrtheit von Elastin ist dessen Reinheit von hoher Bedeu-

tung, da die Anwesenheit anderer Moleküle die Aussagekraft von Studienergebnissen in 

Frage stellen kann. Insbesondere Kollagene stellen für die Isolation von Elastin eine Her-

ausforderung dar, da sie in den meisten elastinhaltigen Geweben sehr abundant sind und 

mehrere Eigenschaften mit Elastin teilen. Dazu zählen die vollständige Unlöslichkeit sowie 

Ähnlichkeiten in der Aminosäurezusammensetzung und den PTMs, einschließlich einiger 

Quervernetzungsarten. Kollagenverunreinigungen sind daher bei Anwendung der zuvor ge-

nannten Methoden in gewissem Umfang zu erwarten. Diese sind beispielsweise bei kom-

merziell verfügbarem Elastin sehr ausgeprägt und so konnten sowohl in Arbeiten von 

Daamen et al. als auch in eigenen Arbeiten signifikante Kollagenrückstände nachgewiesen 

werden (Daamen et al., 2001; #Taddese et al., 2008). In der letztgenannten Arbeit, bei der 

wir eine Charakterisierung des Spaltverhaltens der Matrix-Metalloprotease-12 an huma-

nem Hautelastin vornahmen, wiesen wir zahlreiche Peptide von Kollagenen der Typen I und 

III nach, die ebenso wie Elastin in der Dermis vorkommen. 

In jedem Fall müssen beide Aspekte, Unversehrtheit sowie Reinheit der Elastinfasern, 

bei der Isolation berücksichtigt werden, wenn Elastin zu strukturellen Untersuchungen o-

der proteolytischen Studien verwendet werden soll. Da derartige Fragestellungen Schwer-

punkt dieser Arbeit waren, war es notwendig, eine Methode zur Elastinisolierung zu entwi-

ckeln, die beide Aspekte berücksichtigt.  

 

 

Abb. 2: Wesentliche Schritte der Methode zur Isolation Elastins aus Gewebe: Das Verfahren macht 

sich die Resistenz Elastins gegenüber verschiedenen Reagenzien und Enzymen zu Nutze, um alle 

weiteren Gewebebestandteile zu entfernen. 

 

Das von uns vorgestellte Verfahren ist in Abb. 2 skizziert und basiert auf zuvor genannten 

Isolationstechniken (Daamen et al., 2001; Daamen et al., 2005). Es wurde jedoch in einigen 

Punkten, insbesondere im Hinblick auf seine Anwendbarkeit für sehr kleine Ausgangspro-

ben wie Stanzbiopsate hin optimiert (#Schmelzer et al., 2012). Das Verfahren wurde zu-

nächst an tierischem elastinhaltigen Gewebe erprobt und schließlich an menschlichen 

Hautbiopsaten von jungen und älteren Personen evaluiert und mit Hautelastin, das mittels 

der Starcher-Methode isoliert wurde, verglichen. In Abb. 3 ist ein mit dieser neuen Me-

thode isoliertes Stück bovines Elastin in trockenem sowie befeuchtetem Zustand gezeigt. 
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Abb. 3: Isoliertes Elastin aus Rinderaorta (Kantenlänge der Probe ca. 1 cm): links im trockenen Zu-

stand; rechts nach Befeuchtung und während Dehnung. 

 

Das Verfahren ist vergleichsweise aufwändig und die verschiedenen Einzelschritte benöti-

gen, ausgehend von einem elastinhaltigen Gewebestück, bis zum reinen Elastin ca. fünf 

Arbeitstage. Unsere Methode wurde bereits erfolgreich an einer Vielzahl von Geweben 

(#Schmelzer et al., 2016) unterschiedlicher Spezies aus den Klassen der Säugetiere, Fische, 

Vögel und Amphibien getestet (Nagel, 2013; Schräder, 2016). Einzig bei Geweben wie der 

Bandscheibe, in denen neben Elastin größere Mengen Kollagen des Typs II vorkommen, 

konnten nach der Isolation neben Elastin noch größere Anteile Kollagen nachgewiesen wer-

den (#Sivan et al., 2012; #Schmelzer et al., 2016). 

Die Aufreinigungsmethode ermöglicht es, Elastin auch aus sehr kleinen Gewebestücken 

wie 4 mm-Stanzbiopsaten der Hautc zu isolieren, ohne dass Proben für nachfolgende Un-

tersuchungen vereinigt werden müssen. Die gewonnenen Mengen sind insbesondere für 

eine nachfolgende Hydrolyse und Charakterisierung mittels der Kombination aus Flüs-

sigchromatographie und Massenspektrometrie (LC/MS) ausreichend, so dass es möglich 

ist, Untersuchungen auf molekularer Ebene durchzuführen. Dadurch lassen sich beispiels-

weise Veränderungen wie posttranslationale Modifikationen aufklären, die während des 

Alterns oder im Zusammenhang mit Erkrankungen auftreten. Diese Isolationsmethode kam 

ohne Veränderung der wesentlichen Schritte bei einem Großteil der in dieser Schrift vor-

gestellten Arbeiten zum Einsatz. 

                                                      
c Der relative Elastinanteil der menschlichen Haut beträgt bezogen auf das Trockengewicht ca. 3 %. 
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2.2 Elastogenese 

Die Assemblierung elastischer Fasern ist ein äußerst komplexer und bis heute unvollständig 

verstandener Vorgang. Dieser beinhaltet die Bildung von Fibrillin-Mikrofibrillen, die Syn-

these von TE, die intrazelluläre Prozessierung, die Sekretion in den Extrazellularraum und 

die dortige Assemblierung und Quervernetzung. Die momentan als wesentlich angesehe-

nen Schritte sind in Abb. 4 grafisch umrissen und werden im Folgenden im Detail beschrie-

ben.  

 

 
Abb. 4: Schema zum Ablauf der Elastogenese: (1) Fibrillin und Mikrofibrillen-assoziierte Proteine 

werden in den extrazellulären Raum sezerniert, multimerisieren zu perlenkettenartigen Strukturen 

und bilden eine mikrofibrilläre Gerüststruktur. (2) TE wird am rauen endoplasmatischen Retikulum 

(ER) gebildet, wo es an das Chaperon elastin-binding protein (EBP) bindet. (3) Der Komplex aus EBP 

und TE durchläuft dann den Golgi-Apparat und wird über sekretorische Vesikel extrazellulär an die 

Zellmembran abgegeben. (4) Der TE-EBP-Komplex dissoziiert infolge der Wechselwirkung von EBP 

mit Glykosaminoglykanen (GAGs), worauf das freigewordene TE sphärische Strukturen an der Zell-

oberfläche bildet. Fibulin-4 vermittelt die Interaktion zwischen TE und der Lysyloxidase bzw. Lysy-

loxidase-ähnlichen Enzymen. Der damit verknüpften Oxidation von Lysinresten folgen eine Reihe 

von Kondensationsreaktionen, aus denen kovalente intra- und intermolekulare Quervernetzungen 

hervorgehen. (5) Nachdem die Cluster aus TE-Molekülen eine kritische Größe erreicht haben, lösen 
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sie sich von der Plasmamembran und bewegen sich durch die EZM. Es wird angenommen, dass 

Fibulin-5 bei diesem Vorgang eine Rolle spielt und das unreife Elastin zu den Fibrillin-Mikrofibrillen 

lenkt. (6) Die Elastinaggregate verschmelzen auf diesen zu größeren Anordnungen und vernetzen 

weiter [modifiziert nach (#Schmelzer, 2016)]. 

2.2.1 Bildung der Mikrofibrillen 

Die Elastogenese beginnt mit der Bildung von Mikrofibrillen, die als Gerüststruktur für die 

spätere Elastinanlagerung fungieren. Ihre Grundbausteine, die Fibrilline (Ramirez, 2000), 

werden von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten oder glatten Muskelzellen sezerniert. 

Beim Menschen gibt es die drei Fibrillin-Isoformen Fibrillin-1, -2 und -3, die eine hohe Über-

einstimmung in ihrer Aminosäuresequenz aufweisen. Jede Isoform besitzt 43 Calcium-bin-

dende epidermale Wachstumsfaktord-ähnliche Domänen, fünf EGF-ähnliche Domänen, sie-

ben acht-Cystein-haltige Domänen sowie zwei sogenannte Hybriddomänen (Baldwin et al., 

2013). Zudem sind weitere Proteine bekannt, die mit Mikrofibrillen assoziiert sind 

(Thomson et al., 2019). Dazu gehören die Mikrofibrillen-assoziierten Glykoproteine 

(MAGPs) (Mecham und Gibson, 2015), EMILINs (Abk. für engl. elastin microfibril interfacer) 

(Bressan et al., 1993), ADAMTS (Abk. für engl. a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs), ADAMTS-ähnliche Proteine (ADAMTSL) (Brocker et al., 2009) und 

LTBPs (Abk. für engl. latent TGFβ binding proteins) (Isogai et al., 2003). Fibrillin-1 ist in allen 

Geweben der Hauptbestandteil der Mikrofibrillen und wird fortwährend exprimiert. Fibril-

lin-2 und Fibrillin-3 hingegen sind auf die Entwicklung fetaler Gewebe beschränkt (Zhang et 

al., 1994; Charbonneau et al., 2010; Sabatier et al., 2011). Fibrillin-3 scheint zudem in be-

stimmten Geweben, wie dem Gehirn, einzigartige Funktionen zu erfüllen (Corson et al., 

2004).  

Während oder nach der Sekretion der Vorläuferproteine durchlaufen Profibrilline durch 

Furin-ähnliche Proprotein-Konvertasen eine N- und C-terminale Spaltung an dem Erken-

nungsmotiv RXK/RR, wodurch die ~320 kDa großen reifen Formen entstehen (Milewicz et 

al., 1995; Raghunath et al., 1999). Dieser Schritt ist für die anschließende lineare Multime-

risierung zu perlenkettenartigen Strukturen und die Assemblierung an der Zelloberfläche 

erforderlich (Marson et al., 2005; Hubmacher et al., 2008). Jensen et al. haben zudem ge-

zeigt, dass das Vorhandensein des N-terminalen Propeptids für die Sekretion von Fibrillin-

1 essenziell ist, da es die vorzeitige intrazelluläre Assemblierung verhindert. Die anschlie-

                                                      
d engl. epidermal growth factor (EGF) 
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ßende Spaltung des Propeptids ist jedoch entscheidend für die ordnungsgemäße Assemb-

lierung der Mikrofibrillen (Jensen et al., 2014). Es gibt Hinweise darauf, dass die Multime-

risierung die Affinität der Fibrillin-Kügelchen zu Fibronektin, zum N-Terminus von Fibrillin-

1 und insbesondere zu Heparin/Heparansulfat begünstigt (Sabatier et al., 2014). Die Fibril-

lin-Multimere interagieren wahrscheinlich zuerst mit Heparansulfat-haltigen Proteoglyka-

nen an der Zelloberfläche über C-terminale Bindungsstellen und bauen dann fokale Adhä-

sionen auf. Diesem Prozess folgen Wechselwirkungen zwischen den N- und C-Termini der 

Fibrillinmoleküle, die die Entstehung der perlenkettenartigen Strukturen in einer parallelen 

Kopf-Schwanz-Abfolge sowie ihre laterale Wechselwirkung vermitteln (Reinhardt et al., 

1996; Lin et al., 2002). Die größer werdenden Mikrofibrillen werden anschließend zu einem 

Fibronektin-Netzwerk transportiert, von dem angenommen wird, dass es eine wichtige 

Rolle bei der Stabilisierung der neu gebildeten Mikrofibrillen und/oder der Förderung ihrer 

Wechselwirkung mit anderen Mikrofibrillenproteinen spielt (Sabatier et al., 2014). Das Fib-

rillin-Netzwerk kann zudem quervernetzt werden, wodurch die dreidimensionalen fibrillä-

ren Strukturen weiter stabilisiert werden. Die bisher nachgewiesenen Quervernetzungen 

sind intermolekulare Disulfidbrücken (Reinhardt et al., 2000) und ε(γ-Glutamyl)-Lysin-

Quervernetzungen, die von Enzymen der Transglutaminasefamilie katalysiert werden (Qian 

und Glanville, 1997). Fibrillin-1 kann auch über Integrine wie α5β1 und αVβ3 mit Zellen in-

teragieren. Es ist jedoch nicht bekannt, ob diese Wechselwirkungen für die Mikrofibrillen-

anordnung oder für gewebespezifische Funktionen erforderlich sind (Bax et al., 2007). 

2.2.2 Die Synthese Tropoelastins 

(A18 Hedtke et al., 2019; A9 Bochicchio et al., 2013; A14 Schmelzer et al., 2016) 

Bei der Mehrzahl der Wirbeltierspezies wird TE durch ein einziges Gen (ELN) codiert (Chung 

et al., 2006). Knochenfische und Froschlurche stellen nach jetzigem Stand Ausnahmen dar, 

denn sie besitzen jeweils zwei nicht-allelische Gene für TE. Die Expression TEs erfolgt in 

elastogenen Zellen, zu denen Fibroblasten (Mecham et al., 1985), glatte Gefäßmuskelzellen 

(Narayanan et al., 1976) Endothelzellen (Mecham et al., 1983), Chondrozyten (Brown-

Augsburger et al., 1996) und Keratinozyten (Kajiya et al., 1997) gehören. Die prä-mRNA 

Tropoelastins unterliegt einem ausgeprägten alternativen Spleißen, wodurch es zur Bildung 

unterschiedlicher Isoformen kommt. Das Spleißen erfolgt ohne Beeinflussung des Leseras-

ters, so dass ein Exon entweder einbezogen, verlängert, verkürzt oder entfernt wird. Für 

humanes TE wurden bisher 18 Isoformen mit Molekulargewichten zwischen 49 kDa und 69 

kDa beschrieben (Reichheld et al., 2019). Die Exons, von denen berichtet wurde, dass sie 

häufig alternativ gespleißt werden, sind 3, 10, 11, 13, 22, 23 und 32 (Sugitani et al., 2012). 
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Die funktionellen Konsequenzen des alternativen Spleißens sind nicht genau bekannt, aber 

verschiedene Studien legen nahe, dass das Spleißen gewebespezifisch sein oder mit Ent-

wicklungsveränderungen von Zellen zusammenhängen könnte (Wrenn et al., 1987; Parks 

et al., 1988; Parks und Deak, 1990; Heim et al., 1991). Wir haben kürzlich auf Proteinebene 

nachgewiesen, dass innerhalb eines Gewebetyps auch mehrere durch alternatives Spleißen 

hervorgegangene Isoformen parallel vorkommen können (#Hedtke et al., 2019). Es wurde 

weiterhin gezeigt, dass das Vorhandensein oder die Abwesenheit von TE-Domänen oder 

durch Mutationen bedingte Veränderungen der Aminosäuresequenz verschiedene Mecha-

nismen beeinflusst, die mit der Assemblierung von TE-Monomeren zu einem Biopolymer in 

Verbindung stehen. Dazu gehören Koazervations- und Quervernetzungsprozesse, die wie-

derum direkten Einfluss auf die resultierenden mechanischen Eigenschaften des Biopoly-

mers haben können. Alles das legt nahe, dass Variationen in der TE-Sequenz gewebespezi-

fische Veränderungen der Elastineigenschaften ermöglichen oder für eine abnormale Fa-

serbildung und pathologische Gewebeveränderungen verantwortlich sein können (Miao et 

al., 2017; Yeo et al., 2017; Tarakanova et al., 2018). 

Die Translation TEs findet an den Ribosomen auf der Oberfläche des rauen endoplasma-

tischen Retikulums statt. Danach wird das N-terminale Signalpeptid abgespalten. Bevor TE 

durch den Golgi-Apparat und schließlich zur Zelloberfläche transportiert wird, erfolgt eine 

Hydroxylierung von Prolinresten durch eine Prolylhydroxylase, vermutlich die Prolyl-4-Hyd-

roxylase. Obgleich die Prolylhydroxylierung aufgrund ihres Vorkommens in Kollagenen zu 

den abundantesten PTMs in Wirbeltieren überhaupt gehört, kommt sie nur in sehr wenigen 

Proteinen vor. Dazu gehören neben Kollagenen und Elastin z.B. das Prion-Protein, Argo-

naut-2, α-Fibrinogen oder Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1) (Kaelin und Ratcliffe, 2008; 

Ono et al., 2009; Gorres und Raines, 2010). 

Das Vorhandensein Hydroxyprolins in Elastin war lange Zeit umstritten und entspre-

chende Nachweise in Totalhydrolysaten wurden häufig mit Kollagenverunreinigungen in 

Verbindung gebracht (Bentley und Hanson, 1969). Den ersten eindeutigen Nachweis auf 

Proteinebene erbrachten wir im Jahr 2005 in zwei Arbeiten (#Getie et al., 2005; #Schmelzer 

et al., 2005). Wie wir zusammen mit Kolleginnen anhand von Modellpeptiden zeigen konn-

ten, hat die Anwesenheit von Hydroxyprolin-Resten (Hyp) erhebliche Auswirkungen auf die 

Koazervationseigenschaften und die enzymatische Resistenz (#Bochicchio et al., 2013). In 

einer weiteren Studie haben wir die Modifikation systematisch an verschiedenen Prolin-

Resten im Elastin in vier unterschiedlichen Spezies (Mensch, Schwein, Rind, Huhn) und 

sechs Geweben (Haut, Aorta, elastischer Knorpel, Bandscheibe, Nackenband und Hahnen-

kamm) qualitativ und quantitativ untersucht (#Schmelzer et al., 2016). Anhand der Ergeb-

nisse dieser Studie wurde deutlich, dass die Hydroxylierung nicht zufällig erfolgt, sondern 
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ihr Ausmaß von Spezies und Gewebe abhängt. So konnten wir beispielsweise zeigen, dass 

die Prolylhydroxylierung im Elastin der Bandscheibe an den untersuchten Resten in allen 

Spezies im Vergleich zu den anderen Geweben erhöht ist. Insgesamt sind ca. ein Viertel 

aller vorhandenen Prolinreste zumindest partiell modifiziert. Der Hydroxylierungsgrad va-

riierte an den unterschiedlichen Prolinresten zwischen 4 % und 100 %. Ferner konnte nach-

gewiesen werden, dass Elastin, anders als Kollagene, nicht an Lysinresten hydroxyliert wird 

(#Schmelzer et al., 2016). 

