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EINLEITUNG UND MOTIVATION

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 dafiir not-
wendige mechanische Stabilitat und Elastizitat der Blutgefalle wurde insbesondere durch
strukturelle Veranderungen der GefaBwande erreicht. Fir eine hohe Elastizitat und Dehn-
barkeit sind die elastischen Fasern verantwortlich, die vor allem in groBeren BlutgefalRen
mit hoher Abundanz vorkommen. Die Fasern speichern die potenzielle Energie, die erfor-
derlich ist, um den Blutfluss wahrend der Diastole aufrechtzuerhalten und ermdglichen auf
diese Weise die ordnungsgemalie Herz-Kreislauf-Funktion.

Elastische Fasern kommen auBerdem in der extrazelluldren Matrix (EZM) vieler weiterer
Organe vor, die fiir ihre physiologische Funktion reversibel verformbar sein missen. Dazu
gehoren die Lungen, die Haut, elastischer Knorpel, Faserknorpel und elastische Bander. Die
elastischen Fasern haben Durchmesser zwischen 1 um und 5 um und bestehen aus einem
dulReren Mantel aus Fibrillin-reichen Mikrofibrillen und einem dichten Kern aus querver-
netztem Elastin, der Gber 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 Fotus ungefdhr zur Mitte der Schwangerschaft und setzt sich wahrend 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

Schadigungen elastischer Fasern irreversibel sind. Eine Ausnahme ist die Gebarmutter, 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 Molekiile erfordert (Baldwin et al., 2013). Obwohl eine Vielzahl direkt oder indirekt

an der Elastogenese beteiligter Molekile identifiziert wurde, ist noch immer wenig tber
ihre genauen Rollen und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen bekannt.

Das Grundgerist der Fasern bilden die Mikrofibrillen, bei denen es sich um Filamente
mit 10 nm bis 12 nm Durchmesser handelt und die hauptsachlich aus Fibrillinen bestehen.
Das sind ca. 350 kDa groBe, modular aufgebaute Glykoproteine, die einen hohen Cystein-
gehalt von ca. 13 % besitzen. Aus Sicht der Evolution gehoren die Mikrofibrillen zu den al-
testen makromolekularen Molekilverbiinden. 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 verandert (Robertson et al., 2011). Fibrilline

sind von den Nesseltieren bis zu den Sdugetieren sehr weit verbreitet und verleihen, haufig

erganzt durch Elastin, dynamischen Bindegeweben Elastizitdt (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 Biindel, den sogenannten Oxytal-
anfasern, auf (Shuttleworth et al., 1992; Davis et al., 2002).

Im Gegensatz zur Fibrillinfamilie kommt das zweite fiir die Bildung der elastischen Fasern
wesentliche Protein, Elastin, in niederen Chordatieren und allen Invertebraten nicht vor

(Sage und Gray, 1979). Elastin erschien relativ spat 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, einschlieRlich der Art der Quervernetzungen (Robson et al., 1993; Fernandes
und Eyre, 1999).

Elastin ist ein duBerst 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 MPa® (Koenders et al., 2009) sowie einer

hohen metabolischen wie mechanischen Stabilitat. Elastin durchlauft beispielsweise als Be-
standteil der Blutgefdle wahrend der durchschnittlichen menschlichen Lebensspanne
mehr als 3 Milliarden Zyklen der Dehnung und Relaxation. In seiner reifen Form ist Elastin
hydrophob und vollstandig unloslich, jedoch ist seine hydrophobe Hydratation Vorausset-

zung fur die elastischen Eigenschaften (Li et al., 2001). Wahrend getrocknetes Elastin hart

b Zum Vergleich: Kollagene sind mit einem Elastizitdtsmodul zwischen 1 GPa und 2 GPa relativ unelastisch.
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und sprode ist, lasst sich zuvor in Wasser gequollenes Elastin leicht dehnen und kehrt da-
nach in seine urspriingliche Form zurick.

Die Ursache fir die Fahigkeit Elastins nach einer Dehnung wieder in seine Ausgangsform
zurlickzukehren, liegt ganz wesentlich in einer mit der Relaxation verbundenen Erhéhung
der Entropie begriindet. Obgleich in der Vergangenheit verschiedene Strukturmodelle vor-
geschlagen wurden, die die Funktionsweise Elastins zu beschreiben versuchten, konnte kei-
nes die reversible Elastizitat auf struktureller Ebene zufriedenstellend erkldren (Li und Dag-
gett, 2002). Trotz einer Vielzahl von Charakterisierungsstudien, die seit den 1960er Jahren
unter Verwendung unterschiedlicher spektroskopischer und mikroskopischer Methoden
sowie der Réntgendiffraktometrie durchgefiihrt wurden [fiir eine Ubersicht siehe

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

rellen Aufbau des elastischen Fasernetzwerks. Dies liegt vor allem an der schweren Zugang-
lichkeit Elastins fir analytische Untersuchungen aufgrund der einzigartigen Kombination
verschiedener Eigenschaften (siehe hierzu Kapitel 2.3), zu denen der polymere Charakter
und die vollkommene Unl6slichkeit gehoren.

Dariiber hinaus verfiigt Elastin zwischen den Einheiten seines Monomers Tropoelastin
(TE) Uber eine Vielzahl unterschiedlicher Quervernetzungen, deren Vorhandensein eine
wesentliche Voraussetzung fiir die Elastizitat ist. Das aus den Quervernetzungen resultie-
rende Netzwerk ermoglicht wahrend der Verformung des Gewebes die Verteilung der me-
chanischen Krafte lGber 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 Aminosaurereste 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 aufzuklaren, um dadurch zu einem besseren Verstandnis der Bildung
und des Aufbaus Elastins und elastischer Fasern beizutragen.