Die Daten erlaubten zudem eine Analyse der Spezifität der Hydroxylase, die in Elastin 

fast ausnahmslos den Prolinrest in GXPG-Motiven modifiziert. Prolinreste in den in Elastin 

ebenfalls häufig vorkommenden GXXPG-Motiven bleiben hingegen unverändert. Diese Mo-

tive befinden sich beispielsweise in der sich im Falle des Menschen sechsfach wiederholen-

den Sequenz VGVAPG in Domäne 24. Dies ist insofern von Bedeutung, da TE ebenso wie 

Elastinpeptide, die das GXXPG-Motiv enthalten, aufgrund der Ausbildung einer βVIII-Schleife 

an das elastinbindende Protein (EBP), eine Untereinheit des Elastinrezeptorkomplexes 

(engl. elastin receptor complex, ERC), binden können. Diese Interaktion ist einerseits für die 

Sekretion TEs aus der Zelle bedeutsam (Privitera et al., 1998), andererseits können Peptide 

mit diesem Motiv auf diesem Weg verschiedene zelluläre Aktivitäten (beschrieben in Ab-

schnitt 2.3.3) beeinflussen (Wahart et al., 2019). Die Ausbildung der genannten Konforma-

tion und damit die Interaktion mit dem EBP wäre im Falle einer Hydroxylierung beeinträch-

tigt oder verhindert. 

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass die Prolylhydroxylierung in Elastin abundant 

und reguliert ist sowie Auswirkungen auf die Assemblierung und Eigenschaften der elasti-

schen Fasern hat. Inzwischen wurde ein atomistisches Modell für humanes Tropoelastin 

vorgestellt (Tarakanova et al., 2018), mit dessen Hilfe bereits der Einfluss der im folgenden 

diskutierten Allysinbildung auf die Struktur und Beweglichkeit Tropoelastins untersucht 

wurde (Ozsvar et al., 2019). Die Modifikation der Prolinreste blieb darin allerdings unbe-

rücksichtigt. Unsere neuen Erkenntnisse zu Position und Grad der Hydroxylierungen kön-

nen in diese Modellierung einbezogen werden und auf diese Weise realistischere Vorher-

sagen zur Struktur und molekularen Dynamik der Monomere ermöglichen. 

2.2.3 Tropoelastins Domänenstruktur 

(A14 Schmelzer et al., 2016; A17 Schräder et al., 2018; A18 Hedtke et al., 2019) 

Die Aminosäuresequenz von TE ist stark repetitiv und besteht zu ca. 80 % aus den vier Ami-

nosäuren Gly, Ala, Val und Pro. TE besitzt hydrophobe und hydrophilere Abschnitte (für 

Elastin gewöhnlich als Domänen bezeichnet), die überwiegend alternierend angeordnet 
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sind. Sie werden von einzelnen Exons in der Weise codiert, dass sich die Domänenstruktur 

des Proteins in der Exon-Organisation seines Gens widerspiegelt. Die eher hydrophilen Do-

mänen sind an der Quervernetzung beteiligt und enthalten Lys-Ala-Motive (KA-Motive), die 

häufig in Oligoalaninabschnitten eingebettet sind, oder Lys-Pro-Motive (KP-Motive) (siehe 

Abb. 5). In den KA-Domänen treten Lys-Reste meist als Paare oder Tripletts auf, die durch 

zwei oder drei Ala-Reste und manchmal einem anderen Rest getrennt sind. Eine Ausnahme 

ist Domäne 14, die in der Literatur gewöhnlich als hydrophobe Domäne eingestuft wird 

(Mecham, 2008; Yeo et al., 2017). Die Domäne 14 hat jedoch eher hydrophilen Charakter 

und besitzt zudem einen Lys-Rest, der, wie später gezeigt, ebenfalls in Quervernetzungen 

involviert ist und daher auch als KA-Domäne eingestuft werden muss. KP-Domänen haben 

hingegen einen oder zwei Lys-Reste und mindestens einen Pro-Rest in unmittelbarer Nach-

barschaft. Humanes TE besitzt 11 KA- und 5 KP-Quervernetzungsdomänen, die insgesamt 

32 Lys-Reste umfassen. Drei weitere Lys-Reste befinden sich im polybasischen Motiv 

KXXXRKRK der C-terminalen Domäne, die vom hochkonservierten Exon 36 codiert wird. 

 

 
 

Abb. 5: Domänenstruktur von humanem Tropoelastin: Die hydrophoben Domänen (graue Käst-

chen) und hydrophilen Quervernetzungsdomänen (hell- und dunkelblaue Kästchen) sind größten-

teils alternierend angeordnet. Die Exons einiger Domänen unterliegen alternativem Spleißen (durch 

rote Punkte gekennzeichnet) bzw. sind immer ausgespleißt (Domäne 22, schwarzer Punkt). Die 

Nummerierung der Domänen stimmt mit der Zuordnung der insgesamt 34 Exons im Gen überein. 

Die Breite der Kästchen entspricht der relativen Länge der Domänen. Im humanen TE-Gen fehlen 

die Exons 34 und 35, die während der Evolution verloren gegangen sind, aber in anderen Vertebra-

ten vorhanden sind (Szabo et al., 1999) [modifiziert nach (#Schmelzer und Duca, 2021)]. 
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Es gilt als sicher, dass diese C-terminalen Lys-Reste nicht an Quervernetzungen mit KA- oder 

KP-Domänen beteiligt sind. Obgleich die genaue Rolle dieser einzigartigen Domäne noch 

geklärt werden muss, ist bekannt, dass sie für die Assemblierung und die Quervernetzung 

während der Elastogenese von entscheidender Bedeutung ist. Es wurde zum Beispiel ge-

zeigt, dass TE-Mutanten ohne diese Sequenz weniger effizient in Elastin eingebaut werden 

und zudem eine abnormale Quervernetzung zeigen (Hsiao et al., 1999; Kozel et al., 2003). 

Weitere Ergebnisse legen nahe, dass die Domäne 36 in reifem Elastin nahezu immer verän-

dert vorliegt (Broekelmann et al., 2008). Dies ist in Übereinstimmung mit eigenen Ergeb-

nissen. Im Rahmen der in dieser Arbeit vorgestellten Studien wurden hunderte Elastinpro-

ben aus verschiedenen Spezies isoliert und analysiert, ohne dass das KXXXRKRK-Motiv der 

Domäne 36 auch nur einmal vollständig wiedergefunden werden konnte (#Schmelzer et 

al., 2016; #Schräder et al., 2018; #Hedtke et al., 2019). Möglicherweise wird dieses im Zuge 

der Reifung abgespalten oder auf andere Weise posttranslational modifiziert und ist bei-

spielsweise in bisher nicht identifizierte Quervernetzungen involviert. 

2.2.4 Die Sekretion Tropoelastins 

Intrazellulär bindet TE an das EBP, eine 67-kDa große und enzymatisch inaktive Spleißvari-

ante der β-Galactosidase (Hinek und Rabinovitch, 1994; Hinek, 1995). Das Chaperon schützt 

TE innerhalb der Zelle vor Abbau und Koazervation und transportiert es an die Zelloberflä-

che (Blanchevoye et al., 2013). Nach der Sekretion des TE-EBP-Komplexes assoziiert EBP 

mit den anderen beiden Untereinheiten des Elastinrezeptorkomplexes: den membranas-

soziierten Proteinen Protective Protein/Cathepsin A (PPCA) und Neuraminidase-1 (Neu-1) 

(Wahart et al., 2019). EBP interagiert wahrscheinlich auch mit Glykosaminoglykanen, von 

denen angenommen wird, dass sie Konformationsänderungen in EBP verursachen und so-

mit zur Dissoziation von TE und seinem Chaperon führen (Privitera et al., 1998; Blanche-

voye et al., 2013). Das EBP wird in die intrazellulären, endosomalen Kompartimente zurück-

geführt und assoziiert mit neu synthetisiertem TE. Man geht davon aus, dass seine Rückge-

winnung für die Elastogenese von Bedeutung ist (Hinek et al., 1995). 

2.2.5 Die Mikroassemblierung 

Eine besondere Eigenschaft TEs ist seine Fähigkeit zur Selbstaggregation. Bei diesem für die 

Mikroassemblierung äußerst wichtigen Schritt handelt es sich um einen endothermen, ent-

ropisch getriebenen Prozess der Flüssig-Flüssig-Phasentrennung, der auch als Koazervation 

bezeichnet wird (Muiznieks et al., 2018). Dabei interagieren hydrophobe Domänen TEs, 
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insbesondere die von den Exons 17 bis 27 codierten Domänen, nichtkovalent miteinander 

(Dyksterhuis et al., 2007). Dies führt zur Bildung kugelförmiger Aggregate auf der Zell-

membran (Clarke et al., 2006; Kozel et al., 2006). Die Geschwindigkeit dieser Bildung, 

ebenso wie die Größen und Eigenschaften der Aggregate hängen in vitro von der TE-Kon-

zentration, dem pH-Wert, der Temperatur und der Ionenstärke ab (Yeo et al., 2011). In 

einer aktuellen Arbeit wurden Daten sowohl aus Lösungs- als auch aus Festkörper-NMR-

Untersuchungen verwendet, um ein Modell zu entwickeln, das die Struktur und Dynamik 

eines elastinartigen Polypeptids während der Selbstorganisation einschließlich der Flüssig-

Flüssig-Phasentrennung und der anschließenden Quervernetzung beschreibt (Reichheld et 

al., 2017). Gemäß diesem Modell tritt der intramolekulare Kollaps der hydrophoben Domä-

nen und die daraus folgende Phasentrennung aufgrund eines größeren entropischen Nach-

teils bei der Solvatisierung der Polypeptidketten bei erhöhter Salzkonzentration und Tem-

peratur auf. Da die an Pro- und Gly-Resten reichen hydrophoben Domänen nicht in der 

Lage sind, stabile Sekundärstrukturen zu bilden (Rauscher et al., 2006), wird die Unordnung 

im koazervierten Zustand aufrecht erhalten. Die Quervernetzung erfolgt nach Ausschluss 

überschüssigen Wassers sowie Na+ und Cl-, wodurch die Koazervation weiter verstärkt wird 

(Reichheld et al., 2017). Es wird seit langem angenommen, dass die Koazervation für die 

Elastogenese essenziell ist (Cox et al., 1974; Narayanan et al., 1978). Einige Studien, darun-

ter eine von Kozel und Kollegen, die Deletionskonstrukte von TE verwendeten, deuten je-

doch darauf hin, dass neben der Koazervation weitere Interaktionen für die Elastinbildung 

ausschlaggebend sind (Kozel et al., 2003). Wechselwirkungen der C-terminalen Region TEs, 

insbesondere der Domäne 30, mit mikrofibrillären Proteinen scheinen demnach ebenso für 

die Entstehung der elastischen Faser notwendig zu sein (Kozel et al., 2003; Sato et al., 

2007). Es wurde auch gezeigt, dass TE-Mutanten ohne das C-terminale, mehrfach basische 

Motiv KXXXRKRK aus Domäne 36 weniger effizient in reifes Elastin eingebaut werden und 

außerdem eine abnormale Quervernetzungen aufweisen (Hsiao et al., 1999; Kozel et al., 

2003; Nonaka et al., 2014). Weitere Studien zeigen, dass Proteoglykane möglicherweise bei 

der korrekten Ausrichtung der TE-Monomere durch Wechselwirkung mit Domäne 36 eine 

Rolle spielen (Broekelmann et al., 2005). Die Ausrichtung der TE-Moleküle und die anschlie-

ßende Vernetzung werden außerdem durch Fibulin-4 unterstützt, das die Assoziation zwi-

schen TE und der extrazellulären Cu2+-abhängigen Aminoxidase Lysyloxidase (LOX) vermit-

telt (Horiguchi et al., 2009; Yanagisawa und Davis, 2010; Nakamura, 2018). 
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2.2.6 Die Lysyloxidase-vermittelte Quervernetzung 

(A18 Hedtke et al., 2019; A20 Schmelzer et al., 2019) 

Die Ausbildung von kovalenten Quervernetzungen wird in Elastin ebenso wie in Kollagenen 

durch Enzyme der Familie der Lysyloxidasen induziert. Zu ihnen gehören in Säugetieren fünf 

Proteine: die Lysyloxidase und die vier Lysyloxidase-ähnlichen (engl. LOX-like; Abk.: LOXL) 

Enzyme 1 bis 4 (LOXL1-4). Bezogen auf ihre Homologie können die Oxidasen in die folgen-

den zwei Untergruppen unterteilt werden: 1) LOX und LOXL1 und 2) LOXL2, -3 und -4. Die 

Enzyme der zweiten Gruppe haben eine gemeinsame Propeptiddomäne, die vier cystein-

reiche Scavenger-Rezeptordomänen [engl. scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) do-

mains)] aufweisen, deren Funktion nicht bekannt ist. Eine kürzlich veröffentlichte Studie zu 

LOXL2 deutet darauf hin, dass SRCR-Domänen mit anderen Matrixproteinen interagieren 

und an der Bildung der EZM beteiligt sind (Umana-Diaz et al., 2020).  

Alle LOXs besitzen am C-Terminus eine konservierte katalytische Aminoxidase-Domäne, 

die aus einem Lysintyrosylchinon (LTQ)-Cofaktor und einem Kupferbindungsmotiv besteht 

[siehe auch Übersichtsartikel (Vallet und Ricard-Blum, 2019)]. Die Bindung von Kupfer ist 

für die Enzymaktivität erforderlich, weshalb ein Kupfermangel u.a. in der Bildung von elas-

tischen Fasern und Kollagenfibrillen resultiert, die in Stabilität und Funktion deutlich einge-

schränkt sind. LOX und LOXLs induzieren nicht nur Vernetzungen in Kollagenen und Elastin, 

sondern besitzen auch eine Vielzahl weiterer biologischer Funktionen und spielen beispiels-

weise eine Schlüsselrolle bei Erkrankungen wie Krebs und Fibrose (Trackman, 2016). 

Die für die ordnungsgemäße Quervernetzung von TE nachgewiesenen Enzyme sind LOX 

und LOXL1 (Liu et al., 2004). Beide Enzyme werden als Proform sezerniert und erfordern 

eine proteolytische Prozessierung durch Procollagen-C-Proteinasen (Rucker et al., 1998). 

Nach der Aktivierung katalysieren sie extrazellulär die oxidative Desaminierung von Lysin-

resten (Liu et al., 2004). Insbesondere kondensiert die in KA- oder KP-Domänen befindliche 

ε-Aminogruppe von Lys-Resten mit einer der LTQ-Carbonylgruppen unter Bildung eines 

kovalenten Zwischenprodukts. Die anschließende Hydrolyse setzt das aminomodifizierte 

LTQ und den α-Aminoadipinsäure-δ-semialdehyd frei (siehe Abb. 6), der allgemein als Ally-

sin (Lya) bezeichnet wird. 

Die anschließende LTQ-Regeneration wird durch Cu2+ vermittelt und ist mit der Freiset-

zung jeweils eines Moleküls Wasserstoffperoxid und Ammoniak verbunden (Smith-Mungo 

und Kagan, 1998; Akagawa und Suyama, 2001). Lya ist äußerst reaktiv und beteiligt sich an 

der nachfolgenden Bildung der Quervernetzungen. 
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Abb. 6: Der Quervernetzung geht die oxidative Desaminierung der Seitenketten von Lysinresten 

voraus. Aus der Reaktion, die Sauerstoff benötigt und bei der Wasserstoffperoxid frei wird, geht ein 

reaktiver Aldehyd hervor, der als Allysin bezeichnet wird. 

 

Wir konnten zeigen, dass im Durchschnitt ungefähr 90 % aller Lys-Reste je TE-Molekül mo-

difiziert werden, d.h. sie sind entweder zu Lya derivatisiert oder Bestandteil der Querver-

netzungen (#Hedtke et al., 2019). Das weist darauf hin, dass die Modifikation partiell ist. 

Dies ist für die nachfolgenden, nicht-enzymatischen Kondensationsreaktionen von grund-

legender Bedeutung, da die meisten Reaktionen das Vorhandensein freier Lys-Reste erfor-

dern. Wir haben zudem vor kurzem gezeigt, dass auch LOXL2 in vitro mit TE interagiert und 

dabei Lysinreste oxidativ desaminiert (#Schmelzer et al., 2019). Auf diese Weise gelang die 

Herstellung eines artifiziellen Elastins, das nicht nur die typischen Quervernetzungen wie 

Desmosin und ähnliche mechanischen Eigenschaften wie reifes Elastin aufwies (siehe Abb. 