Obwohl Elastin eine aulergewdhnlich hohe Lebensdauer besitzt und insgesamt sehr re-
sistent gegenilber verschiedenen inneren und dulleren Einfllssen ist, durchlauft es im
Laufe des Lebens eine Reihe von Verdanderungen und Schadigungen. Diese gehen auf me-
chanische Beanspruchungen, die Ablagerung von Lipiden, das Binden von Calcium sowie
weitere nicht-enzymatische und enzymatische Modifikationen zuriick. Insbesondere der
Einfluss aberrant exprimierter elastinabbauender Enzyme aus den Familien der Matrix-Me-
tallo-, Serin- oder Cysteinproteasen kann zur Schadigung elastischer Fasern flihren. Diese
Veranderungen kénnen zur Verringerung bis hin zum vollkommenen Verlust der Funktions-

fahigkeit von dynamischen Geweben fihren.
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Zahlreiche Untersuchungen haben ergeben, dass Elastin nicht nur grofle 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 wahrend
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 kdnnen beispiels-
weise die Angiogenese fordern und verschiedene Zellaktivitditen wie Zelladhasion,
Chemotaxis, Migration, Proliferation, Proteaseaktivierung und Apoptose beeinflussen
(Duca et al., 2004; Scandolera et al., 2016).

Die Schadigung Elastins ebenso wie die zuvor genannten, durch Elastokine ausgeldsten,
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 dl.,

2010). Insgesamt hat die Schadigung elastischer Fasern einen groRen Einfluss auf Erkran-
kungen und Sterblichkeit. Es ist daher von groRRer Bedeutung, elastinschadigende Prozesse
im Detail zu verstehen, um Strategien zur Pravention und Therapie entwickeln zu kénnen.
Ein weiteres Ziel der dieser Schrift zugrundeliegenden Forschungsarbeiten war es daher,
neben Aspekten der Bildung und Reifung Elastins auch die Prozesse seiner Schadigung
durch extrazellular vorkommende Proteasen ndher zu untersuchen.

Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen zum Wissensstand der Elastogenese und des Elas-
tinabbaus beitragen. Ein besseres Verstandnis 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 benétigt, um der Elastinscha-
digung im Korper entgegenzuwirken und um Behandlungsmaoglichkeiten zu entwickeln, mit
denen sich die Elastogenese erneut initiieren lasst. Auf diese Weise lielSe sich die Bildung
von funktionellen elastischen Fasern in regenerierenden Geweben wieder anstoBen. Eine
bessere Kenntnis zum Aufbau Elastins kann zudem helfen, neuartige Biomaterialien und
Tissue-Engineering-Geruststrukturen 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 Uberwiegende Teil der in der Vergangenheit von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
durchgefiihrten Strukturuntersuchungen fand nach Totalhydrolyse von Elastin in stark sau-
ren oder basischen Medien statt. Flir 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, Sduren oder das Autokla-

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

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

tin insgesamt nur sehr eingeschrankte Einblicke in seine Struktur.
Die verschiedenen Isolationstechniken nutzen die vollstandige Unldslichkeit Elastins,
seine Proteasebestdndigkeit und Stabilitat gegenliber hohen Temperaturen und pH-Wer-

ten [siehe Ubersichtsartikel (Mecham, 2008)]. Haufig verwendete Verfahren sind die sehr

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

(Partridge et al., 1955) und eine Methode, die Ublicherweise 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-

schlielenden 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, einschlieBlich 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 unl6sliche Material nicht aus elastischen Fasern, sondern aus Elastin, das noch
vernetzt ist und strukturelle Merkmale der urspriinglichen Fasern aufweist. Daamen et al.
haben fiir dieses Material den passenden Begriff , Elastinfasern” eingefiihrt, die im Gegen-
satz zu den nativen elastischen Fasern weder Fibrilline noch andere assoziierte Molekiile

enthalten (Daamen et al., 2005).

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

fihren jedoch zu einer erheblichen Schadigung der Elastinfasern (Soskel und Sandburg,

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

phologie des Elastins verandern, sondern auch seine Anfélligkeit flir Proteasen drastisch
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erhdhen kann. Neben der Unversehrtheit von Elastin ist dessen Reinheit von hoher Bedeu-
tung, da die Anwesenheit anderer Molekiile die Aussagekraft von Studienergebnissen in
Frage stellen kann. Insbesondere Kollagene stellen fiir 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 zdhlen die vollstandige Unloslichkeit sowie
Ahnlichkeiten in der Aminosidurezusammensetzung und den PTMs, einschlieBlich einiger
Quervernetzungsarten. Kollagenverunreinigungen sind daher bei Anwendung der zuvor ge-
nannten Methoden in gewissem Umfang zu erwarten. Diese sind beispielsweise bei kom-
merziell verfliigbarem Elastin sehr ausgepragt und so konnten sowohl in Arbeiten von
Daamen et al. als auch in eigenen Arbeiten signifikante Kollagenriickstande 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 |l und
Il nach, die ebenso wie Elastin in der Dermis vorkommen.

In jedem Fall missen beide Aspekte, Unversehrtheit sowie Reinheit der Elastinfasern,
bei der Isolation bericksichtigt 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 berlicksichtigt.

Organ. Mercapto-
Gewebe- Nacl ‘ 3 g BrCN- ‘ P Trypsin- NaCl 3
— . Losungs- > ethanol- —> : Elastin
probe | Extraktion ; Verdau ; verdau Extraktion
\ mittel extraktion

Abb. 2: Wesentliche Schritte der Methode zur Isolation Elastins aus Gewebe: Das Verfahren macht
sich die Resistenz Elastins gegeniber 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 fiir sehr kleine Ausgangspro-

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

nachst an tierischem elastinhaltigen Gewebe erprobt und schliefllich an menschlichen
Hautbiopsaten von jungen und adlteren Personen evaluiert und mit Hautelastin, das mittels
der Starcher-Methode isoliert wurde, verglichen. In Abb. 3 ist ein mit dieser neuen Me-

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

stand; rechts nach Befeuchtung und wahrend Dehnung.