7), sondern auch eine erhöhte enzymatische Stabilität besaß. Dieses künstliche Elastin ist 

vielversprechend für Anwendungen im Bereich Tissue Engineering, bei denen biomimeti-

sche und zu Zellen kompatible Materialien benötigt werden. 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Mit LOXL2 quervernetztes Tropoelastin 

während (links) und nach Dehnung (rechts). Für 

das Material wurde ein reduzierter Elastizitäts-

modul von ~190 kPa ermittelt, womit es eine 

mit reifem Elastin vergleichbare Elastizität auf-

weist (#Schmelzer et al., 2019). 

 

Der Nachweis des gemeinsamen Vorkommens der beiden Proteine, LOXL2 und TE, in Ge-

fäßwänden in vivo legt zudem nahe, dass LOXL2 an der Elastogenese beteiligt ist. Weiterhin 

konnten wir in der Studie mittels Röntgenstreuung und elektronenmikroskopischen Unter-

suchungen die niedrig-aufgelöste Struktur von LOXL2 bestimmen (#Schmelzer et al., 2019). 
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Quervernetzungsstrukturen 

Aus den spontan ablaufenden Kondensationsreaktionen gehen unterschiedliche Arten von 

Quervernetzungen hervor, die sich nach der Anzahl der jeweils involvierten Lys-Reste in bi-

, tri-, tetra- und pentafunktionale Quervernetzungen einteilen lassen. In einigen länger zu-

rückliegenden Arbeiten wurde der Mechanismus der Bildung der unterschiedlichen Quer-

vernetzungen untersucht und dabei gezeigt, dass die niedrigfunktionalen Quervernet-

zungsstrukturen erforderliche Zwischenprodukte für die Bildung höherfunktionaler Quer-

vernetzungstypen sind (Davis und Anwar, 1970; Akagawa und Suyama, 2000). Abb. 8 zeigt 

eine Übersicht [nach (#Schmelzer et al., 2020)] über die vorgeschlagenen unterschiedlichen 

Synthesewege. Sie werden im Folgenden diskutiert. 

Die einfachsten Quervernetzungsstrukturen, die sowohl in Elastin als auch in Kollagen 

vorkommen, sind bifunktionale Aminosäuren. In Elastin gibt es davon zwei Arten, die ent-

weder durch Kondensation von Lys- mit Lya- oder zwei Lya-Einheiten gebildet werden. Die 

Kondensation von Lya mit einem nicht modifizierten Lys-Rest bildet eine Schiff'sche Base 

(Imin), die als 6,7-Dehydrolysinonorleucin (ΔLNL) bezeichnet wird. ΔLNL kann zum sekun-

dären Amin (LNL) reduziert werden, dessen chemische Struktur mit Bezug zum zentralen 

Stickstoffatom symmetrisch ist. Durch Aldolkondensation zweier Lya-Reste entsteht Ally-

sinaldol (AA), ein α,β-ungesättigter Aldehyd (Enal), der leicht mit einem weiteren unmodi-

fizierten Lys-Rest reagieren kann, woraus das trifunktionale Dehydromerodesmosin 

(ΔMDES) hervorgeht. Die Schiff'sche-Base-Bindung in ΔMDES kann analog zu ΔLNL zu Mero-

desmosin (MDES) reduziert werden. Wie in Untersuchungen mit Modellsubstanzen gezeigt 

wurde, kann ΔMDES auch aus der Kondensation des Enamintautomers von ΔLNL und Lya 

entstehen (Davis und Anwar, 1970). Aus den Reaktionen von ΔLNL mit AA sowie ΔMDES 

mit Lya gehen die tetrafunktionalen Quervernetzungen Desmosin (DES) und Isodesmosin 

(IDES) hervor, bei denen es sich um strukturelle Isomere handelt und die in keinen weiteren 

Säugetierproteinen vorkommen. ΔLNL, AA und ΔMDES können daher als Zwischenpro-

dukte angesehen werden, die zu höherfunktionalen Quervernetzungen weiterkondensie-

ren. Nach der Iminreduktion können LNL und MDES jedoch als stabile Quervernetzungen 

in ausgereiftem Elastin erhalten bleiben. Der Mechanismus dieser in der EZM stattfinden-

den Reduktion ist im Hinblick auf das Reduktionsmittel nicht genau bekannt. Raju und An-

war schlugen vor, dass Dihydropyridine, die anfänglichen Kondensationsprodukte von DES 

und IDES, in der Nähe von Quervernetzungen vom Imintyp als Reduktionsmittel dienen und 

die Umwandlung von Iminen zu sekundären Aminen in ΔLNL und ΔMDES initiieren könnten 

(Raju und Anwar, 1987). Eine andere trifunktionale quervernetzende Aminosäure, die in 

Elastinhydrolysaten identifiziert wurde, ist Cyclopentenosin, das eine 2-Cyclopenten-1-on-
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Struktur besitzt. Es entsteht durch Cyclisierung eines α,β,γ,δ-ungesättigten Aldehyds, der 

aus der Aldolkondensation von drei Lya-Resten hervorgeht (Nakamura et al., 1992; Aka-

gawa et al., 1999).  

Die Bildung der tetrafunktionalen quervernetzenden Aminosäuren DES und IDES wird 

durch die paarweise Anordnung von Lys-Resten innerhalb der Primärstruktur von TE unter-

stützt (siehe Abb. 5). DES und IDES wurden zuerst von Partridge, Elsden und Thomas in den 

frühen 1960er Jahren aus Elastinhydrolysaten isoliert und anfänglich als "Verbindung A" 

und "Verbindung M" bezeichnet (Partridge et al., 1963). Weitere Analysen derselben Ar-

beitsgruppe ergaben, dass diese Verbindungen isomere Pyridinium-Derivate sind, d.h. sie 

besitzen einen stickstoffhaltigen aromatischen Heterocyclus aus sechs Atomen, der im 

Falle von DES an den Positionen 1, 3, 4 und 5 und bei IDES an den Positionen 1, 2, 3 und 5 

durch die Reste der früheren Lys-Seitenketten substituiert ist (Thomas et al., 1963). Insge-

samt sind für die Bildung von DES und IDES ein unmodifizierter Lys-Rest und drei Lya-Reste 

erforderlich. Der Ring wird dann durch das nicht modifizierte Stickstoffatom der ε-Amino-

gruppe von Lys, den ε-Kohlenstoff eines Lya-Restes und die δ- und ε-Kohlenstoffe der bei-

den anderen Lya-Reste gebildet (siehe Abb. 8). Die Wertigkeit des Stickstoffheteroatoms 

bewirkt eine intrinsische positive Ladung, die für die Analyse der molekularen Quervernet-

zungen vorteilhaft ist, wie dies im Abschnitt 2.2.8 erläutert wird. Abgesehen von DES und 

IDES wurden andere von Pyridinium abgeleitete Quervernetzungsstrukturen in Elastin 

identifiziert. Dazu gehören Neodesmosin (trifunktional) (Nagai, 1983), Pentasin (Starcher 

et al., 1987) und Allodesmosin (beide pentafunktional) (Suyama und Nakamura, 1990). 

Neben der Funktionalität, die durch die Anzahl der beteiligten Aminosäurereste be-

stimmt wird, können Quervernetzungen auch nach der Anzahl der beteiligten TE-Mono-

mere (intramolekular vs. intermolekular) oder involvierten Quervernetzungsdomänen (in-

tradomain vs. interdomain) eingeordnet werden. Während Intra-Domänen-Verknüpfun-

gen immer auch intramolekular sind, können Inter-Domain-Verknüpfungen sowohl intra- 

als auch intermolekular gebildet werden. Die einzigartigen tetrafunktionalen Quervernet-

zungen in Elastin verbinden immer mindestens zwei Domänen, können aber theoretisch 

bis zu vier Domänen verbinden. Es wird allgemein angenommen, dass die Bildung von DES 

und IDES durch Kondensation eines AA mit einer Intra-Domänen-Quervernetzung des Typs 

ΔLNL erfolgt, wodurch schließlich zwei Peptidketten verbunden werden (Gray, 1977). 
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2.2.7 Die Makroassemblierung 

Das Hinzufügen und Quervernetzen neu sezernierter TE-Moleküle geht mit dem Wachstum 

der Cluster an der Zelloberfläche einher. Nachdem sich ausreichend viele TE-Moleküle in 

den Aggregaten angesammelt und diese eine kritische Größe erreicht haben, lösen sich die 

Cluster von der Zelloberfläche und bewegen sich durch den extrazellulären Raum. Fibulin-

5 und Fibulin-4 können dabei mit Fibrillin interagieren und spielen vermutlich eine wichtige 

Rolle bei der Ablagerung der noch unreifen Elastinaggregate auf dem Mikrofibrillengerüst 

(Choudhury et al., 2009; Nakamura, 2018). Ein weiteres an der Elastogenese beteiligtes 

Protein ist LTBP-4. Es interagiert nicht direkt mit TE, sondern mit dem Fibulin-5-Fibulin-4-

TE-Komplex und ist vermutlich für die ordnungsgemäße lineare Abscheidung auf dem Mik-

rofibrillennetzwerk verantwortlich (Noda et al., 2013; Bultmann-Mellin et al., 2015; Rifkin 

et al., 2018). Aus der Assoziation Elastins mit den Mikrofibrillen und der Verschmelzung zu 

größeren Aggregaten gehen schließlich funktionelle Fasern hervor. Das Elastin, das nun Be-

standteil der elastischen Faser ist, wird durch LOX/LOXLs vermutlich weiter oxidiert. Es fin-

den zudem weiterhin Kondensationsreaktionen statt, bis das Elastin vollständig in das mik-

rofibrilläre Gerüst integriert ist. Es gibt Hinweise darauf, dass dieser Vorgang relativ lang-

sam abläuft (Partridge et al., 1966).  

2.2.8 Die Quervernetzungspositionen 

(A7 Schmelzer et al., 2012; A10 Heinz et al., 2013; A11 Heinz et al., 2014; A12 Schräder et 

al., 2015; A14 Schmelzer et al., 2016; A17 Schräder et al., 2018; A18 Hedtke et al., 2019) 

 

Die Analyse von Quervernetzungen 

Die Aufklärung von Quervernetzungen in Elastin ist aufgrund ihrer Vielfalt, der enormen 

Zahl möglicher Kombinationen und der vielen Wiederholungen in der Aminosäuresequenz 

seit jeher eine Herausforderung. Erschwerend kommen die Unlöslichkeit Elastins, seine Be-

ständigkeit gegenüber spezifischen Proteasen wie Trypsin und das Vorhandensein ver-

schiedener Spleißvarianten sowie posttranslationaler Modifikationen wie die Prolylhydro-

xylierung hinzu (#Schmelzer et al., 2016; #Schmelzer et al., 2020). Die daraus resultieren-

den analytischen Schwierigkeiten haben eine eingehende Analyse der Quervernetzungen 

in der Vergangenheit verhindert. Analytische Entwicklungen der vergangenen Jahre haben 

jedoch neue Einblicke in die molekulare Struktur von Elastin ermöglicht. Alle in der Literatur 

beschriebenen analytischen Ansätze erfordern als ersten Schritt die Isolierung Elastins. Wie 

zuvor beschrieben, nutzen die verschiedenen Techniken den Vorteil der Unlöslichkeit von 
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Elastin sowie seiner Beständigkeit gegen hohe Temperaturen, Chemikalien und viele Pro-

teasen (Mecham, 2008; #Schmelzer et al., 2012). Das gereinigte Elastin kann enzymatisch 

oder chemisch zu Peptiden oder Aminosäuren hydrolysiert werden, wodurch das Biopoly-

mer indirekt für analytische Untersuchungen zugänglich wird. 

Die wesentlichen qualitativen und quantitativen Studien zu quervernetzenden Amino-

säuren sowie die Aufklärung ihrer Strukturen wurden in der Vergangenheit durch vollstän-

dige Hydrolyse von Elastin und die anschließende Aminosäureanalyse realisiert. Wie zuvor 

erwähnt, erfordert die Untersuchung der an der Vernetzung beteiligten TE-Domänen sowie 

die genaue Bestimmung der Position von Quervernetzungen innerhalb der Domänen je-

doch eine proteolytische Hydrolyse und die Analyse von Peptiden. Hierfür können unter-

schiedliche (auch bakterielle) elastinspaltende Enzyme, die zu den Familien der Cystein-, 

Metallo- und Serinproteasen gehören, eingesetzt werden (Maurice et al., 2013). Die exak-

ten Positionen und die Arten der Quervernetzungen lassen sich dann anhand der Untersu-

chung der freigesetzten Peptide bestimmen. Während Peptidsequenzen und Quervernet-

zungsstellen in der Vergangenheit mit klassischen Methoden wie dem Edman-Abbau un-

tersucht wurden (Gerber und Anwar, 1975; Brown-Augsburger et al., 1995), lassen sich 

heutzutage die hochauflösende Massenspektrometrie in Kombination mit spezieller Soft-

ware dafür einsetzen. 

Da massenspektrometrische Methoden sowie Software für diese spezifische Fragestel-

lung nicht existierten, haben wir zunächst von Elastin abgeleitete Modellpeptide erzeugt 

und diese für die Entwicklung und Evaluierung neuer Methoden verwendet. Hierfür wur-

den elastintypische Deka- und Undekapeptide synthetisiert, die bereits reaktive Allysin-

reste beinhalteten (#Heinz et al., 2013). Diese wurden anschließend genutzt, um die typi-

schen bi-, tri- und tetrafunktionalen Quervernetzungen erzeugen zu können. Dabei ließen 

sich teilweise stabile, unlösliche Produkte herstellen, die als Elastinersatz für biomedizini-

sche Anwendungen interessant sind.  

Erstaunlicherweise konnten zudem unterschiedliche, über DES bzw. IDES quervernetzte 

Moleküle erzeugt werden, die aus drei Peptidketten hervorgingen. Diese Spezies wurden 

mittels Molekulardynamiksimulationen erfolgreich auf ihre Stabilität hin untersucht. Bei 

tandemmassenspektrometrischen Untersuchungen zeigten die erzeugten Peptide bzw. Po-

lypeptide, die über die unterschiedlich funktionalen Quervernetzungen verfügten, Beson-

derheiten in ihren Dissoziationsspektren. Diese Eigenschaft konnte für eine Klassifizierung 

der Quervernetzungsart herangezogen werden können. Mithilfe der gewonnenen Daten 

entwickelten wir zudem die Software PolyLinX, die für die Identifizierung von bi-, tri- und 

tetrafunktionalen Quervernetzungen nützlich ist (#Heinz et al., 2013). Diese neuen Metho-
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den wurden dann in einer Folgestudie verwendet, um natives, humanes Aortenelastin so-

wie unterschiedlich hergestellte, an Elastin angelehnte Materialien im Hinblick auf die 

Quervernetzungen zu untersuchen. Eines der Biomaterialien wurde aus rekombinant her-

gestelltem Tropoelastin erzeugt, das hierzu mithilfe einer Aminoxidase aus Aspergillus ni-

dulans quervernetzt wurde. Die Aktivität dieses Enzyms gegenüber Tropoelastin konnten 

wir in einer vorangegangenen Arbeit nachweisen (#McGrath et al., 2011). Das zweite Kon-

strukt wurde unter Nutzung eines rekombinant hergestellten Polypeptids, bestehend aus 

den humanen Elastindomänen 20-21-23-24-21-23-24, und dem chemischen Quervernetzer 

Pyrrolochinolinchinon (PQQ) erzeugt. Für beide Materialien konnte die Bildung von DES/I-

DES nachgewiesen sowie intramolekulare bifunktionale Quervernetzungen basierend auf 

Allysinaldol identifiziert werden (#Heinz et al., 2014). In einer weiteren Arbeit lag der Fokus 

auf der Methodenentwicklung für die Aufklärung tetrafunktionaler Quervernetzungen. Da-

bei kamen insbesondere die zuvor erwähnten Desmosin-enthaltenden Peptide (#Heinz et 

al., 2013), Standards von DES und IDES sowie daraus hergestellte Derivate zum Einsatz. Wir 

verfolgten in dieser Studie die Überprüfung unserer Hypothese, dass bei der kollisionsin-

duzierten Dissoziierung von DES/IDES bzw. DES/IDES-enthaltenden Molekülen in Tandem-

MS-Experimenten spezifische Fragment-Ionen entstehen, die als Markerionen zum Nach-

weis entsprechender Peptide herangezogen werden können. Dies gelang durch die Ver-

wendung erhöhter Kollisionsenergien, bei der ein Cluster spezifischer Fragmente nachge-

wiesen werden konnte. Darauf basierend wurde ein Algorithmus inklusive Scoring entwi-

ckelt, der, in eine Software integriert, den eindeutigen Nachweis von DES-/IDES-enthalten-

den Peptiden anhand von Daten aus modifizierten LC-MS/MS-Experimenten ermöglicht 

(#Schräder et al., 2015). Die Entwicklung dieser Methode war bedeutsam für die Aufklärung 

der im Folgenden beschriebenen nativen Quervernetzungen in reifem Elastin. 

Aus bifunktionalen Intra-Domain-Quervernetzungen gehen bei der Hydrolyse intern ver-

netzte Peptide mit einer zyklischen Struktur hervor. Bi- und höherfunktionale Quervernet-

zungen zwischen unterschiedlichen Domänen resultieren hingegen in Peptiden, die aus 

zwei oder mehr Peptidsträngen bestehen, die nur über die Quervernetzung miteinander 

verbunden sind. Die Aufklärung letzterer stellt eine deutlich größere Herausforderung als 

die zuvor genannter dar. Die MS-basierte Identifizierung von vernetzten Elastinpeptiden 

kann teilweise mithilfe spezieller Software erfolgen. Peptide, die einfache bifunktionale 

Quervernetzungen enthalten, können mit herkömmlicher Sequenzierungssoftware identi-

fiziert werden, sofern diese die Integration benutzerdefinierter posttranslationaler oder ar-

tifizieller Modifikationen und Datenbanken, wie beschrieben, ermöglicht (#Schräder et al., 

2018). Zudem gibt es Softwarelösungen, die speziell für die Analyse von quervernetzten 
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Peptiden entwickelt wurde. Neben der von uns entwickelten Software PolyLinX verwende-

ten wir die in der Arbeitsgruppe von Prof. Andrea Sinz entwickelte Software 

StavroX/MeroX, die die Analyse von MS-Daten bifunktionaler intra- und interpeptidischer 

Quervernetzungen ermöglicht, jedoch eine manuelle Validierung der Ergebnisse erfordert 

(Götze et al., 2011). Deutlich komplizierter ist die Aufklärung und Zuordnung von höher-

funktionalen Quervernetzungen. Die Analyse solcher Spezies, beispielsweise von DES- und 

IDES-haltigen Peptiden, wird durch eine vorherige chromatographische Anreicherung we-

sentlich erleichtert. Diese Vorgehensweise macht sich die Hydrophilie der quervernetzten 

Peptide zunutze, die durch die intrinsische positive Ladung des Pyridiniumrings verursacht 

wird. Der Nachweis und die Identifizierung von tetrafunktionalen Quervernetzungen kann 

zudem durch die zuvor beschriebene Methode, die DES-spezifische Markerionen nutzt, we-

sentlich erleichtert werden (#Schräder et al., 2015). Dabei wird jedes Quasimolekülion ei-

nes Peptids zwei unterschiedlichen Tandem-MS-Messungen unterzogen. Die erste wird bei 

erhöhter Kollisionsenergie durchgeführt, wodurch es zur Freisetzung spezifischer Reporte-

rionen kommt, die den zentralen Pyridiniumkern enthalten. Dies erleichtert das gezielte 

Screening nach DES- und IDES-haltigen Peptiden. Das zweite Tandem-MS-Experiment ver-

wendet dann eine geringere Kollisionsenergie, wodurch Spektren erzeugt werden, die für 

die Ermittlung der Sequenz relevante Informationen enthalten. Durch diese Vorgehens-

weise konnten wir, wie im nächsten Kapitel näher beschrieben, eine hohe Zahl bi- und tet-

rafunktionaler Quervernetzungen identifizieren.  

 

Das Quervernetzungsmuster in Elastin 

Peptide mit tetrafunktionalen Quervernetzungen wurden zum ersten Mal vor mehr als vier 

Jahrzehnten durch Gerber und Anwar (Gerber und Anwar, 1974; Gerber und Anwar, 1975) 

sowie Baig et al. (Baig et al., 1980) unter Verwendung der Methode des Edman-Abbaus 

untersucht. Ihnen gelang die Aufklärung der Aminosäuresequenz von Peptidketten auf C-

terminalen Seite von DES/IDES in Elastin von Rind, Schwein und Mensch. Sie schlussfolger-

ten aus ihren Daten, dass sich DES und IDES zwischen zwei Lys-Paaren nach dem Einfluss 

von LOX ausbildet. Sie fanden zudem heraus, dass drei der vier Lys-Reste C- und N-terminal 

von Ala oder anderen kleinen Aminosäureresten wie Ser flankiert werden, während der 

vierte Lys-Rest an einen hydrophoben Aminosäurerest wie Phe oder Leu grenzt, der die 

Modifikation durch LOX zu Allysin behindert. Dies bedeutet wiederum, dass DES/IDES zwi-

schen zwei KA-Domänen nach LOX-induzierter Modifikation gebildet werden. KP-Domänen 

scheinen hingegen deutlich seltener an der Bildung von DES/IDES beteiligt zu sein. Dies liegt 

vermutlich in der relativ ungeordneten Sekundärstruktur der KP-Domänen begründet.  
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Im Jahr 1995 veröffentlichten Brown-Augsburger et al. Ergebnisse einer Studie zu quer-

vernetzten Peptiden aus Elastin, das aus Aorten von Schweinen isoliert wurde, die während 

des Wachstums einer Kupfermangelernährung ausgesetzt waren (Brown-Augsburger et al., 

1995). Wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben, ist Kupfer ein wichtiger Cofaktor der Lysyloxidasen, 

dessen Abwesenheit zu einer Verringerung der Aktivität dieser Oxidasen führt und in Folge 

in unvollständig quervernetztem Elastin und Kollagen resultiert. Brown-Augsburger und 

Kollegen identifizierten in dieser Arbeit in Hydrolysaten dieses porzinen, unreifen Elastins 

mit Hilfe von Aminosäureanalysen ein komplex aufgebautes, quervernetztes Peptid (siehe 

Abb. 9).  

 

 
 

Abb. 9: Schema des von Brown-Augsbur-

ger et al. charakterisierten Peptids, das 

aus der Vernetzung der drei Domänen 10, 

19 und 25 über ein DES/IDES sowie zwei 

LNL hervorgeht [modifiziert nach (Brown-

Augsburger et al., 1995)] 

 

Dieses bestand aus drei einzelnen Peptidsträngen, von denen zwei aus den KA-Domänen 

19 bzw. 25 stammen, die über DES oder IDES miteinander verbunden waren. Beide Domä-

nen unterscheiden sich in den meisten Säugetieren insofern von anderen KA-Domänen, 

dass sie über drei statt zwei Lys-Reste verfügen (vgl. Abb. 5). Der jeweils dritte Lys-Rest 

dieser beiden Domänen war über ein LNL mit einem der beiden Lys-Reste des dritten Pep-

tidstranges verbunden, der der KP-Domäne 10 entstammt.  

2011 ermittelten Baldock und Kollegen von rekombinant hergestelltem humanen Tro-

poelastin sowie TE-Fragmenten mittels Kleinwinkelröntgen- und Kleinwinkelneutronen-

streuung niedrig aufgelöste dreidimensionale Strukturen (Baldock et al., 2011). Sie konnten 

auch die Position der terminalen Domänen sowie weiterer Regionen identifizieren und fan-

den heraus, dass sich die Domänen 19 und 25 gegenüberstehen und in räumlicher Nähe 

befinden. Mit Bezug auf das zuvor diskutierte Peptid und die darin identifizierten Querver-

netzungen (Brown-Augsburger et al., 1995) schlugen Baldock et al. in der selben Arbeit ein 

Kopf-Schwanz-Modell (engl. head-to-tail model) für die in vivo ablaufende TE-Polymerisa-

tion vor. Dieses Modell basiert auf einer einheitlichen molekularen Verknüpfung der TE-

Einheiten durch Quervernetzung der Domänen 10, 19 und 25. Eine weitere Reifung unter 
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Bildung größerer Aggregate soll dann durch Interaktionen dieser feinen Elastinfasern un-

tereinander, insbesondere durch hydrophobe Wechselwirkungen hervorgerufen, erfolgen 

(Brown-Augsburger et al., 1995). 

Insgesamt wären an dieser Assemblierung nur drei der insgesamt 16 KA- und KP-Domä-

nen beteiligt. Darüber hinaus ist zu berücksichtigen, dass die Ergebnisse aus der Studie von 

Brown-Augsburger et al. möglicherweise nicht repräsentativ sind, da das verwendete Elas-

tin unter nicht physiologischen Bedingungen erzeugt wurde. Zudem handelte es sich dabei 

um Elastin vom Schwein, in der Studie von Baldock et al. wurde jedoch humanes TE einge-

setzt. Ob die Struktur des letztgenannten unter In-vivo-Bedingungen tatsächlich derer der 

Veröffentlichung entspricht, ist ebenfalls ungewiss, zumal das verwendete TE im Gegensatz 

zu nativem TE (#Schmelzer et al., 2016) über keine Prolylhydroxylierungen verfügte. Die 

Hydroxyproline haben aufgrund der starken Elektronegativität des zusätzlichen Sauerstoff-

atoms einen Einfluss auf die Sekundärstruktur des Proteins, wie dies auch für Kollagen be-

kannt ist, bei dem die Hydroxylierungsstellen entscheidend für die Stabilität des Proteins 

sind. 

Seit der Arbeit von Brown-Augsburger et al. wurden keine Quervernetzungen in nativem 

Elastin mehr aufgeklärt. Meine Arbeitsgruppe hat mit den zuvor beschriebenen, selbstent-

wickelten Methoden in den vergangenen Jahren native Quervernetzungen in bovinem und 

humanem Elastin untersucht (#Schräder et al., 2018; #Hedtke et al., 2019). Dadurch gelang 

es uns, eine breite Vielfalt und eine hohe Zahl von Quervernetzungen zu identifizieren und 

Informationen über die Vielfältigkeit des Quervernetzungsprozesses zu erhalten.  

Während für bifunktionale Quervernetzungen zumeist angenommen wurde, dass sie 

unterschiedliche Domänen aus zumeist zwei Monomereinheiten verbinden, identifizierten 

wir überraschenderweise in beiden Studien auch eine hohe Anzahl von bifunktionalen Int-

radomänenquervernetzungen, deren Bildung wir bereits zuvor in In-vitro-Studien beobach-

tet hatten (#Heinz et al., 2014). Wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben, wird gemeinhin ange-

nommen, dass es sich bei diesen Strukturen um Zwischenprodukte handelt, die bei der Bil-

dung von tetrafunktionalen Quervernetzungen entstehen. Es wurde jedoch zuvor nicht be-

schrieben, dass diese Vorstufen, wie von uns nachgewiesen, auch in ausgereiftem Elastin 

existieren. Stabile Quervernetzungen innerhalb einer Domäne sind aus zwei Gründen un-

erwartet. Erstens können derartige kovalente Bindungen nur lokale Sekundärstrukturele-

mente innerhalb eines einzigen TE-Monomers stabilisieren und tragen somit nicht zur Ver-

teilung der angreifenden Kräfte im gesamten Polymer bei, wie dies bei Interdomänen-

Quervernetzungen und insbesondere intermolekularen Quervernetzungen der Fall ist. 

Zweitens führt die Ausbildung sekundärer Strukturelemente zu einer sterischen Kompres-
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sion hydrophiler Molekülabschnitte. Es ist möglich, dass dies für die hydrophobe Hydrata-

tion von Vorteil ist, die, wie zuvor beschrieben, Grundvoraussetzung für die mechanischen 

Eigenschaften Elastins ist. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass bifunktionale Intra-

domänenquervernetzungen basierend auf LNL oder AA innerhalb jeder TE-Quervernet-

zungsdomäne zu finden sind (#Hedtke et al., 2019). Der Einfluss der Intradomänenquerver-

netzungen auf die Struktur und Eigenschaften von Elastin wurde bisher nicht untersucht. 

Wir haben weiterhin die Sequenzen der einzelnen Peptidabschnitte mehrerer tetrafunk-

tional quervernetzter Peptide ermittelt, bei denen alle zuordenbaren Peptidstränge aus KA-

Domänen stammen. Für menschliches Elastin konnten wir nachweisen, dass die KA-Do-

mäne 14, die nur einen einzelnen Lys-Rest aufweist, an der Bildung von DES oder IDES mit 

zwei weiteren KA-Domänen beteiligt ist. Damit gelang der Beweis, dass tetrafunktionale 

Quervernetzungen in vivo, anders als bisher angenommen (Gray, 1977; Mecham und Davis, 

1994), auch aus mehr als zwei Domänen hervorgehen können (#Hedtke et al., 2019). Dies 

kann beispielsweise durch Kondensation einer Intradomänen- mit einer Interdomänen-

quervernetzung erfolgen. Domäne 14 gehört zu dem zentralen, konservierten Abschnitt 

TEs (Domänen 8-14 in der Gruppe der Amnioten) (Keeley, 2013) und ist die einzige KA-

Domäne, die nur über einen einzelnen Lys-Rest verfügt und damit keine Intradomänen-

quervernetzungen ausbilden kann. Eventuell spielt Domäne 14 bei der Quervernetzung der 

Monomere eine besondere Rolle. 

Wir konnten zahlreiche bifunktionale Quervernetzungen innerhalb von KP-Domänen 

bzw. zwischen unterschiedlichen KP-Domänen oder zwischen KP- und KA-Domänen nach-

weisen. Damit wären KP-Domänen prinzipiell auch in der Lage, an der Bildung von tetra-

funktionalen Quervernetzungen beteiligt zu sein. Eine Involvierung von KP-Domänen in 

DES/IDES konnten wir jedoch für keines der untersuchten Peptide nachweisen. Abgesehen 

von einer Ausnahme (Baig et al., 1980) wurden KP-Domänen in DES- und IDES-haltigen Pep-

tiden bisher auch sonst nicht experimentell bestätigt. Dies legt nahe, dass sie quantitativ 

nur einen vernachlässigbaren Anteil an der Bildung von DES/IDES haben.  

Insgesamt haben wir gezeigt, dass die verschiedenen Lys-Reste an allen Arten von Quer-

vernetzungen beteiligt sind und zudem sogar unverändert bleiben können. Eines der vielen 

Beispiele für diese Vielfalt ist Lys-104 in der Domäne 6 (KA) in menschlichem Elastin (siehe 

Abb. 10) (#Hedtke et al., 2019; #Schmelzer et al., 2020). Der Lys-Rest wurde in unveränder-

tem Zustand (I) gefunden, aber auch intramolekular quervernetzt innerhalb der gleichen 

Domäne mit dem benachbarten Lys-Rest sowohl via AA (II) als auch via LNL (III). Darüber 

hinaus war Lys-104 an zwei unterschiedlichen Quervernetzungen intra- oder intermoleku-

lar mit den Domänen 13 und 14 via LNL (IV) bzw. via AA (V) sowie an der Bildung von DES/I-
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DES (VI) beteiligt. Dieses Beispiel verdeutlicht sehr gut, dass es nicht nur sehr viele Mög-

lichkeiten der Quervernetzung für jeden einzelnen Lys-Rest gibt, sondern dass diese in vivo 

tatsächlich parallel vorkommen.  

Im Gegensatz zu einigen früheren Modellen zum Ablauf des Quervernetzungsschrittes 

der TE-Polymerisation zeigen diese Erkenntnisse, dass das Quervernetzungsmuster von 

Elastin sehr heterogen ist und, wenn überhaupt, offenbar nur wenigen Beschränkungen 

unterliegt. Nach gegenwärtigem Kenntnisstand besitzen die LOX und LOXL-Enzyme keine 

Spezifität für bestimmte Lys-Reste bzw. Sequenzmotive in TE. Dies wird durch die Tatsache 

gestützt, dass nach Totalhydrolyse von reifem Elastin bezogen auf das Monomer nur noch 

etwa 10 % der Lysinreste unmodifiziert nachgewiesen werden können (#Schräder et al., 

2018; #Hedtke et al., 2019). Der Quervernetzungsvorgang selbst ist nicht enzymatisch ka-

talysiert oder anderweitig gesteuert, sondern basiert auf einfachen Kondensationsreaktio-

nen, die wiederum nur davon abhängen, welche Domänen der Monomere sich sterisch na-

hekommen. 

 

Abb. 10: Die Analyse von querver-

netzten Peptiden aus enzymati-

schen Verdauen menschlichen 

Elastins ergab, dass einzelne Lysin-

reste an unterschiedlichen Arten 

von Quervernetzungen beteiligt 

sind sowie teilweise unverändert 

blieben. Dies ist am Beispiel des 

Lysinrests 104 (rot hervorgeho-

ben) des Quervernetzungsmotivs 

der Domäne 6 (KA) gezeigt. Dieser 

Rest wurde in unverändertem Zu-

stand (I) und via Allysinaldol (II) so-

wie Lysinonorleucin (III) mit dem 

benachbarten Lysinrest der Do-

mäne 6 quervernetzt gefunden. 

Darüber hinaus wurden Quervernetzungen zwischen Lys-104 mit Lys-Resten der Domäne 13 (IV) 

und 14 (V) über Lysinonorleucin bzw. Allysinaldol sowie seine Beteiligung an der DES-/IDES-Bildung 

(V) nachgewiesen. Die grau dargestellten Aminosäurereste waren nicht Teil der identifizierten Pep-

tide und wurden zum besseren Verständnis ergänzt [aus #(#Schmelzer et al., 2020)]. 
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Nicht weiterkondensierte Zwischenstufen werden teilweise reduziert (ΔLNL zu LNL und 

ΔMDES zu MDES) und bleiben als stabile bi- bzw. trifunktionale Quervernetzungen im rei-

fen Elastin erhalten. Sie erhöhen die Vielfalt deutlich und sind ein weiterer Beleg für ein 

komplexes Quervernetzungsmuster. Unsere Schlussfolgerungen aus diesen Studien bezüg-

lich dieser insgesamt heterogen verlaufenden Quervernetzung der TE-Monomere und da-

mit letztlich heterogenen Assemblierung stehen im Einklang mit kürzlich veröffentlichten 

Ergebnissen von Studien zur Selbstorganisation von TE und zum strukturellen Einfluss der 

Derivatisierung von Lys zu Lya. Tarakanova et al. haben auf Basis des zuvor erwähnten ato-

mistischen TE-Modells ein sogenanntes grobkörniges Modell abgeleitet und dieses zur Mo-

dellierung des der Quervernetzung vorangehenden Koazervationsprozesses verwendet. 