Das Verfahren ist vergleichsweise aufwandig und die verschiedenen Einzelschritte benoti-
gen, ausgehend von einem elastinhaltigen Gewebestiick, bis zum reinen Elastin ca. funf
Arbeitstage. Unsere Methode wurde bereits erfolgreich an einer Vielzahl von Geweben

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

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

Bandscheibe, in denen neben Elastin groRere Mengen Kollagen des Typs Il vorkommen,
konnten nach der Isolation neben Elastin noch gréRere Anteile Kollagen nachgewiesen wer-
den (#Sivan et al., 2012; #Schmelzer et al., 2016).

Die Aufreinigungsmethode ermdglicht es, Elastin auch aus sehr kleinen Gewebestlicken

wie 4 mm-Stanzbiopsaten der Haut® zu isolieren, ohne dass Proben fiir nachfolgende Un-
tersuchungen vereinigt werden mussen. Die gewonnenen Mengen sind insbesondere fir
eine nachfolgende Hydrolyse und Charakterisierung mittels der Kombination aus Flis-
sigchromatographie und Massenspektrometrie (LC/MS) ausreichend, so dass es moglich
ist, Untersuchungen auf molekularer Ebene durchzufiihren. Dadurch lassen sich beispiels-
weise Verdanderungen wie posttranslationale Modifikationen aufklaren, die wahrend des
Alterns oder im Zusammenhang mit Erkrankungen auftreten. Diese Isolationsmethode kam
ohne Veranderung der wesentlichen Schritte bei einem Grof3teil der in dieser Schrift vor-

gestellten Arbeiten zum Einsatz.

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

Die Assemblierung elastischer Fasern ist ein duRerst komplexer und bis heute unvollstandig
verstandener Vorgang. Dieser beinhaltet die Bildung von Fibrillin-Mikrofibrillen, die Syn-
these von TE, die intrazellulare 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.
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Abb. 4: Schema zum Ablauf der Elastogenese: (1) Fibrillin und Mikrofibrillen-assoziierte Proteine
werden in den extrazellularen Raum sezerniert, multimerisieren zu perlenkettenartigen Strukturen
und bilden eine mikrofibrilldre Gertststruktur. (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 durchlauft dann den Golgi-Apparat und wird lGber sekretorische Vesikel extrazelluldr an die
Zellmembran abgegeben. (4) Der TE-EBP-Komplex dissoziiert infolge der Wechselwirkung von EBP
mit Glykosaminoglykanen (GAGs), worauf das freigewordene TE sphérische Strukturen an der Zell-
oberflache bildet. Fibulin-4 vermittelt die Interaktion zwischen TE und der Lysyloxidase bzw. Lysy-
loxidase-ahnlichen Enzymen. Der damit verknipften Oxidation von Lysinresten folgen eine Reihe
von Kondensationsreaktionen, aus denen kovalente intra- und intermolekulare Quervernetzungen

hervorgehen. (5) Nachdem die Cluster aus TE-Molekiilen eine kritische GroRe erreicht haben, 16sen
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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 groReren Anordnungen und vernetzen

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

2.2.1 Bildung der Mikrofibrillen

Die Elastogenese beginnt mit der Bildung von Mikrofibrillen, die als Geruststruktur fir die

spatere Elastinanlagerung fungieren. lhre 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 Uber-
einstimmung in ihrer Aminosauresequenz aufweisen. Jede Isoform besitzt 43 Calcium-bin-
dende epidermale Wachstumsfaktor?-dhnliche Domanen, fiinf EGF-dhnliche Domanen, sie-
ben acht-Cystein-haltige Domanen sowie zwei sogenannte Hybriddoméanen (Baldwin et al.,
2013). Zudem sind weitere Proteine bekannt, die mit Mikrofibrillen assoziiert sind
(Thomson et al., 2019). Dazu gehoéren die Mikrofibrillen-assoziierten Glykoproteine
(MAGPs) (Mecham und Gibson, 2015), EMILINs (Abk. fiir engl. elastin microfibril interfacer)
(Bressan et al., 1993), ADAMTS (Abk. fur engl. a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs), ADAMTS-ahnliche Proteine (ADAMTSL) (Brocker et al., 2009) und
LTBPs (Abk. fiir engl. latent TGFS binding proteins) (Isogai et al., 2003). Fibrillin-1 ist in allen

Geweben der Hauptbestandteil der Mikrofibrillen und wird fortwahrend exprimiert. Fibril-
lin-2 und Fibrillin-3 hingegen sind auf die Entwicklung fetaler Gewebe beschrankt (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 erfiillen (Corson et al.,
2004).

Wahrend oder nach der Sekretion der Vorlauferproteine durchlaufen Profibrilline durch
Furin-dhnliche Proprotein-Konvertasen eine N- und C-terminale Spaltung an dem Erken-
nungsmotiv RXK/RR, wodurch die ~320 kDa groRen reifen Formen entstehen (Milewicz et

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

risierung zu perlenkettenartigen Strukturen und die Assemblierung an der Zelloberflache

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

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

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

4 engl. epidermal growth factor (EGF)
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Rende Spaltung des Propeptids ist jedoch entscheidend fiir die ordnungsgemafie Assemb-

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

risierung die Affinitat der Fibrillin-Kiigelchen zu Fibronektin, zum N-Terminus von Fibrillin-

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

lin-Multimere interagieren wahrscheinlich zuerst mit Heparansulfat-haltigen Proteoglyka-
nen an der Zelloberflache iber C-terminale Bindungsstellen und bauen dann fokale Adha-
sionen auf. Diesem Prozess folgen Wechselwirkungen zwischen den N- und C-Termini der
Fibrillinmolekiile, 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 groRer werdenden Mikrofibrillen werden anschlieRend zu einem

Fibronektin-Netzwerk transportiert, von dem angenommen wird, dass es eine wichtige
Rolle bei der Stabilisierung der neu gebildeten Mikrofibrillen und/oder der Forderung ihrer

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

rillin-Netzwerk kann zudem quervernetzt werden, wodurch die dreidimensionalen fibrilla-
ren Strukturen weiter stabilisiert werden. Die bisher nachgewiesenen Quervernetzungen

sind intermolekulare Disulfidbriicken (Reinhardt et al., 2000) und g(y-Glutamyl)-Lysin-

Quervernetzungen, die von Enzymen der Transglutaminasefamilie katalysiert werden (Qian

und Glanville, 1997). Fibrillin-1 kann auch Gber Integrine wie asB1 und avBs mit Zellen in-

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

anordnung oder fiir 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 fir TE. Die Expression TEs erfolgt in

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

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

Augsburger et al., 1996) und Keratinozyten (Kajiya et al., 1997) gehoren. Die pra-mRNA

Tropoelastins unterliegt einem ausgepragten alternativen Spleien, wodurch es zur Bildung
unterschiedlicher Isoformen kommt. Das SpleiBen erfolgt ohne Beeinflussung des Leseras-
ters, so dass ein Exon entweder einbezogen, verlangert, verkirzt oder entfernt wird. Fir
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
haufig alternativ gespleiRt werden, sind 3, 10, 11, 13, 22, 23 und 32 (Sugitani et al., 2012).
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Die funktionellen Konsequenzen des alternativen Spleiens sind nicht genau bekannt, aber
verschiedene Studien legen nahe, dass das SpleiBen gewebespezifisch sein oder mit Ent-
wicklungsveranderungen von Zellen zusammenhangen kénnte (Wrenn et al., 1987; Parks
et al., 1988; Parks und Deak, 1990; Heim et al., 1991). Wir haben kurzlich auf Proteinebene

nachgewiesen, dass innerhalb eines Gewebetyps auch mehrere durch alternatives Spleien

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

weiterhin gezeigt, dass das Vorhandensein oder die Abwesenheit von TE-Domdnen oder
durch Mutationen bedingte Veranderungen der Aminosauresequenz verschiedene Mecha-
nismen beeinflusst, die mit der Assemblierung von TE-Monomeren zu einem Biopolymer in
Verbindung stehen. Dazu gehdren Koazervations- und Quervernetzungsprozesse, die wie-
derum direkten Einfluss auf die resultierenden mechanischen Eigenschaften des Biopoly-
mers haben kénnen. Alles das legt nahe, dass Variationen in der TE-Sequenz gewebespezi-
fische Veranderungen der Elastineigenschaften ermoglichen oder fiir eine abnormale Fa-
serbildung und pathologische Gewebeverdanderungen verantwortlich sein knnen (Miao et
al., 2017; Yeo et al., 2017; Tarakanova et al., 2018).

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

tischen Retikulums statt. Danach wird das N-terminale Signalpeptid abgespalten. Bevor TE
durch den Golgi-Apparat und schlieRlich zur Zelloberflache 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 tiberhaupt gehort, kommt sie nur in sehr wenigen
Proteinen vor. Dazu gehoren neben Kollagenen und Elastin z.B. das Prion-Protein, Argo-
naut-2, a-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 haufig 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 zufallig erfolgt, sondern
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ihr AusmaR von Spezies und Gewebe abhangt. 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 erhoht ist. Insgesamt sind ca. ein Viertel
aller vorhandenen Prolinreste zumindest partiell modifiziert. Der Hydroxylierungsgrad va-
rilerte 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 Spezifitdt der Hydroxylase, die in Elastin
fast ausnahmslos den Prolinrest in GXPG-Motiven modifiziert. Prolinreste in den in Elastin
ebenfalls haufig vorkommenden GXXPG-Motiven bleiben hingegen unverandert. Diese Mo-
tive befinden sich beispielsweise in der sich im Falle des Menschen sechsfach wiederholen-
den Sequenz VGVAPG in Domane 24. Dies ist insofern von Bedeutung, da TE ebenso wie
Elastinpeptide, die das GXXPG-Motiv enthalten, aufgrund der Ausbildung einer Bvu-Schleife
an das elastinbindende Protein (EBP), eine Untereinheit des Elastinrezeptorkomplexes
(engl. elastin receptor complex, ERC), binden kénnen. Diese Interaktion ist einerseits fir die

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

mit diesem Motiv auf diesem Weg verschiedene zellulare Aktivitdten (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 ware im Falle einer Hydroxylierung beeintrach-
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 flir 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-

ricksichtigt. Unsere neuen Erkenntnisse zu Position und Grad der Hydroxylierungen kon-
nen in diese Modellierung einbezogen werden und auf diese Weise realistischere Vorher-

sagen zur Struktur und molekularen Dynamik der Monomere ermoéglichen.

2.2.3 Tropoelastins Domanenstruktur

(A14 Schmelzer et al., 2016; A17 Schrader et al., 2018; A18 Hedtke et al., 2019)
Die Aminosauresequenz von TE ist stark repetitiv und besteht zu ca. 80 % aus den vier Ami-
nosauren Gly, Ala, Val und Pro. TE besitzt hydrophobe und hydrophilere Abschnitte (fiir

Elastin gewohnlich als Domanen bezeichnet), die Gberwiegend alternierend angeordnet
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sind. Sie werden von einzelnen Exons in der Weise codiert, dass sich die Domanenstruktur
des Proteins in der Exon-Organisation seines Gens widerspiegelt. Die eher hydrophilen Do-
manen sind an der Quervernetzung beteiligt und enthalten Lys-Ala-Motive (KA-Motive), die
haufig in Oligoalaninabschnitten eingebettet sind, oder Lys-Pro-Motive (KP-Motive) (siehe
Abb. 5). In den KA-Domanen 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 Domédne 14, die in der Literatur gewohnlich als hydrophobe Domane eingestuft wird
(Mecham, 2008; Yeo et al., 2017). Die Domédne 14 hat jedoch eher hydrophilen Charakter

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

involviert ist und daher auch als KA-Domane eingestuft werden muss. KP-Domanen haben
hingegen einen oder zwei Lys-Reste und mindestens einen Pro-Rest in unmittelbarer Nach-
barschaft. Humanes TE besitzt 11 KA- und 5 KP-Quervernetzungsdomanen, die insgesamt
32 Lys-Reste umfassen. Drei weitere Lys-Reste befinden sich im polybasischen Motiv