Dabei beobachteten sie nicht nur Kopf-Schwanz-Anordnungen, die die Grundlage für das 

sogenannte Kopf-Schwanz-Modell sind (Baldock et al., 2011), sondern auch Kopf-Kopf-, 

Schwanz-Schwanz- sowie laterale Interaktionen der TE-Moleküle (Tarakanova et al., 2019). 

Diese Diversität bei der Koazervation ist vermutlich zumindest teilweise verantwortlich für 

die Heterogenität bei der Quervernetzung. Weitere Bestätigung und Verwendung fanden 

unsere Erkenntnisse im Rahmen einer Studie zum Einfluss der Modifikation von Lys- zu Lya-

Resten auf die Sekundärstruktur TEs, für die gezeigt werden konnte, dass die Beweglichkeit 

und Zugänglichkeit einzelner Domänen sowie des gesamten Moleküls verändert wird. Zu-

dem resultiert aus der Erhöhung der Anzahl der Allysinreste pro TE-Molekül eine Zunahme 

der Strukturvariabilität (Ozsvar et al., 2019). Diese Ergebnisse legen nahe, dass diese PTMs 

bereits vor der Quervernetzung Funktionen bei der Assemblierung zu Elastin zukommen. 

Unsere Erkenntnisse zu den Positionen der Quervernetzungen werden für zukünftige ge-

nauere Simulationen von Bedeutung sein. 
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2.3 Die Eigenschaften Elastins 

2.3.1 Vorkommen und Morphologie 

Die Quervernetzungen sind eine Voraussetzung für die Bildung dreidimensionaler, makro-

molekularer Netzwerke aus TE-Molekülen. Die strukturelle Organisation reifer elastischer 

Fasern ebenso wie der Elastingehalt variiert allerdings stark in den einzelnen Geweben. Die 

Unterschiede in der Konfiguration hängen dabei eng mit der Funktion der Organe und der 

Stärke und Richtung der reversiblen Verformung der Bindegewebe zusammen. So ist bei-

spielsweise das Elastin in der medialen Schicht der Aorta in konzentrischen fenestrierten 

Lamellen angeordnet, wohingegen die Fasern in elastischem Knorpel dreidimensionale wa-

benartige Strukturen bilden. Die unterschiedliche Morphologie ist dabei auch das Ergebnis 

des komplexen Wechselspiels zwischen den unterschiedlichen Bestandteilen der EZM mit 

den Zellen. Die folgende Übersicht (Tabelle 1) zeigt die strukturellen Besonderheiten elas-

tinhaltiger Gewebe. 

 

Tabelle 1: Strukturelle Konfiguration elastischer Fasern in verschiedenen menschlichen Geweben 

und Elastingehalt bezogen auf das Trockengewicht der Gewebe. 
 

Gewebeart Elastin-
gehalt 

Strukturelle Konfiguration Literatur 

Aorta <57 %   Konzentrische Lamellen (Scarselli, 1961; Spina et 
al., 1983) 

Bandscheibe  
(anulus fibrosus) 

2 %   Dicht gruppiert mit zufälliger 
Ausrichtung 

(Mikawa et al., 1986) 

Bandscheibe  
(nucleus pulposus) 

2 %   Radial angeordnete Fasernetz-
werke 

(Mikawa et al., 1986) 

Elastischer Knorpele 19 %   Wabenartige Strukturen (Peters und Smillie, 1971) 

Elastische Bänder <75 %   Seilartige Fasern (Uitto, 1979) 

Haut (Dermis) <5 %   Seilartige Fasern (Starcher, 1977) 

Lunge (Parenchym) <30 % Lamellare, die Alveolen umge-
bende Schichten 

(Chrzanowski et al., 1980) 
 
 Lunge (Atemwegs-

schleimhaut) 
<5 % Gekräuselte, lamellare Anord-

nung 
(Mecham, 2018) 

Sehnen 4 % Bündel langer Fasern (Greenlee et al., 1966; 
Uitto, 1979) 

                                                      
e Gehalt wurde für Rinderelastin bestimmt 
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2.3.2 Alterungsbeständigkeit und proteolytische Stabilität 

Unter nicht pathologischen Bedingungen ist Elastin über die Lebensdauer der jeweiligen 

Spezies metabolisch stabil. Für den Menschen wurde die Halbwertszeit Elastins unter Ver-

wendung von Asparaginsäure-Racemisierungsanalysen sowie Messungen des 14C-Gehalts 

in Post-Mortem-Geweben auf mehr als 70 Jahre bestimmt (Shapiro et al., 1991; Powell et 

al., 1992). Die hohe Langlebigkeit ist biologisch von großer Relevanz, da Elastin, im Gegen-

satz zu den meisten anderen Proteinen, zeitlebens nicht erneuert wird. Generell gehören 

elastische Fasern aufgrund ihrer Größe, ihrer molekularen Komplexität und zahlreicher, an 

der Elastogenese beteiligter weiterer Proteine zu den am schwierigsten zu reparierenden 

EZM-Strukturen. Dies wird zum Beispiel bei dem in Folge einer Verletzung entstehenden 

Narbengewebes deutlich, bei dem kaum elastische Fasern gebildet werden (Roten et al., 

1996). 

Einer der Gründe für die außergewöhnliche Haltbarkeit des Elastins ist seine hohe Be-

ständigkeit gegenüber Enzymen, die hauptsächlich durch seine stark vernetzte Natur und 

die extrem dichte Packung der Moleküle ermöglicht wird. Unter den vielen verschiedenen 

Proteasen im menschlichen Körper sind jedoch einige in der Lage, Elastin zu hydrolysieren. 

Die strukturelle Integrität von Elastin kann durch diese als Elastasen bezeichneten Enzyme, 

aber auch durch andere Ursachen im Verlauf von Krankheiten oder der Alterung beein-

trächtigt werden. Hierauf wird im Kapitel 2.4 näher eingegangen. 

2.3.3 Biologische Eigenschaften 

Die primäre biologische Funktion Elastins besteht darin, Geweben und Organen Elastizität 

zu verleihen. Elastin spielt jedoch nicht nur als Strukturprotein eine Rolle, das die Architek-

tur und biomechanischen Eigenschaften der EZM maßgeblich beeinflusst, sondern es steht 

auch im Zusammenhang mit verschiedenen physiologischen Prozessen (Debelle und Tam-

burro, 1999). So werden im Zuge der im Laufe des Lebens auftretenden Schädigungen teils 

große Mengen von EDPs freigesetzt. Diese können in den Blutkreislauf gelangen und eine 

breite Palette biologischer Aktivitäten aufweisen (Maurice et al., 2013). 

Die biologische Wirkung der Elastokine wird dabei über die Bindung an Rezeptoren der 

Zelloberfläche vermittelt, von denen bisher mindestens vier verschiedene identifiziert wur-

den (Toupance et al., 2012). Der bekannteste Rezeptor ist der bereits erwähnte ERC, des-

sen Bestandteil EBP im Verlauf der Elastogenese als Chaperon für TE fungiert. EBP kann 

überdies auch an EDPs binden, wodurch die Sialidase-Aktivität der Neu-1 stimuliert wird. 

Dies scheint für die intrazelluläre Signalübertragung wesentlich zu sein, in deren Rahmen 
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es zur Initiierung mehrerer Signalkaskaden kommt, die für verschiedene Zelltypen wiede-

rum sehr unterschiedlich sind (Duca et al., 2007). Der ERC erkennt die Konsensussequenz 

XGXXPG, bei der es sich um ein Motiv handelt, das die Bildung von β-Turns des Typs VIII 

begünstigt. Dieses wiederum ist für die Bindung des Substrates an das EBP essenziell 

(Floquet et al., 2004; Blanchevoye et al., 2013).  

Ein weiterer Rezeptor für EDPs ist das ca. 31 kDa große Galectin-3, das mit einer Vielzahl 

von EZM-Proteinen, darunter Elastin und Laminin, interagiert (Ochieng et al., 2004). Galec-

tin-3 wird in gewöhnlichen und Tumorzellen exprimiert und weist u.a. unterschiedliche bi-

ologische Funktionen im Zusammenhang mit Entzündungsreaktionen auf. Es wurde auch 

gezeigt, dass seine Interaktion mit EDPs die Tumorentwicklung im Falle von Melanomen 

begünstigen kann (Pocza et al., 2008).  

Neben ERC bzw. EBP und Galectin-3 wurde zudem nachgewiesen, dass auch bestimmte 

αV-Integrine mit TE oder EDPs interagieren können. Integrin αVβ3 erkennt dabei mit hoher 

Affinität die polybasische C-terminale TE-Domäne RKRK (Rodgers und Weiss, 2005; Bax et 

al., 2009), wohingegen αVβ5 mit den TE-Domänen 17 und 18 interagieren kann (Lee et al., 

2014). 

Es wurde gezeigt, dass EDPs die Zellphysiologie verschiedener Zelltypen, einschließlich 

Fibroblasten, glatter Muskelzellen und Leukozyten, verändern [für eine Übersicht siehe 

(Duca et al., 2004)]. In verschiedenen In-vitro- und In-vivo-Studien wurde die Beteiligung 

von EDPs an einer Reihe von pathologischen Zuständen nachgewiesen. So wurde zum Bei-

spiel gezeigt, dass EDPs am Fortschreiten von Krebserkrankungen beteiligt sind (Lapis und 

Timar, 2002; Duca et al., 2004) und in einer Studie von Blaise et al., an der wir beteiligt 

waren, zeigte sich ein möglicher Zusammenhang zwischen EDPs und der Entwicklung einer 

Insulinresistenz bei Mäusen (#Blaise et al., 2013). In einer weiteren, ebenfalls von unserer 

Gruppe unterstützten Arbeit, konnten EDPs zudem mit der Entstehung der nichtalkoholi-

schen Steatohepatitis in Verbindung gebracht werden (#Romier et al., 2018). EDPs fördern 

auch die Angiogenese durch Hochregulierung der MT1-MMP (engl. membrane-type 1 mat-

rix metalloproteinase) (Robinet et al., 2005) und stehen mit der Regulierung zahlreicher 

zellulärer Aktivitäten wie Adhäsion, Chemotaxis, Proliferation, Proteaseaktivierung oder 

Apoptose in Verbindung (Maquart et al., 2005; Antonicelli et al., 2007). 

2.3.4 Mechanische Eigenschaften 

Im Laufe des Lebens sind elastische Gewebe wie die Lunge, Blutgefäße oder elastische Bän-

der kontinuierlich mechanischen Verformungen ausgesetzt. Während EZM-Proteine wie 

Kollagene relativ unelastisch sind und im hydratisierten Zustand einen Elastizitätsmodul 
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zwischen 1 GPa und 2 GPa aufweisen (Heim et al., 2006), verfügen elastische Fasern über 

bemerkenswerte mechanische Eigenschaften. So können sie beispielsweise auf etwa 150 % 

ihrer Länge gedehnt werden, bevor sie reißen (Gosline et al., 2002). Aufgrund ihres niedri-

gen Elastizitätsmoduls von etwa 300 kPa bis 1500 kPa (Koenders et al., 2009) können ein-

zelne elastische Fasern leicht gedehnt werden, bevor sie anschließend zu ihrer ursprüngli-

chen Länge zurückzukehren. Elastin hat eine hohe Rückprallelastizität von ca. 90 %, aber 

eine geringe Zugfestigkeit von ca. 2 MPa (Aaron und Gosline, 1981). Wie in Abb. 3 veran-

schaulicht wurde, handelt es sich bei getrocknetem Elastin um ein starres, hartes und sprö-

des Material, das elastomere Eigenschaften annimmt, sobald es hydratisiert wird 

(Partridge, 1962). Die Fähigkeit Elastins, nach dem Strecken wieder zu kontrahieren, wird 

hauptsächlich durch eine Zunahme der Entropie hervorgerufen und steht in Zusammen-

hang mit der Zunahme struktureller Unordnung (Hoeve und Flory, 1958; Gosline et al., 

2002). Die Verformung von Elastin wird außerdem durch die kovalenten Quervernetzungen 

erleichtert. Diese verteilen die Spannungs- und Dehnungskräfte über das Biopolymer und 

schließlich das gesamte Gewebe und ermöglichen somit die Aufrechterhaltung seiner 

Form. Während das Dehnen die strukturelle Organisation innerhalb des Elastinkerns elas-

tischer Fasern erhöht, führt die anschließende Kontraktion und damit einhergehende Re-

laxation zur Rückkehr zur maximalen Entropie.  

Im Laufe der Jahre wurden verschiedene phänomenologische Modelle vorgestellt, die 

darauf abzielten, die Eigenschaften Elastins möglichst gut zu beschreiben. Diese einzelnen 

Modelle unterscheiden sich hauptsächlich im Beitrag der geordneten Strukturen an den 

entropischen Eigenschaften des Moleküls. Hoeve und Flory schlugen als erste überhaupt 

vor, dass die Elastizität Elastins eine auf Entropie basierende Eigenschaft ist (Hoeve und 

Flory, 1958). Später etablierten sie ein einfaches isotropes Modell, das elastische Fasern als 

ungeordnete Netzwerke beschreibt (Hoeve und Flory, 1974). Anhand dieses Modells ist je-

doch nicht erklärbar, warum Wasser für die Elastizität von Elastin benötigt wird. Obwohl TE 

viele Gly- (30 %) und Pro-Reste (12 %) aufweist, die die Bildung ausgedehnter Sekun-

därstrukturen verhindern, lieferten mehrere Studien Beweise für das Vorhandensein von 

β-Turns (Typ I, II und VIII) sowie Poly-Prolin-II-Helices (Debelle und Alix, 1999; Tamburro et 

al., 2003). In mehreren anisotropen Modellen wurde versucht, den Beitrag dieser recht 

kurzen und labilen Strukturmerkmale zu erklären. Urry und Kollegen schlugen ein Librati-

onsentropiemodell vor, bei dem sich die Elastinmoleküle zu leicht verformbaren β-Spiralen 

falten, die aus aufeinanderfolgenden β-Turns vom Typ II bestehen (Urry und Parker, 2002). 

Es gibt jedoch keine experimentellen Beweise für eine solche anisotrope Orientierung und 

auch die Molekulardynamiksimulationen von Li et al. unterstützen dieses Modell nicht (Li 

et al., 2001; Li und Daggett, 2002). Ein weiteres interessantes Modell, das von Tamburro et 
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al. vorgeschlagen wurde, erklärt die Entropieerhöhung mit der Bildung von labilen β-Turns, 

die dynamisch entlang der Peptidkette gleiten können (Lelj et al., 1992; Tamburro et al., 

2005). Insgesamt werden diese und weitere Modelle durch einige experimentelle Ergeb-

nisse gestützt, keines aber liefert eine vollständige Erklärung für die Elastizität und den mit 

ihr in Verbindung stehenden Beobachtungen, wie z.B. die Notwendigkeit der Hydratation. 

Jüngere Molekulardynamiksimulationen von Peptiden, die von Elastin abgeleitet sind, aber 

auch Festkörper-NMR-Experimente mit reifem Elastin deuten darauf hin, dass hydratisier-

tes Elastin im relaxierten Zustand einen hohen Grad an dynamischer Unordnung aufweist 

(Li und Daggett, 2002; Pometun et al., 2004). Somit wird immer deutlicher, dass die Flexi-

bilität von Elastin eher auf einer ausgeprägten Dynamik als auf einer rigiden Struktur be-

ruht. Diese Schlussfolgerungen wiederum lassen sich sehr gut mit der von uns nachgewie-

senen Heterogenität der Netzwerke aus TE-Einheiten in Einklang bringen. Dennoch sind für 

das Verstehen des genauen Mechanismus, der der Flexibilität des Elastins zugrunde liegt, 

weitere Strukturuntersuchungen und molekulardynamische Simulationen erforderlich. 
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2.4 Alterung und Schädigung Elastins 

(A7 Schmelzer et al., 2012; A8 Sivan et al., 2012; A13 Mora Huertas et al., 2016; 

A14 Schmelzer et al., 2016 ; A15 Gorisse et al., 2016 ; A16 Mora Huertas et al., 2018; A21 

Panwar et al., 2020) 

Das Altern ist die allmähliche und fortschreitende Abnahme der Integrität von Organen und 

Geweben und wird durch intrinsische und extrinsische Faktoren hervorgerufen. Das intrin-

sische Altern ist ein natürlicher Prozess, der u.a. genetisch bedingt und die Folge langsamer 

Gewebedegeneration ist. Das extrinsische Altern hingegen, dessen Auswirkungen sich mit 

denen des intrinsischen Alterns überlagern, wird durch Umwelteinflüsse wie ultraviolette 

(UV) Strahlung, aber auch durch Noxen wie das Rauchen oder die Luftverschmutzung indu-

ziert bzw. beschleunigt (Naylor et al., 2011; Vierkötter und Krutmann, 2012). Obwohl Elas-

tin insgesamt sehr resistent gegenüber intrinsischen und extrinsischen Faktoren ist, akku-

muliert es im Laufe des Lebens Modifikationen und Schädigungen durch verschiedene bio-

chemische, chemische und biophysikalische Einflüsse [siehe Abb. 11 und Übersichtsartikel: 

(Duca et al., 2016)]. 