KXXXRKRK der C-terminalen Domane, die vom hochkonservierten Exon 36 codiert wird.
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Abb. 5: Doméanenstruktur von humanem Tropoelastin: Die hydrophoben Doméanen (graue Kast-
chen) und hydrophilen Quervernetzungsdoméanen (hell- und dunkelblaue Kastchen) sind groften-
teils alternierend angeordnet. Die Exons einiger Domanen unterliegen alternativem Spleien (durch
rote Punkte gekennzeichnet) bzw. sind immer ausgespleilt (Doméane 22, schwarzer Punkt). Die
Nummerierung der Doméanen stimmt mit der Zuordnung der insgesamt 34 Exons im Gen Uberein.
Die Breite der Kastchen entspricht der relativen Lange der Doménen. Im humanen TE-Gen fehlen
die Exons 34 und 35, die wahrend 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-Domanen beteiligt sind. Obgleich die genaue Rolle dieser einzigartigen Domane noch
geklart werden muss, ist bekannt, dass sie fiir die Assemblierung und die Quervernetzung
wahrend 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 Domane 36 in reifem Elastin nahezu immer veran-

dert vorliegt (Broekelmann et al., 2008). Dies ist in Ubereinstimmung 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
Domaédne 36 auch nur einmal vollstandig wiedergefunden werden konnte (#Schmelzer et
al., 2016; #Schrader et al., 2018; #Hedtke et al., 2019). Moéglicherweise 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

Intrazelluldr bindet TE an das EBP, eine 67-kDa groRe und enzymatisch inaktive SpleiBvari-
ante der B-Galactosidase (Hinek und Rabinovitch, 1994; Hinek, 1995). Das Chaperon schiitzt

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

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 Konformationsanderungen in EBP verursachen und so-

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

voye et al., 2013). Das EBP wird in die intrazelluldren, endosomalen Kompartimente zuriick-

gefuhrt und assoziiert mit neu synthetisiertem TE. Man geht davon aus, dass seine Riickge-

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

2.2.5 Die Mikroassemblierung

Eine besondere Eigenschaft TEs ist seine Fahigkeit zur Selbstaggregation. Bei diesem fiir die
Mikroassemblierung duerst wichtigen Schritt handelt es sich um einen endothermen, ent-
ropisch getriebenen Prozess der Flissig-Flissig-Phasentrennung, der auch als Koazervation

bezeichnet wird (Muiznieks et al., 2018). Dabei interagieren hydrophobe Domanen TEs,

27



FORSCHUNGSERGEBNISSE

insbesondere die von den Exons 17 bis 27 codierten Domanen, nichtkovalent miteinander
(Dyksterhuis et al., 2007). Dies fuhrt zur Bildung kugelformiger Aggregate auf der Zell-
membran (Clarke et al., 2006; Kozel et al., 2006). Die Geschwindigkeit dieser Bildung,

ebenso wie die GroRen und Eigenschaften der Aggregate hangen in vitro von der TE-Kon-

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

einer aktuellen Arbeit wurden Daten sowohl aus Losungs- als auch aus Festkérper-NMR-
Untersuchungen verwendet, um ein Modell zu entwickeln, das die Struktur und Dynamik
eines elastinartigen Polypeptids wahrend der Selbstorganisation einschlielich der Fliissig-
Flissig-Phasentrennung und der anschlieenden Quervernetzung beschreibt (Reichheld et
al., 2017). Gemal diesem Modell tritt der intramolekulare Kollaps der hydrophoben Doma-
nen und die daraus folgende Phasentrennung aufgrund eines grofReren entropischen Nach-
teils bei der Solvatisierung der Polypeptidketten bei erhéhter Salzkonzentration und Tem-
peratur auf. Da die an Pro- und Gly-Resten reichen hydrophoben Domanen nicht in der

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

im koazervierten Zustand aufrecht erhalten. Die Quervernetzung erfolgt nach Ausschluss
Uberschissigen Wassers sowie Na* und Cl', wodurch die Koazervation weiter verstarkt wird

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

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

insbesondere der Doméane 30, mit mikrofibrillaren Proteinen scheinen demnach ebenso fiir

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 Domane 36 weniger effizient in reifes Elastin eingebaut werden und

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

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

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

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

Rende Vernetzung werden aulRerdem durch Fibulin-4 unterstitzt, das die Assoziation zwi-
schen TE und der extrazelluldren Cu?*-abhingigen 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 gehoren in Sdugetieren flinf
Proteine: die Lysyloxidase und die vier Lysyloxidase-dahnlichen (engl. LOX-like; Abk.: LOXL)
Enzyme 1 bis 4 (LOXL1-4). Bezogen auf ihre Homologie kénnen 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 Propeptiddomane, die vier cystein-
reiche Scavenger-Rezeptordomanen [engl. scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) do-
mains)] aufweisen, deren Funktion nicht bekannt ist. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie zu
LOXL2 deutet darauf hin, dass SRCR-Domanen 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-Domane,

die aus einem Lysintyrosylchinon (LTQ)-Cofaktor und einem Kupferbindungsmotiv besteht
[siehe auch Ubersichtsartikel (Vallet und Ricard-Blum, 2019)]. Die Bindung von Kupfer ist

fur die Enzymaktivitat erforderlich, weshalb ein Kupfermangel u.a. in der Bildung von elas-
tischen Fasern und Kollagenfibrillen resultiert, die in Stabilitdt und Funktion deutlich einge-
schrankt 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 Schlisselrolle bei Erkrankungen wie Krebs und Fibrose (Trackman, 2016).