 

 
Abb. 11: Übersicht über enzymatisch und nicht-enzymatisch induzierte Alterungsprozesse Elastins 

und wichtige Auswirkungen auf den menschlichen Körper [modifiziert nach (#Schmelzer und 

Duca, 2021)].  
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Die Alterungsprozesse bei Elastin sind morphologisch durch Fragmentierung und Verdün-

nung der Fasern in elastischen Geweben gekennzeichnet (Pasquali-Ronchetti und Bacca-

rani-Contri, 1997) und können zu einer Beeinträchtigung der Funktion elastischer Fasern 

und damit zu einer verminderten Gewebeelastizität oder sogar zu einem Funktionsverlust 

von Geweben und Organen führen. Dies resultiert schließlich in einer erhöhten Morbidität 

und Mortalität (Green et al., 2014). Im Falle der Hautalterung führt die durch UV-Strahlung 

induzierte, extrinsische Alterung (Photoalterung) zur Bildung von Falten, zur Abnahme der 

Elastizität sowie zu einer sichtbaren Verdickung der Haut, die aus der Ansammlung von 

elastotischem Material in der oberen und mittleren Dermis resultiert. Der letztere Vorgang 

wird als solare oder aktinische Elastose bezeichnet (Sellheyer, 2003; Naylor et al., 2011). 

Derartige morphologische Schädigungen sind anschaulich anhand von zwei rasterelekt-

ronenmikroskopischen Aufnahmen von Elastinfasern gezeigt, die aus der menschlichen 

Haut von Probanden unterschiedlichen Alters isoliert wurden (siehe Abb. 12) (#Schmelzer 

et al., 2012). Während die Fasern aus der Haut eines 6-jährigen Jungen glatte Oberflächen 

aufweisen und vollkommen unversehrt erscheinen, sind jene einer 90-jährigen Probandin 

zerklüftet, porös und weisen zahlreiche Brüche auf. Derartige strukturelle Schäden haben 

auch einen großen Einfluss auf die Anfälligkeit Elastins gegenüber Elastasen (#Schmelzer et 

al., 2012; #Mora Huertas et al., 2016; #Schmelzer, 2016; #Mora Huertas et al., 2018; #Pan-

war et al., 2020).  

 

 

Abb. 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von fibrillärem Elastin (elastische Fasern ohne 

Mikrofibrillenmantel) isoliert aus der Vorhaut eines 6 Jahre alten Jungen (links) und der Haut (Tho-

rax) einer 90 Jahre alten Frau (rechts). Die Fasern weisen Durchmesser von ca. 1 µm bis 2 µm auf 

und zeigen äußerst unterschiedliche Beschaffenheiten. 
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Auf molekularer Ebene werden Schädigungen insbesondere durch proteolytischen Abbau 

(Antonicelli et al., 2007), oxidativen Stress (Cavinato und Jansen-Durr, 2017), die Entste-

hung von Advanced Glycation End Products (AGEs) (Konova et al., 2004; Dao et al., 2005), 

Calcifizierung (Dao et al., 2005; Zohora et al., 2020), die Racemisierung von Asparaginsäu-

reresten (Powell et al., 1992), (#Sivan et al., 2012), Lipidakkumulation (Robert et al., 2008) 

und mechanische Ermüdung (O'Rourke, 2007) hervorgerufen. Weiterhin haben wir ge-

meinsam mit einer französischen Arbeitsgruppe erstmals nachweisen können, dass auch 

die Carbamylierung langlebiger Matrixproteine wie Elastin und Kollagene ein Merkmal der 

Alterung ist (#Gorisse et al., 2016). Eine altersabhängige Veränderung des Hydroxylierungs-

grades konnte von uns hingegen nicht festgestellt werden (#Schmelzer et al., 2016).  

Der Fokus unserer im Folgenden diskutierten Studien lag auf durch Proteasen versuchte 

Schädigungen Elastins. Proteasen werden kontinuierlich exprimiert und viele davon wer-

den auch in den EZM-Raum sezerniert, wo sie in vielfältige biologische Funktionen invol-

viert sind. So sind sie für den Abbau aufgenommener Proteine bzw. solcher, deren Lebens-

ende erreicht ist, verantwortlich und spielen insgesamt eine große Rolle beim Gewebeum-

bau und verschiedenen biologischen Prozessen wie der Wundheilung, Morphogenese oder 

Angiogenese. Zudem prozessieren sie bioaktive Peptide, die eine Vielzahl von Zellvorgän-

gen steuern. Zu den Proteasen, von denen man annimmt, dass sie am Elastinabbau in 

menschlichen Geweben beteiligt sind, gehören neutrophile Serinproteasen (NSPs) wie 

Cathepsin G (CatG), Proteinase 3 (PR3) und die humane Leukozytenelastase (HLE) (Korkmaz 

et al., 2008), Matrix-Metalloproteasen (MMPs), einschließlich MMP-2, -7, -9, -12 und -14 

(Chakraborti et al., 2003) und die Cysteinproteasen Cathepsin K, L, S und V (Shi et al., 1992; 

Brömme et al., 1996; Antonicelli et al., 2007). Diese Proteasen werden hauptsächlich von 

Fibroblasten, Mesenchymzellen, Thrombozyten, Makrophagen und Leukozyten gebildet. 

Allen Elastasen ist gemein, dass sie trotz unterschiedlicher katalytischer Mechanismen re-

lativ unspezifisch spalten. 

2.4.1 Matrix-Metalloproteasen 

(A1 Taddese et al., 2008; A2 Taddese et al., 2009; A3 Heinz et al., 2010; A4 Taddese et al., 

2010; A5 Heinz et al., 2011; A19 Miekus et al., 2019) 

MMPs, auch Matrixine genannt, gehören zu einer größeren Proteasefamilie, den Metzinki-

nen, denen beispielsweise auch die Adamalysine, Astacine und Serralysine angehören 

(Cerdà-Costa und Gomis-Rüth, 2014). Wie bei den anderen Metzinkinen handelt es sich 

auch bei MMPs um aus unterschiedlichen Domänen zusammengesetzte Mosaikproteine. 
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MMPs sind sowohl zink- (daher das Präfix „Metallo“) als auch calciumabhängige Endopep-

tidasen, die entweder von den Zellen in die EZM sezerniert werden oder im Falle der MT-

MMPs (engl. membrane-type MMPs) an der Plasmamembran verankert vorliegen. Im akti-

vierten Zustand können sie Proteine und Proteinverbünde der EZM abbauen und spielen 

auf diese Weise eine wichtige Rolle bei der Umgestaltung von Bindegeweben. Sie sind an 

physiologischen und pathologischen Vorgängen wie der Morphogenese, Wachstums- und 

Wundheilungsprozessen, Angiogenese, Tumorinvasion und Metastasierung beteiligt. Ins-

gesamt sind für Vertebraten 24 verschiedene MMPs bekannt, von denen bis auf MMP-18 

alle im Menschen vorkommen (Nagase et al., 2006).  

 

 
Abb. 13: Domänenstrukturen der elastinolytischen Matrix-Metalloproteasen 2, 7, 9, 12 und 14. An-

ders als andere MMPs besitzt die MMP-7 keine hämopexinähnliche Domäne. Die MMP-12 unter-

scheidet sich wiederum insofern von den übrigen MMPs, dass sie diese Domäne zwar besitzt, aber 

diese gewöhnlich durch Autoproteolyse im Zuge ihrer Aktivierung verliert. MMP-2 und -9 verfügen 

zudem über drei fibronektinähnliche Domänen innerhalb der katalytischen Domäne, die die Bin-

dung von Gelatine ermöglicht. Die membranständige MMP-14 besitzt außerdem eine Transmemb-

randomäne, durch die sie an die Zellmembran gebunden ist, und eine zytoplasmatische Domäne, 

der unterschiedliche regulatorische Funktionen zugeschrieben werden. 

 

Alle MMPs besitzen eine hohe Sequenzhomologie zu MMP-1 und eine globuläre katalyti-

sche Domäne, die durch das Zink-bindende, drei Histidinreste enthaltende Motiv 

HEXGHXXGXXH charakterisiert ist. N-terminal wird die katalytische Domäne von einem Pro-

peptid flankiert, das ein Cystein-Switch-Motiv PRCGXPD besitzt (außer MMP-23). Dieser 
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Cys-Rest bindet an das Zinkion und hält dadurch die jeweilige MMP in ihrer inaktiven Pro-

form. C-terminal von der katalytischen Domäne befinden sich häufig Domänen (z.B. hä-

mopexinähnliche Domänen), die für die Substraterkennung und andere Protein-Protein-

Interaktionen von Bedeutung sind (Visse und Nagase, 2003; Itoh, 2015). Die Domänen-

strukturen der elastinolytischen (=elastinspaltende) MMPs sind in Abb. 13 dargestellt. 

Unter physiologischen Bedingungen wird die Aktivität der MMPs auf mindestens vier 

unterschiedliche Weisen gesteuert: (i) auf der Ebene der Transkription, (ii) durch Aktivie-

rung aus der Pro-Form (Zymogen), (iii) durch Interaktionen mit anderen Bestandteilen der 

EZM, insbesondere durch Proteolyse (auch Autoproteolyse) und (iv) durch ihre spezifischen 

Inhibitoren, den sogenannten TIMPs (engl. tissue inhibitors of metalloproteinases) 

(Chakraborti et al., 2003). 

Der Abbau von Elastin durch MMPs findet bei zahlreichen Vorgängen der Entwicklung, 

Wundheilung und während Entzündungskrankheiten statt (Antonicelli et al., 2007). Zu den 

humanen MMPs, für die eine elastinolytische Aktivität als sicher gilt, gehören MMP-2 (Ge-

latinase A), MMP-7 (Matrilysin-1), MMP-9 (Gelatinase B), MMP-12 (Makrophagenelastase) 

und MMP-14 (auch als MT1-MMP bezeichnet) (Chakraborti et al., 2003; Van Doren, 2015). 

Schädigungen an elastischen Fasern, die zudem mit der Bildung von Elastokinen einherge-

hen, können dabei die Entstehung und das Fortschreiten einer Vielzahl pathologischer Zu-

stände begünstigen. Es wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass die Aortenstenose mit er-

höhten Aktivitäten von MMP-2 und MMP-9 im Zusammenhang steht (Helske et al., 2007), 

Atherosklerose durch MMP-12 beeinflusst wird, die die Instabilität von atheroskleroti-

schem Plaque fördert (Johnson et al., 2005) und auch die Entwicklung von Aortenaneurys-

men wird durch MMP-2, MMP-9 und MMP-12 verstärkt (Curci et al., 1998; Longo et al., 

2002). Weitere Arbeiten zeigen außerdem, dass MMP-9 an Prozessen wie der Ventrikel-

ruptur als Folge eines Myokardinfarkts (Romanic et al., 2002) und Photoalterung der Haut 

(Kähäri und Saarialho-Kere, 1997) beteiligt ist. Darüber hinaus wurde nachgewiesen, dass 

eine Überexpression von MMP-12 mit der Entwicklung und dem Fortschreiten des Lungen-

emphysems (Hautamaki et al., 1997; Gharib et al., 2018), der Lichtalterung der Haut (Chung 

et al., 2002) und granulomatösen Hauterkrankungen (Vaalamo et al., 1999) in Verbindung 

steht. MMP-7 wird in Tumoren fast aller Organe des Körpers stark exprimiert und scheint 

eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression und Angiogenese zu spielen (Nagashima et 

al., 1997; Wielockx et al., 2004). Zusammengenommen zeigen diese Beispiele, dass es von 

großer Bedeutung ist, die durch MMPs hervorgerufenen Abbauprozesse Elastins zu verste-

hen. Zur Charakterisierung gehören insbesondere das Spaltungsverhalten von elastinolyti-

schen MMPs und die Identität und Aktivität der beim Abbau freigesetzten EDPs. Dieser An-

satz kann bei der Entwicklung gerichteter Therapien zur Behandlung von Erkrankungen im 
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Zusammenhang mit der Elastinschädigung, der Überexpression von MMPs und der daraus 

resultierenden Freisetzung von Elastokinen sehr hilfreich sein. Allerdings wurden in nur we-

nigen Studien der enzymatische Abbau von Elastin oder seiner löslichen Vorstufe TE und 

die Freisetzung bioaktiver Peptide detailliert untersucht. Wir haben daher in fünf unter-

schiedlichen In-vitro-Studien das Abbauverhalten von humanem Tropoelastin und/oder 

reifem humanem Elastin durch vier MMPs charakterisiert.  

Untersuchungen wurden zunächst mit der Makrophagenelastase (MMP-12) an reifem 

Elastin (#Taddese et al., 2008) vorgenommen. Dabei galt es, die Machbarkeit von Untersu-

chungen zur Charakterisierung der Spaltstellen mittels massenspektrometrischer Metho-

den zu überprüfen. Eine Herausforderung liegt in der geringen Spaltspezifizität der MMPs, 

wodurch die Identifizierung der Peptide teilweise erheblich verkompliziert wird. Ferner er-

schweren die zuvor genannten, sich wiederholenden Sequenzmotive die Bestimmung bzw. 

machen eine eindeutige Zuordnung im Protein oftmals unmöglich. Für reifes Elastin wur-

den, bezogen auf das Vorläuferprotein, 36 Spaltstellen identifiziert, anhand derer die Prä-

ferenzen der entsprechenden Bindetaschen im Enzym (Subsites) nach dem Modell von Sch-

echter und Berger analysiert wurden (Schechter und Berger, 1967). Dabei zeigte sich für 

die sehr bedeutende P‘1-S‘1-Interaktion, dass insbesondere Leu in P‘1-Position bevorzugt 

wird. Dies wurde zuvor schon anhand einer systematischen Studie mit synthetischen Okta-

peptiden gezeigt (Gronski et al., 1997) und konnte in unserer Studie anhand eines natürli-

chen Substrats bestätigt und vertieft untersucht werden. Auch eine bereits früher für 

MMPs beschriebene Präferenz für Pro-Reste in der P3-Position (Verma und Hansch, 2007) 

wurde für Elastin beobachtet und in den nachfolgend diskutierten Arbeiten eingehend un-

tersucht.  

Das in dieser Arbeit eingesetzte Elastin wurde aus humaner Haut mittels der in Kapitel 

2.1 erwähnten Starcher-Methode isoliert und in der Peptidanalyse wurde eine größere Zahl 

von Kollagenpeptiden nachgewiesen. Dies zeigte nicht nur die Grenzen dieser Isolierungs-

methode auf, die bei der späteren Entwicklung eigener Verfahren adressiert wurden, son-

dern legt zudem nahe, dass die Makrophagenelastase auch Aktivität gegenüber den beiden 

in der Haut vorkommenden Kollagentypen I und III aufweist. Dies konnten wir in einer se-

paraten Studie belegen, in der wir die Hydrolyse dieser beiden Faserproteine durch die ka-

talytische Domäne der MMP-12 näher untersuchten (#Taddese et al., 2010). Dabei gehören 

Kollagene nicht zu den natürlichen Substraten der MMP-12 (Amar et al., 2017). Es ist aber 

naheliegend, dass die Protease auch unter In-Vivo-Bedingungen beim Turnover der Kolla-

gene eine Rolle spielt, wenn diese, durch den Einfluss anderer Enzyme hervorgerufen, be-

reits geschädigt vorliegen.  
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Die Spaltstellenanalyse erbrachte dabei Gemeinsamkeiten zwischen den Substraten Kol-

lagen und (Tropo-)Elastin, wie die Präferenz für Leu in P‘1 oder Pro in P3, aber auch einige 

Unterschiede, die insbesondere durch Besonderheiten der Aminosäuresequenzen der Sub-

strate zustande kommen (siehe Tabelle 2). So finden sich beispielsweise wegen des sich 

wiederholenden kollagentypischen Sequenzmotivs Gly-Xxx-Yyyf in den Positionen P4, P1 

und P‘3 besonders häufig Gly-Reste. 

 

Tabelle 2: Relative Häufigkeit ausgewählter Aminosäurereste in den Substratpositionen P4-P‘4. beim 

Verdau der Substrate Kollagen I (α-1 und α-2), Kollagen III (α-1) und Tropoelastin durch MMP-12 

(#Heinz et al., 2010; #Taddese et al., 2010). Die Spaltstelle befindet sich dabei zwischen den 

Resten in den Positionen P1 und P‘1 (durch blaue Linie gekennzeichnet). 
 

 

  

In zwei weiteren Arbeiten haben wir unter Nutzung des rekombinant hergestellten lösli-

chen TEs systematisch das Spaltverhalten der MMP-12, MMP-7 und MMP-9 und die Bil-

dung von Elastokinen untersucht (#Taddese et al., 2009; #Heinz et al., 2010). Durch das 

Fehlen der Quervernetzungen ist TE deutlich leichter abbaubar und es können bei der an-

schließenden Peptididentifikation insgesamt hohe Sequenzabdeckungen erzielt werden. 

Auf diese Weise lassen sich detaillierte Rückschlüsse zum Spaltverhalten der eingesetzten 

Enzyme ziehen. MMP-12 hatte, gemessen an den identifizierten Peptiden, die höchste Ak-

tivität der drei Proteasen. Dies ist in Übereinstimmung mit früheren Studien zu nativem 

                                                      
f Bei Xxx und Yyy kann es sich um beliebige Aminosäurereste handeln; besonders häufig befinden sich dort 

jedoch Prolin- (Xxx) und Hydroxyprolinreste (Yyy). 