Die fur die ordnungsgemafRe 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 extrazellular die oxidative Desaminierung von Lysin-

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

e-Aminogruppe von Lys-Resten mit einer der LTQ-Carbonylgruppen unter Bildung eines
kovalenten Zwischenprodukts. Die anschliefende Hydrolyse setzt das aminomodifizierte
LTQ und den a-Aminoadipinsdure-6-semialdehyd frei (siehe Abb. 6), der allgemein als Ally-
sin (Lya) bezeichnet wird.

Die anschlieBende LTQ-Regeneration wird durch Cu?* vermittelt und ist mit der Freiset-
zung jeweils eines Molekils Wasserstoffperoxid und Ammoniak verbunden (Smith-Mungo
und Kagan, 1998; Akagawa und Suyama, 2001). Lya ist duRerst 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 bendtigt und bei der Wasserstoffperoxid frei wird, geht ein

reaktiver Aldehyd hervor, der als Allysin bezeichnet wird.

Wir konnten zeigen, dass im Durchschnitt ungefahr 90 % aller Lys-Reste je TE-Molekil 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 fur 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 dhnliche mechanischen Eigenschaften wie reifes Elastin aufwies (siehe Abb.
7), sondern auch eine erhdhte enzymatische Stabilitdt besal’. Dieses kiinstliche Elastin ist
vielversprechend fiir Anwendungen im Bereich Tissue Engineering, bei denen biomimeti-

sche und zu Zellen kompatible Materialien benétigt werden.

Abb. 7: Mit LOXL2 quervernetztes Tropoelastin
wahrend (links) und nach Dehnung (rechts). Fur
das Material wurde ein reduzierter Elastizitats-
modul von ~190 kPa ermittelt, womit es eine
mit reifem Elastin vergleichbare Elastizitat auf-

weist (#Schmelzer et al., 2019).

Der Nachweis des gemeinsamen Vorkommens der beiden Proteine, LOXL2 und TE, in Ge-
faBwanden in vivo legt zudem nahe, dass LOXL2 an der Elastogenese beteiligt ist. Weiterhin
konnten wir in der Studie mittels Rontgenstreuung und elektronenmikroskopischen Unter-

suchungen die niedrig-aufgeldste 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 langer zu-
rickliegenden Arbeiten wurde der Mechanismus der Bildung der unterschiedlichen Quer-
vernetzungen untersucht und dabei gezeigt, dass die niedrigfunktionalen Quervernet-
zungsstrukturen erforderliche Zwischenprodukte fiir die Bildung hoherfunktionaler Quer-

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

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

Synthesewege. Sie werden im Folgenden diskutiert.

Die einfachsten Quervernetzungsstrukturen, die sowohl in Elastin als auch in Kollagen
vorkommen, sind bifunktionale Aminosauren. 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 (ALNL) bezeichnet wird. ALNL kann zum sekun-
daren Amin (LNL) reduziert werden, dessen chemische Struktur mit Bezug zum zentralen
Stickstoffatom symmetrisch ist. Durch Aldolkondensation zweier Lya-Reste entsteht Ally-
sinaldol (AA), ein o,B-ungesattigter Aldehyd (Enal), der leicht mit einem weiteren unmodi-
fizierten Lys-Rest reagieren kann, woraus das trifunktionale Dehydromerodesmosin
(AMDES) hervorgeht. Die Schiff'sche-Base-Bindung in AMDES kann analog zu ALNL zu Mero-
desmosin (MDES) reduziert werden. Wie in Untersuchungen mit Modellsubstanzen gezeigt
wurde, kann AMDES auch aus der Kondensation des Enamintautomers von ALNL und Lya
entstehen (Davis und Anwar, 1970). Aus den Reaktionen von ALNL mit AA sowie AMDES

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
Saugetierproteinen vorkommen. ALNL, AA und AMDES kénnen daher als Zwischenpro-
dukte angesehen werden, die zu hoherfunktionalen Quervernetzungen weiterkondensie-
ren. Nach der Iminreduktion konnen 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 anfanglichen Kondensationsprodukte von DES
und IDES, in der Ndahe von Quervernetzungen vom Imintyp als Reduktionsmittel dienen und
die Umwandlung von Iminen zu sekundaren Aminen in ALNL und AMDES initiieren kdnnten

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

Elastinhydrolysaten identifiziert wurde, ist Cyclopentenosin, das eine 2-Cyclopenten-1-on-
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Struktur besitzt. Es entsteht durch Cyclisierung eines a,f,y,6-ungesattigten Aldehyds, der
aus der Aldolkondensation von drei Lya-Resten hervorgeht (Nakamura et al., 1992; Aka-
gawa et al., 1999).

Die Bildung der tetrafunktionalen quervernetzenden Aminosauren DES und IDES wird
durch die paarweise Anordnung von Lys-Resten innerhalb der Primarstruktur von TE unter-
stitzt (siehe Abb. 5). DES und IDES wurden zuerst von Partridge, Elsden und Thomas in den
frihen 1960er Jahren aus Elastinhydrolysaten isoliert und anfanglich 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 friiheren Lys-Seitenketten substituiert ist (Thomas et al., 1963). Insge-

samt sind fiir 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 e-Amino-
gruppe von Lys, den e-Kohlenstoff eines Lya-Restes und die 6- und e-Kohlenstoffe der bei-
den anderen Lya-Reste gebildet (siehe Abb. 8). Die Wertigkeit des Stickstoffheteroatoms
bewirkt eine intrinsische positive Ladung, die fiir die Analyse der molekularen Quervernet-
zungen vorteilhaft ist, wie dies im Abschnitt 2.2.8 erldutert wird. Abgesehen von DES und
IDES wurden andere von Pyridinium abgeleitete Quervernetzungsstrukturen in Elastin
identifiziert. Dazu gehoren Neodesmosin (trifunktional) (Nagai, 1983), Pentasin (Starcher

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

Neben der Funktionalitdt, die durch die Anzahl der beteiligten Aminosaurereste be-
stimmt wird, kénnen Quervernetzungen auch nach der Anzahl der beteiligten TE-Mono-
mere (intramolekular vs. intermolekular) oder involvierten Quervernetzungsdomanen (in-
tradomain vs. interdomain) eingeordnet werden. Wahrend Intra-Doméanen-Verknipfun-
gen immer auch intramolekular sind, kénnen Inter-Domain-Verkniipfungen sowohl intra-
als auch intermolekular gebildet werden. Die einzigartigen tetrafunktionalen Quervernet-
zungen in Elastin verbinden immer mindestens zwei Doméanen, kdnnen aber theoretisch
bis zu vier Domanen verbinden. Es wird allgemein angenommen, dass die Bildung von DES
und IDES durch Kondensation eines AA mit einer Intra-Doméanen-Quervernetzung des Typs

ALNL erfolgt, wodurch schlielRlich zwei Peptidketten verbunden werden (Gray, 1977).
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2.2.7 Die Makroassemblierung

Das Hinzufligen und Quervernetzen neu sezernierter TE-Molekile geht mit dem Wachstum
der Cluster an der Zelloberflache einher. Nachdem sich ausreichend viele TE-Molekdle in
den Aggregaten angesammelt und diese eine kritische GroR3e erreicht haben, |6sen sich die
Cluster von der Zelloberflache und bewegen sich durch den extrazellularen Raum. Fibulin-
5 und Fibulin-4 kénnen dabei mit Fibrillin interagieren und spielen vermutlich eine wichtige
Rolle bei der Ablagerung der noch unreifen Elastinaggregate auf dem Mikrofibrillengerist
(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 fiir die ordnungsgemaRe 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
grofReren Aggregaten gehen schliefRlich 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 vollstandig in das mik-
rofibrillare Gerist integriert ist. Es gibt Hinweise darauf, dass dieser Vorgang relativ lang-
sam ablduft (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 Schrader et
al., 2015; A14 Schmelzer et al., 2016; A17 Schrader et al., 2018; A18 Hedtke et al., 2019)

Die Analyse von Quervernetzungen

Die Aufklarung von Quervernetzungen in Elastin ist aufgrund ihrer Vielfalt, der enormen
Zahl moglicher Kombinationen und der vielen Wiederholungen in der Aminosauresequenz
seit jeher eine Herausforderung. Erschwerend kommen die Unldslichkeit Elastins, seine Be-
standigkeit gegeniber spezifischen Proteasen wie Trypsin und das Vorhandensein ver-
schiedener SpleiBvarianten 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 ermoglicht. Alle in der Literatur
beschriebenen analytischen Ansatze erfordern als ersten Schritt die Isolierung Elastins. Wie

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

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

oder chemisch zu Peptiden oder Aminosauren hydrolysiert werden, wodurch das Biopoly-
mer indirekt flir analytische Untersuchungen zuganglich wird.

Die wesentlichen qualitativen und quantitativen Studien zu quervernetzenden Amino-
sauren sowie die Aufklarung ihrer Strukturen wurden in der Vergangenheit durch vollstan-
dige Hydrolyse von Elastin und die anschlieRende Aminosaureanalyse realisiert. Wie zuvor
erwahnt, erfordert die Untersuchung der an der Vernetzung beteiligten TE-Domanen sowie
die genaue Bestimmung der Position von Quervernetzungen innerhalb der Domanen je-
doch eine proteolytische Hydrolyse und die Analyse von Peptiden. Hierfir kénnen unter-
schiedliche (auch bakterielle) elastinspaltende Enzyme, die zu den Familien der Cystein-,

Metallo- und Serinproteasen gehdren, 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. Wahrend 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 hochauflésende Massenspektrometrie in Kombination mit spezieller Soft-
ware daflr einsetzen.

Da massenspektrometrische Methoden sowie Software fiir diese spezifische Fragestel-
lung nicht existierten, haben wir zunachst von Elastin abgeleitete Modellpeptide erzeugt
und diese fir die Entwicklung und Evaluierung neuer Methoden verwendet. Hierfiir wur-
den elastintypische Deka- und Undekapeptide synthetisiert, die bereits reaktive Allysin-

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

schen bi-, tri- und tetrafunktionalen Quervernetzungen erzeugen zu kdnnen. Dabei lieRen
sich teilweise stabile, unlosliche Produkte herstellen, die als Elastinersatz fiir biomedizini-
sche Anwendungen interessant sind.

Erstaunlicherweise konnten zudem unterschiedliche, tiber DES bzw. IDES quervernetzte
Molekiile erzeugt werden, die aus drei Peptidketten hervorgingen. Diese Spezies wurden
mittels Molekulardynamiksimulationen erfolgreich auf ihre Stabilitat hin untersucht. Bei
tandemmassenspektrometrischen Untersuchungen zeigten die erzeugten Peptide bzw. Po-
lypeptide, die Gber die unterschiedlich funktionalen Quervernetzungen verfiigten, Beson-
derheiten in ihren Dissoziationsspektren. Diese Eigenschaft konnte fir eine Klassifizierung
der Quervernetzungsart herangezogen werden konnen. Mithilfe der gewonnenen Daten
entwickelten wir zudem die Software PolyLinX, die fir die Identifizierung von bi-, tri- und

tetrafunktionalen Quervernetzungen nitzlich 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 Aktivitat dieses Enzyms gegenliber 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 Elastindoméanen 20-21-23-24-21-23-24, und dem chemischen Quervernetzer
Pyrrolochinolinchinon (PQQ) erzeugt. Fir 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 fir die Aufklarung tetrafunktionaler Quervernetzungen. Da-
bei kamen insbesondere die zuvor erwdahnten Desmosin-enthaltenden Peptide (#Heinz et
al., 2013), Standards von DES und IDES sowie daraus hergestellte Derivate zum Einsatz. Wir
verfolgten in dieser Studie die Uberpriifung unserer Hypothese, dass bei der kollisionsin-
duzierten Dissoziierung von DES/IDES bzw. DES/IDES-enthaltenden Molekulen in Tandem-
MS-Experimenten spezifische Fragment-lonen entstehen, die als Markerionen zum Nach-
weis entsprechender Peptide herangezogen werden kdnnen. Dies gelang durch die Ver-
wendung erhohter 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 erméglicht