Rest Substrat
P4 P3 P2 P1 P'1 P'2 P'3 P'4

α-1(I) 10 17 21 5 14 17 12 5
α-2(I) 0 11 23 8 8 11 6 11
α-1(III) 10 35 30 0 0 15 0 25
TE 27 41 40 39 26 30 42 35
α-1(I) 50 26 21 55 26 17 50 29
α-2(I) 66 15 21 64 13 26 62 17
α-1(III) 80 15 5 80 15 5 80 25
TE 27 15 32 33 7 34 24 21
α-1(I) 0 2 0 0 21 5 0 0
α-2(I) 4 2 8 0 36 11 4 8
α-1(III) 0 0 5 0 45 10 0 10
TE 7 7 8 2 22 5 5 10
α-1(I) 17 45 12 2 2 7 17 33
α-2(I) 11 51 9 2 0 8 11 34
α-1(III) 10 45 25 0 15 15 20 10
TE 8 24 2 4 5 2 5 8

Häufigkeit des Vorkommens der Aminsäurereste (%)

Leu/Ile

Ala

Pro/Hyp

Gly
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Elastin (Shapiro und Senior, 1998). Der Vergleich der MMPs zeigte, dass alle drei Proteasen 

in ähnlicher Weise hydrophobe und aliphatische Aminosäurereste in P‘1-Position tolerieren 

und im Falle der MMP-7 eine hohe Präferenz für Leu in dieser Position aufweisen. MMP-12 

hatte wiederum die insgesamt höchste Toleranz für sperrige geladene und aliphatische 

Aminosäurereste. Ergänzend zu bereits beschriebenen akzeptierten Aminosäureresten in 

P‘1 fanden wir insbesondere für MMP-12 und MMP-9 häufig auch Lys-Reste in dieser Posi-

tion. Anhand eines ausgewählten Hexapeptids konnten wir mittels molekularer Modellie-

rung zeigen, dass beide Enzyme Lys in P‘1 akzeptieren. Zudem zeigte sich anhand zahlrei-

cher Peptide für alle drei MMPs die bereits zuvor beobachtete Präferenz für Pro in P3. 

 

 
Abb. 14: Interaktion des natürlichen Substrats LPYGYGPG (Aminosäurereste 226 bis 233 aus Tropo-

elastin Isoform 2) mit dem aktiven Zentrum der Makrophagenelastase (MMP-12). Die Molekülober-

fläche der Bindungstasche ist entsprechend ihres elektrostatischen Potenzials farblich hervorgeho-

ben (rot für negatives und blau für positives Potenzial). Die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

den Resten des Substrates und den Bindungsstellen der MMP-12 sind mit gelb gestrichelten Linien 

dargestellt.  

 

Anhand molekularer Modellierung wurde die Interaktion eines entsprechenden Oktapep-

tides mit dem katalytischen Zentrum der MMP-12 untersucht (siehe Abb. 14). Es zeigte 
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sich, dass das Peptidrückrat aufgrund des Pro-Restes in P3 in eine gekrümmte Konformation 

gezwungen wird, die die Bindung an das aktive Zentrum begünstigt (#Heinz et al., 2010). 

Neben diesen umfangreichen Untersuchungen zu den Spaltstellen lag ein weiterer 

Schwerpunkt auf der Freisetzung bioaktiver Peptide. Hierzu wurden Peptide von ausge-

wählten, Elastokine enthaltenden Bereichen der Domäne 24 synthetisiert und deren Hyd-

rolyse analysiert (#Taddese et al., 2009). Weiterhin wurden einige durch die MMPs aus den 

Substraten freigesetzte und bis dahin nicht als Elastokine beschriebene Peptide hergestellt 

und mittels Gelatinezymographie auf ihre Aktivität hin getestet. Hierbei machten wir uns 

zu Nutze, dass humane Hautfibroblasten eine Zunahme der Sekretion von Pro-MMP-2 zei-

gen, wenn diese mit Elastokinen inkubiert werden (Duca et al., 2004). Für alle untersuchten 

Peptide konnte eine hohe biologische Aktivität nachgewiesen werden (#Heinz et al., 2010).  

Zwei weitere Studien widmeten sich detailliert Matrilysin-1 (MMP-7) (#Heinz et al., 

2011) und der MT-MMP-1 (MMP-14) (#Miekus et al., 2019), wobei als Substrate sowohl TE 

als auch isoliertes und damit quervernetztes Elastin verwendet wurden. Die Ergebnisse er-

weitern das Bild zur Spaltung nativen Elastins durch MMPs. Insgesamt zeigte sich in allen 

MMP-Studien, dass in reifem Elastin die Mehrzahl der Spaltstellen in den N- und C-termi-

nalen Bereichen auftraten, wohingegen in den Domänen 14 bis 24 vergleichsweise wenig 

Schnittstellen nachgewiesen wurden. Dies liegt vermutlich an einer schlechten sterischen 

Zugänglichkeit der MMPs für diese Molekülregionen.  

2.4.2 Serinproteasen 

(A6 Heinz et al., 2012; A7 Schmelzer et al., 2012) 

Zu den Serinproteasen, die Elastin abbauen können, gehören neben der Gruppe der Pan-

kreaselastasen (#Getie et al., 2005; #Joshi et al., 2018) vor allem die neutrophilen Serinpro-

teasen humane Leukozytenelastase (HLE), Proteinase 3 (PR3) und Cathepsin G (CatG). Alle 

drei Enzyme gehören zur Familie der Chymotrypsine, die durch das Vorhandensein einer 

katalytischen Triade, bestehend aus His57, Asp102 und Ser195, gekennzeichnet istg. Die 

NSPs weisen in ihren biochemischen Wirkungen ein hohes Maß an Übereinstimmung auf, 

unterscheiden sich aber in ihren Substratspezifitäten. NSPs nehmen wichtige Funktionen 

bei einer Vielzahl physiologischer Prozesse ein. Zu ihnen gehören die Abwehr von Infektio-

nen, der Abbau von Bestandteilen der EZM im Verlaufe von Entzündungsprozessen, der 

Gewebeumbau, die Wundheilung, Koagulation und Fibrinolyse. Darüber hinaus sind NSPs 

                                                      
g Die Nummerierung entsprechend der Aminosäuresequenz Chymotrypsins. 
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wichtige Regulatoren der angeborenen Immunantwort, indem sie die zelluläre Signalüber-

tragung durch proteolytische Aktivierung oder Inaktivierung von Zytokinen (Interleukinen) 

und spezifischen Zellrezeptoren kontrollieren (Korkmaz et al., 2008).  

HLE, PR3 und CatG werden von humanen polymorphkernigen neutrophilen Granulozy-

ten sezerniert und in ihrer aktiven Form in den azurophilen Granula gespeichert, aus denen 

sie als Reaktion auf Entzündungsprozesse freigesetzt werden. Alle drei NSPs hydrolysieren 

verschiedene Proteine der EZM sowie Plasmaproteine und sind darüber hinaus am Abbau 

aufgenommener Pathogene beteiligt (Stapels et al., 2015). Die HLE, die auch als neutrophile 

Elastase bezeichnet wird, ist ein stark kationisches Glykoprotein. Sie ist die wichtigste Pro-

tease, die am Abbau von EZM-Bestandteilen durch Neutrophile beteiligt ist und katalysiert 

die Hydrolyse einer Vielzahl extrazellulärer Makromoleküle wie Elastin, Kollagene, Fib-

ronektin und Laminine. Außerdem baut sie Plasmaproteine wie Immunglobuline oder Tu-

mornekrosefaktor-α ab (Owen und Campbell, 1999). CatG weist eine 37 %ige Sequenzho-

mologie mit HLE auf und spaltet eine Vielzahl von Substraten, darunter Elastin, Typ-IV-Kol-

lagen, Fibronektin, Laminine und Plasmabestandteile wie Immunglobuline (Owen und 

Campbell, 1999). Die PR3, die 54 % Sequenzhomologie mit der HLE aufweist, wird auch als 

Myeloblastin bezeichnet und baut Elastin, Typ-IV-Kollagen, Fibronektin und Laminine ab 

(Früh et al., 1996). 

Obwohl NSPs eine Vielzahl physiologischer Funktionen besitzen, kann eine aus dem 

Gleichgewicht geratene Aktivität auch zu Gewebeschäden führen und Entzündungsreakti-

onen verstärken, z. B. durch die Erhöhung der Expression von Wachstumsfaktoren, Chemo-

kinen und Zytokinen (Moraes et al., 2003). NSPs werden mit verschiedenen Entzündungs-

krankheiten in Verbindung gebracht, darunter die chronisch obstruktive Lungenerkran-

kung, Lungenemphysem und Arthritis (Korkmaz et al., 2008). Es wird auch angenommen, 

dass akute Lungenerkrankungen als Folge eines Ungleichgewichts zwischen Elastasen und 

Elastase-Inhibitoren auftreten, wodurch es zum Abbau Elastins kommt. Das resultiert wie-

derum in einem Funktionsverlust der elastischen Fasern, in einer Schädigung der alveolären 

Strukturen und dies kann die Bildung von Lungenödemen nach sich ziehen (Boudier et al., 

1991).  

Zur Untersuchung des Spaltverhaltens von HLE, PR3 und CatG setzten wir, wie bei den 

MMP-Studien, sowohl den löslichen Vorläufer als auch reifes Elastin ein. Neben der Identi-

fizierung der Spaltstellen galt es, strukturelle Erklärungen für die Präferenzen der Enzyme 

zu finden und die Freisetzung von Elastokinen zu untersuchen (#Heinz et al., 2012). 

Die wichtigste Interaktion für die Spaltung durch NSPs ist jene zwischen P1 und S1. Die 

aus Massenspektrometriedaten erhaltenen Peptidsequenzen zeigten, dass HLE und PR3 

besonders kleine aliphatische und/oder hydrophobe Aminosäurereste wie Ala, Val, Gly in 
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P1 bevorzugen. Die Spaltung an anderen, insbesondere sperrigen Aminosäureresten spielt 

dagegen kaum eine Rolle. Im Gegensatz dazu wurden für CatG besonders die geladene 

Aminosäure Lys, aber auch aliphatische Aminosäurereste wie Ala, Leu und Val und sogar 

sperrige Aminosäurereste wie Phe oder Tyr in P1 nachgewiesen. Der Vergleich der Ergeb-

nisse beider Substrate zeigte eine hohe Übereinstimmung. Die Hauptunterschiede lagen 

hier bei den Spaltungen durch CatG, da es im Falle des unlöslichen Elastins durch die Ab-

wesenheit freier Lys-Reste zu deutlich weniger Spaltungen kam.  

Die Ergebnisse sind besonders mit Blick auf strukturelle Erkenntnisse aus Untersuchun-

gen zu den Kristallstrukturen der drei NSPs schlüssig. Diese zeigen insgesamt vergleichbare 

Geometrien der S1-Taschen, die jedoch leicht in Größe, Flexibilität, Polarität und Anordnun-

gen der Bindungen zwischen den Aminosäureresten variieren (Bode et al., 1989; Fujinaga 

et al., 1996; Hof et al., 1996). HLE und PR3 weisen halbkugelförmige Bindungsstellen mit 

hydrophobem Charakter auf, die Aminosäurereste mit zwei oder drei Kohlenstoffseiten-

ketten in der S1-Tasche aufnehmen können. Im Vergleich zur HLE ist die Bindungsstelle der 

PR3 dabei geringfügig polarer und in der Größe stärker beschränkend, da insbesondere ihre 

S1-Tasche kleiner ausgeprägt ist (Fujinaga et al., 1996). Die Bindungsstelle der CatG ist hin-

gegen voluminöser und flexibler und kann große aliphatische sowie hydrophobe aromati-

sche und basische Aminosäurereste in der S1-Tasche aufnehmen (Hof et al., 1996). 

Hinsichtlich der bevorzugten Aminosäuren in P‘1-P‘4 und P2-P4 zeigten sich starke Ähn-

lichkeiten zwischen den drei NSPs. Sowohl für Tropoelastin als auch für Elastin wurden in 

P‘1-P‘4 und P2-P4 für alle drei Enzyme vorwiegend die Aminosäurereste Ala, Gly, Val und Pro 

gefunden, die besonders häufig in Tropoelastin vorkommen und ca. 80 % der Sequenz aus-

machen. Auffällig war jedoch eine Präferenz für Pro in P2 und P‘4. Für HLE wurde gezeigt, 

dass die S2-Tasche hydrophob ist und mittelgroße hydrophobe Reste wie Pro toleriert, wo-

bei der Pyrrolidinring die S2-Tasche vollständig ausfüllt (Bode et al., 1989). Vermutlich in-

duziert der Pro-Rest eine konformative Schleife, die wiederum die optimale Interaktion mit 

der Spalte des aktiven Zentrums ermöglicht (Hof et al., 1996; Réhault et al., 1999). Insge-

samt lässt sich zusammenfassen, dass es zwar Präferenzen der Subsites für bestimmte Ami-

nosäurereste aufgrund von Unterschieden in Polarität und Größe in den Bindungsstellen 

gibt, dass aber praktisch jede Art von Rest an den entsprechenden Subsites aufgenommen 

werden kann.  

In den drei Hydrolysaten Hautelastins konnten insgesamt 90 Peptide identifiziert wer-

den, die Sequenzmotive mit potenziell bioaktiven Motiven enthielten. Aus dieser Liste 

möglicher Elastokine wurden wiederum zehn Peptide ausgewählt, synthetisiert und hin-

sichtlich ihrer Aktivität getestet. Hierbei machten wir es uns zunutze, dass einerseits die 

Elastinolyse die Kollagenolyse fördert und andererseits Fibroblasten für die Kollagenolyse 
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von großer Bedeutung sind, da sie große Mengen der interstitiellen Kollagenase MMP-1 

sezernieren können (Brassart et al., 2001; Hornebeck et al., 2002). Die Verwendung einer 

humanen Fibroblastenzellkultur eignet sich daher hervorragend, um den Einfluss von Lig-

anden des EBPs auf Umbauprozesse der Matrix zu untersuchen. Für alle getesteten Peptide 

wurde eine deutliche Stimulation der pro-MMP-1-Sekretion nachgewiesen. Interessanter-

weise zeigten langkettige Peptide, die beispielsweise mehrere GXXPG-Motive enthielten, 

keine höhere Aktivität als kurzkettige Peptide, die das Motiv nur einmal aufwiesen. Es ge-

lang uns zudem, drei neue Motive zu identifizieren, für die zuvor keine Aktivität beschrie-

ben wurde (#Heinz et al., 2012). 

Auf diesen Erkenntnissen aufbauend, untersuchten wir in einer weiteren Studie erst-

mals das elastinolytische Potenzial von HLE und CatG unter Verwendung von reinem, fib-

rillärem Elastin (#Schmelzer et al., 2012). Dieses isolierten wir aus menschlicher Haut von 

Probanden unterschiedlichen Alters. Als weitere Substrate kamen mittels der Starcher-Me-

thode isoliertes humanes Elastin sowie rekombinant hergestelltes humanes Tropoelastin 

zum Einsatz. Ein Aspekt war dabei die Untersuchung der zeitabhängigen Hydrolyse. Hierbei 

zeigte sich für TE, dass für beide Enzyme bei vergleichsweise niedrigen Enzymkonzentrati-

onen bereits nach einer Minute kein intaktes Protein mehr nachweisbar war. Über einen 

Zeitraum von zehn Stunden wurden dann die anfangs bis etwa 17 kDa großen Peptide wei-

ter gespalten, bis nur noch Peptide kleiner 5 kDa vorhanden waren. Anhand dieser Unter-

suchungen ließen sich sehr gut die besonders für Spaltungen präferierten Peptidbindungen 

identifizieren.  

Weiterhin konnten wir zeigen, dass die HLE selbst bei sehr hohen, nicht physiologischen 

Konzentrationen intaktes, reifes Elastin nicht abbauen kann. Dies ist überraschend, da die 

Schädigung Elastins durch die HLE in der Fachliteratur häufig als maßgeblich im Zusammen-

hang mit verschiedenen pathologischen Zuständen genannt wurde (Moroy et al., 2012; 

Duca et al., 2016). Wir wiesen zudem nach, dass die Unversehrtheit des isolierten Elastins 

einen erheblichen Einfluss auf seine Abbaubarkeit hat. Dies wurde insbesondere im direk-

ten Vergleich mit Starcher-Elastin deutlich. Dieses wies bereits vor der Inkubation eine stark 

zerklüftete Struktur auf, wie anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen 

deutlich wurde. Im Gegensatz zu dem fibrillär vorliegenden Elastin ließ sich das Starcher-

Elastin durch die HLE leicht abbauen. Von noch größerer Bedeutung ist jedoch, dass sich 

ein direkter Zusammenhang zwischen dem biologischen Alter des Spendergewebes mit der 

Stabilität des isolierten Elastins nachweisen ließ. Schäden, die, wie im vorherigen Kapitel 

erläutert, im Laufe des Lebens entstehen, machten das Material angreifbar für Proteasen. 

Dies deutet darauf hin, dass elastische Fasern mit zunehmendem Alter ihre Widerstands-
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fähigkeit gegenüber Proteasen verlieren. Dies ist vermutlich eine Erklärung für den be-

schleunigten Zerfall elastischer Fasern mit zunehmendem Alter und dem damit einherge-

henden Funktionsverlust. 

Insgesamt erscheint es unmöglich, dass die HLE eine treibende Kraft bei der Initiierung 

des Abbaus von Elastin ist. Wie jedoch in unseren (#Heinz et al., 2012; #Schmelzer et al., 

2012) sowie in anderen Studien (Reilly et al., 1984; Morrison et al., 1999) gezeigt wurde, ist 

die HLE dennoch eine potente Protease, die beispielsweise TE schnell und umfassend hyd-

rolysiert, aber auch geschädigte Elastinfasern abbauen kann. Daneben ist bekannt, dass die 

HLE auch effektiv das Fibrillin der Mikrofibrillen hydrolysieren kann (Kielty et al., 1994), die 

den Elastinkern wie einen Mantel umschließen. Alle diese Erkenntnisse legen nahe, dass 

die Protease dennoch an der fortschreitenden Schädigung des elastischen Fasernetzwerks 

beteiligt ist. Von besonderer Bedeutung ist zudem die Erkenntnis, dass CatG im Gegensatz 

zu HLE intaktes fibrilläres Hautelastin unter identischen Bedingungen hydrolysiert. Die Pro-

tease wird in großen Mengen in Neutrophilen gespeichert, weshalb ihre Abgabe in den ext-

razellulären Raum während der Phagozytose und des Turnovers der neutrophilen Gra-

nulozyten eine direkte Schädigung des elastischen Fasernetzwerks verursachen könnte. 

Dies wiederum würde die Stabilität Elastins herabsetzen und es für weitere Proteasen an-

greifbar machen. 

Werb et al. definierten den Begriff Elastase als „Protease, die in der Lage ist, ohne wei-

tere Beteiligung unlösliche Elastinfasern zu solubilisieren und abzubauen“ (Werb et al., 

1982)h. Nach dieser Definition muss man in Anbetracht unserer Ergebnisse schlussfolgern, 

dass es sich bei der HLE nicht um eine Elastase handelt. Für eine bessere Einordnung der 

unterschiedlichen Proteasen in Bezug auf ihre elastinolytische Aktivität schlage ich die Ein-

führung einer Klassifizierung vor, die vergleichbar mit derer der Kollagenasen und Gelatina-

sen ist. Unterschieden werden sollte zwischen echten Elastasen (engl. genuine elastases) 

und Pseudoelastasen (engl. pseudo elastases). Während es sich bei echten Elastasen um 

Proteasen handelt, die intaktes fibrilläres Elastin unter physiologischen Bedingungen ab-

bauen können, vermögen Pseudoelastasen Elastin nur im denaturierten bzw. partiell hyd-

rolysierten Zustand zu spalten.  

Die Fähigkeit von Enzymen elastische Fasern zu schädigen bzw. Elastin zu hydrolysieren, 

wurde in der Vergangenheit fast ausschließlich in In-vitro-Studien bestimmt, in denen das 

verwendete Elastin zuvor mit relativ harschen Verfahren isoliert wurde. Mit den Erkennt-

                                                      
h Zitat im Original: „We define as an elastase any proteinase that is able to solubilize and degrade insoluble 

elastin fibers alone.” 
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nissen aus unseren Studien erscheint es sinnvoll, weitere Mitglieder der Familie der Elasta-

sen im Hinblick auf ihre Interaktion mit Elastinfasern von hoher Integrität hin erneut zu 

überprüfen, um das tatschliche elastinolytische Potenzial besser bewerten zu können.  

2.4.3 Cysteinproteasen 

(A7 Schmelzer et al., 2012; A21 Panwar et al., 2020) 

Neben MMPs und NSPs beinhaltet auch die Familie der Cysteinproteasen einige Elastasen. 

Allen Cysteinproteasen ist eine aus den Aminosäuren Cystein und Histidin bestehende ka-

talytische Diade gemein. Eine wichtige Unterfamilie bilden die Papain-ähnlichen Cystein-

proteasen (Clan CA, Familie C1), deren Mitglieder im gesamten Tier- und Pflanzenreich weit 

verbreitet sind und auch in Viren und Bakterien nachgewiesen wurden. Im Falle der Säuge-

tiere sind die Proteasen auch als thiolabhängige Cysteincathepsine (CCs) bekannt. Für den 

Menschen wurden elf CCs identifiziert, bei denen es sich um lysosomale Proteasen handelt 

(Lecaille et al., 2002), die wichtige Funktionen beim intrazellulären Proteinabbau und der 

MHC II-vermittelten Immunantwort übernehmen. CCs kommen auch im Cytoplasma und 

Zellkern vor und werden in den Extrazellularraum sezerniert, wo sie am pathophysiologi-

schen Abbau von EZM-Proteinen beteiligt sind (Sage et al., 2014; Vizovišek et al., 2019). 

Ihre dysregulierte und erhöhte Aktivität in der EZM ist kennzeichnend für zahlreiche Krank-

heiten, darunter verschiedene entzündliche Erkrankungen, mehrere Krebserkrankungen, 

rheumatoide Arthritis sowie Knochen- und Herzerkrankungen (Vizovišek et al., 2019). Zu 

den Elastin hydrolysierenden CCs werden die Cathepsine K, L, S und V gezählt. Deren elas-

tinolytische Potenziale liegen dabei teilweise deutlich über denen relevanter MMPs und 

einiger NSPs (Yasuda et al., 2004).  

Gemeinsam mit einer Arbeitsgruppe aus British Columbia (Kanada) untersuchten wir die 

altersabhängige Expression der Cathepsine K (CatK), S (CatS) und V (CatV) in der Haut sowie 

ihren Einfluss auf die Integrität des elastischen Fasernetzwerks. Hierzu kamen neben bo-

vinen Hautproben auch Proben menschlicher Haut von Probanden im Alter zwischen 6 und 

86 Jahren zum Einsatz, die in drei Gruppen (6-10, 30-40 und 70-86 Jahren) eingeteilt wur-

den. An den Hautproben wurden histologische Untersuchungen vorgenommen sowie Elas-

tin aus ihnen mit unserer Isolationsmethode isoliert (#Schmelzer et al., 2012). Das wurde 

vor und nach der Inkubation mit den drei CCs mit unterschiedlichen Methoden hinsichtlich 

proteolytischer Resistenz, Freisetzung von Elastokinen und, im Falle der bovinen Elastin-

proben, auch mittels Zugversuchen hinsichtlich mechanischer Eigenschaften charakteri-

siert (#Panwar et al., 2020).  
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Histologische Untersuchungen zeigten mit zunehmendem Alter der Probanden eine Ab-

nahme der Dicke der Epidermis, den Verlust der dermalen Papillen und eine signifikante 

Verringerung des Elastingehalts in der Dermis. Dies ist in guter Übereinstimmung zu einer 

früheren Arbeit, in der gezeigt wurde, dass sich der Elastingehalt im Laufe des Lebens un-

gefähr halbiert (Seite et al., 2006). Altersabhängige Einflüsse auf das Netzwerk der Elastin-

fasern zeigten sich zudem sehr deutlich bei morphologischen Untersuchungen mittels 

Elektronenmikroskopie. Das biologisch jüngere Elastin wies ein dichtes Netz dünner Fasern 

auf, wohingegen das Netzwerk des älteren Elastins poröser und durch Aggregation dünne-

rer Fasern gekennzeichnet war. Die immunhistochemische Analyse zeigte mit zunehmen-

dem Alter abnehmende Expressionsraten für CatK, CatS und CatV in Epidermis und Dermis. 

Dies ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen einer früheren Studie (Sage et al., 2014) 

und lässt sich mit einer reduzierten Zellularität der Cathepsine exprimierenden Zellen in 

der gealterten Haut erklären. 

Der mit dem Alter korrelierende Verlust von Elastin und Kollagen trat vor allem in den 

papillären und oberen retikulären Hautschichten auf. Das sind die Bereiche, die den CC-

reichen Epidermalschichten Stratum spinosum und Stratum basale am nächsten liegen. Der 

genaue Mechanismus der Beteiligung von CCs am Matrixabbau an diesen Stellen ist noch 

immer unklar. Während ein möglicher Mechanismus die Phagocytose von Elastin- und Kol-

lagenfasern (Rünger et al., 2007) durch in der Dermis vorkommende Zellen wie Fibroblas-

ten, Makrophagen, Mastzellen oder dendritische Zellen ist, kann der langsame und im Alter 

fortschreitende Verlust von elastischen Fasern auch durch die Interaktionen mit sezernier-

ten CCs aus dem epidermalen Stratum basale in die Dermis verursacht werden. Zudem ist 

es wahrscheinlich, dass die anderen zuvor genannten elastinolytischen NSPs und MMPs zur 

Schädigung elastischer Fasern beitragen. 

Die Schäden an den Elastinfasern konnten für die drei Altersgruppen eindrucksvoll an-

hand elektronenmikroskopischer Untersuchungen visualisiert (siehe Abb. 15 beispielhaft 

für eine Altersgruppe) und mittels DES/IDES-Bestimmungen auch quantifiziert werden. Da-

bei zeigte sich mit steigendem Alter der Probanden für alle drei CCs eine Zunahme des ab-

gegebenen DES/IDES.  

Die MS-Analysen der freigesetzten Peptide ergaben weiterhin, dass alle drei Cathepsine 

bevorzugt in hydrophoben Domänen spalteten. Es konnte eine detaillierte Spaltstellenana-

lyse durchgeführt werden. Die Daten zeigten zudem eine unterschiedliche Zugänglichkeit 

des reifen Elastins durch die drei CCs. Während bei der Inkubation von Hautelastin mit CatK 

und CatV eine vergleichbare Anzahl von Spaltprodukten unterschiedlicher Länge unabhän-

gig vom Alter des Hautelastins freigegeben wurden, erzeugte CatS längere Peptide und dies 

insbesondere bei dem Elastin älterer Probanden. Dies könnte darauf hinweisen, dass die 
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Proteasen unterschiedliche Exositesi für die Bindung an Elastin verwenden. Im Gegensatz 

dazu sind die Spezifitäten der Subsites aller drei CCs sehr ähnlich. Eine mögliche Erklärung 

dafür ist, dass die Spezifitäten der aktiven Zentren weniger entscheidend für die Länge der 

freigesetzten Peptide sind als ihre Exosites. 

 

Kontrolle CatK CatS CatV 

 
Abb. 15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von humanem Hautelastin eines 30jährigen 

Probanden nach zehnstündiger Inkubation mit den Cathepsinen K, S und V (Skala=5 µm). 

 

Anhand der Ergebnisse der LC-MS-Analysen, der Auswertung der Peptiddaten und der 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen der humanen Elastinfasern wurde deutlich, 

dass CatV die potenteste Elastase dieser drei CCs ist, gefolgt von CatK und CatS. Dies war in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der biomechanischen Analysen der teilweise hyd-

rolysierten bovinen Elastinfasern. Auch hier zeigte sich anhand der bestimmten Parameter 

Bruchspannung, Bruchdehnung und Elastizitätsmodul für CatV der stärkste Einfluss auf die 

Abnahme der mechanischen Stabilität. So verringerte sich beispielsweise der elastische 

Modul bei einer sechsstündigen Inkubation mit 1 µM CatV von 1,1 MPa auf 0,3 MPa. Es 

konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Elastinolyse durch die Verwendung eines 

ektosterischen Inhibitors effizient gehemmt werden kann. Darüber hinaus führte der Ab-

bau von Elastinfasern zur Freisetzung bioaktiver Peptide, die in unserer Studie identifiziert 

wurden und die in anderen Arbeiten, wie zuvor erwähnt, mit verschiedenen Erkrankungen 

in Verbindung gebracht wurden. Die untersuchten Cathepsine sind aggressive, elastinab-

bauende Enzyme und in der Lage, Elastinfasern in ihrer Stabilität zu beeinträchtigen und 

dabei eine Vielzahl von Elastokinen zu erzeugen. Sie stellen wichtige Zielmoleküle dar, um 

Strategien zur Verringerung von EZM-Schäden im Rahmen von Alterungsprozessen und Er-

krankungen zu entwickeln. 

                                                      
i Eine Exosite ist eine sekundäre, vom aktiven Zentrum entfernte Bindungsstelle. 
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3 ZUSAMMENFASSUNG 

Die in dieser kumulativen Habilitationsschrift vorgestellten Arbeiten widmeten sich der 

Entstehung, den Eigenschaften und der Schädigung des abundanten und mit einzigartigen 

Eigenschaften ausgestatteten Strukturproteins Elastin. Als Hauptkomponente elastischer 

Fasern trägt es erheblich zur strukturellen Integrität und Biomechanik dynamischer Ge-

webe von Vertebraten bei. Beispielsweise wären der geschlossene Blutkreislauf und die 

mechanische Funktion der Lungen ohne Elastin nicht möglich und folglich hat das Erschei-

nen dieses Proteins ganz wesentlich zum evolutionären Erfolg der Wirbeltiere beigetragen. 

Die außergewöhnlichen Eigenschaften Elastins haben die Untersuchung seiner Bildung 

und Struktur zu einer der anspruchsvollsten Aufgaben in der Matrixbiologie gemacht. We-

sentliche Fortschritte in den Biowissenschaften, der instrumentellen Analytik und Bioinfor-

matik ermöglichten in den vergangenen Jahren Untersuchungen, die das Wissen über die 

Genexpression und Synthese der monomeren Form Tropoelastin sowie dessen Assemblie-

rung zu reifem Elastin deutlich erweitert haben.  

Unsere Arbeiten zur Elastogenese schließen hier an und geben neue Einblicke in die für 

die Funktion vertebraler Gewebe essenziellen posttranslationalen Modifikationen Elastins. 

Hierfür entwickelten wir mehrere Workflows, die auf unterschiedlichen biochemischen 

Methoden, analytischen Techniken sowie neuartigen Softwarealgorithmen basieren. Sie 

gestatteten die Identifizierung einer großen Anzahl nativer bi- und tetrafunktionaler Quer-

vernetzungen, die einen detaillierten Einblick in die molekulare Komplexität des für die As-

semblierung Elastins bedeutenden Quervernetzungsprozesses geben. Sie zeigen, dass die 

Interaktionen der Lysinreste und die durch Lysyloxidasen erzeugten Allysinreste sowohl in-

tra- als auch intermolekular ablaufen. Anders als einige Modelle zur Assemblierung der Mo-

nomere vorschlagen, verlaufen diese äußerst heterogen und nach keinem erkennbaren 

Muster. Im Detail bedeutet dies, dass jeder einzelne Allysin- und nicht modifizierte Lysin-

rest in verschiedene Quervernetzungen mit anderen Resten involviert sein kann. 

Weiterhin konnten wir nachweisen, dass die Aminoxidase LOXL2 in der Lage ist, mit Tro-

poelastin zu interagieren und dabei die Bildung der für Elastin einzigartigen Quervernet-

zungen inklusive Desmosin zu induzieren. Unsere Erkenntnisse deuten insgesamt darauf 

hin, dass LOXL2 neben LOX und LOXL1 eine unterstützende Rolle bei der Elastogenese 

spielt. Die Aminoxidase ermöglicht zudem ex vivo die biomimetische Erzeugung von elas-

tinähnlichen Biomaterialien mit entsprechenden günstigen Eigenschaften, ohne dabei die 

Nachteile der für zellbasierte Ansätze problematische Toxizität klassischer chemischer 

Quervernetzer aufzuweisen. Das von uns erzeugte künstliche Elastin weist in Hinsicht auf 
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die proteolytische Stabilität und die mechanischen Eigenschaften große Ähnlichkeit mit na-

tivem Elastin auf. 

Eine weitere, im Rahmen der Elastogenese stattfindende, posttranslationale Modifika-

tion ist die Prolylhydroxylierung, die wir für mehrere Gewebe unterschiedlicher Spezies de-

tailliert untersuchten. Dafür wurde die Modifikation an ausgewählten Aminosäureresten 

quantifiziert. Wir konnten auf diese Weise einen klaren Zusammenhang zwischen dem 

Grad der Modifikation ausgewählter Reste und der jeweiligen Gewebeart zeigen. Obgleich 

die genaue Bedeutung dieser Modifikation für die Bildung bzw. Funktion Elastins noch un-

klar ist, ist ein Einfluss der Hydroxylierungen auf die Struktur bzw. Morphologie des reifen 

Elastins wahrscheinlich und verdient weitere Aufmerksamkeit.  

Die Menge, Funktionalität und Morphologie elastischer Fasern ist trotz der Langlebigkeit 

Elastins von irreversiblen Veränderungen geprägt, die sich auch unter nicht pathologischen 

Bedingungen langfristig auf die Leistungsfähigkeit von Organen negativ auswirken. Die 

schwerwiegendsten Schädigungen Elastins werden höchstwahrscheinlich durch extrazellu-

lär vorkommende Proteasen hervorgerufen. Der Abbau Elastins bzw. seines Vorläufers 

wurde für nach derzeitigem Kenntnisstand alle relevanten Proteasen aus den Familien der 

Matrix-Metallo-, Serin- und Cysteinproteasen hinsichtlich Spaltspezifitäten und der Freiset-

zung von bioaktiven Peptiden systematisch charakterisiert. Dabei zeigte sich u.a., dass man-

che beschriebene Elastase Elastin nur unter bestimmten Bedingungen hydrolysieren kann.  

Um ein vollständiges Bild von der Bildung und dem Zerfall elastischer Fasernetzwerke zu 

erhalten, müssen noch viele offene Fragen beantwortet werden. Obwohl mittlerweile zahl-

reiche Moleküle, die direkt oder indirekt an der Elastogenese beteiligt sind, identifiziert 

wurden, ist teilweise nur wenig über ihre genaue Rolle und die zugrundeliegenden mole-

kularen Mechanismen bekannt. Zukünftig muss man sich daher auf diese und bisher noch 

unbekannte Wechselwirkungen, ihre Reihenfolge, ihren zeitlichen Ablauf und gewebespe-

zifische Unterschiede konzentrieren. Auch die von uns und anderen Arbeitsgruppen gezeig-

ten Variationen und Veränderungen des Elastinmonomers, die durch alternatives Spleißen 

und verschiedene Modifikationen hervorgerufen werden, müssen hinsichtlich Ihrer Aus-

wirkungen auf die Bildung und Eigenschaften des Biopolymers eingehend untersucht wer-

den. 
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