(#Schrader et al., 2015). Die Entwicklung dieser Methode war bedeutsam fiir die Aufklarung

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 héherfunktionale Quervernet-
zungen zwischen unterschiedlichen Domanen resultieren hingegen in Peptiden, die aus
zwei oder mehr Peptidstrangen bestehen, die nur lber die Quervernetzung miteinander
verbunden sind. Die Aufklarung letzterer stellt eine deutlich gréBere Herausforderung als
die zuvor genannter dar. Die MS-basierte ldentifizierung von vernetzten Elastinpeptiden
kann teilweise mithilfe spezieller Software erfolgen. Peptide, die einfache bifunktionale
Quervernetzungen enthalten, kdnnen mit herkdmmlicher Sequenzierungssoftware identi-
fiziert werden, sofern diese die Integration benutzerdefinierter posttranslationaler oder ar-

tifizieller Modifikationen und Datenbanken, wie beschrieben, ermdglicht (#Schrader et al.,

2018). Zudem gibt es Softwareldsungen, die speziell fir 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 ermoglicht, jedoch eine manuelle Validierung der Ergebnisse erfordert

(Gotze et al., 2011). Deutlich komplizierter ist die Aufklarung und Zuordnung von hoéher-

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 (#Schrdder et al., 2015). Dabei wird jedes Quasimolekiilion ei-

nes Peptids zwei unterschiedlichen Tandem-MS-Messungen unterzogen. Die erste wird bei
erhohter Kollisionsenergie durchgefiihrt, 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 fir
die Ermittlung der Sequenz relevante Informationen enthalten. Durch diese Vorgehens-
weise konnten wir, wie im nachsten Kapitel naher 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. lhnen gelang die Aufklarung der Aminosauresequenz 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 Aminosaureresten wie Ser flankiert werden, wahrend der
vierte Lys-Rest an einen hydrophoben Aminosdurerest wie Phe oder Leu grenzt, der die
Modifikation durch LOX zu Allysin behindert. Dies bedeutet wiederum, dass DES/IDES zwi-
schen zwei KA-Domanen nach LOX-induzierter Modifikation gebildet werden. KP-Domanen
scheinen hingegen deutlich seltener an der Bildung von DES/IDES beteiligt zu sein. Dies liegt

vermutlich in der relativ ungeordneten Sekundarstruktur der KP-Domanen begriindet.
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Im Jahr 1995 veroffentlichten Brown-Augsburger et al. Ergebnisse einer Studie zu quer-
vernetzten Peptiden aus Elastin, das aus Aorten von Schweinen isoliert wurde, die wahrend

des Wachstums einer Kupfermangelerndahrung 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 Aktivitat dieser Oxidasen fuhrt und in Folge
in unvollstandig quervernetztem Elastin und Kollagen resultiert. Brown-Augsburger und
Kollegen identifizierten in dieser Arbeit in Hydrolysaten dieses porzinen, unreifen Elastins
mit Hilfe von Aminosdureanalysen ein komplex aufgebautes, quervernetztes Peptid (siehe
Abb. 9).

Doméne 10
$ Abb. 9: Schema des von Brown-Augsbur-
NL 4 —p

NH,.......Ii...L.K A A?ZmIZnXQA Yk ger et al. charakterisierten Peptids, das
B 2 aus der Vernetzung der drei Domanen 10,
| 19 und 25 Uber ein DES/IDES sowie zwei

K\LNL
— b KAAAKAASKA.. NH, LNL hervorgeht [modifiziert nach (Brown-

<— Doméne 25 Augsburger et al., 1995)]

Dieses bestand aus drei einzelnen Peptidstrangen, von denen zwei aus den KA-Domanen
19 bzw. 25 stammen, die (iber DES oder IDES miteinander verbunden waren. Beide Doma-
nen unterscheiden sich in den meisten Sdugetieren insofern von anderen KA-Domanen,
dass sie (ber drei statt zwei Lys-Reste verfiigen (vgl. Abb. 5). Der jeweils dritte Lys-Rest
dieser beiden Domanen war lber ein LNL mit einem der beiden Lys-Reste des dritten Pep-
tidstranges verbunden, der der KP-Domane 10 entstammt.

2011 ermittelten Baldock und Kollegen von rekombinant hergestelltem humanen Tro-
poelastin sowie TE-Fragmenten mittels Kleinwinkelrontgen- und Kleinwinkelneutronen-

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

auch die Position der terminalen Domanen sowie weiterer Regionen identifizieren und fan-
den heraus, dass sich die Domadnen 19 und 25 gegentiberstehen und in rdumlicher Nahe
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) fiir die in vivo ablaufende TE-Polymerisa-
tion vor. Dieses Modell basiert auf einer einheitlichen molekularen Verknilipfung der TE-

Einheiten durch Quervernetzung der Domanen 10, 19 und 25. Eine weitere Reifung unter
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Bildung groRerer Aggregate soll dann durch Interaktionen dieser feinen Elastinfasern un-
tereinander, insbesondere durch hydrophobe Wechselwirkungen hervorgerufen, erfolgen

(Brown-Augsburger et al., 1995).

Insgesamt waren an dieser Assemblierung nur drei der insgesamt 16 KA- und KP-Doma-
nen beteiligt. Darliber hinaus ist zu bericksichtigen, dass die Ergebnisse aus der Studie von
Brown-Augsburger et al. moéglicherweise nicht reprasentativ 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 tatsachlich derer der
Veroffentlichung entspricht, ist ebenfalls ungewiss, zumal das verwendete TE im Gegensatz

zu nativem TE (#Schmelzer et al., 2016) liber keine Prolylhydroxylierungen verfligte. Die

Hydroxyproline haben aufgrund der starken Elektronegativitat des zusatzlichen Sauerstoff-
atoms einen Einfluss auf die Sekundarstruktur des Proteins, wie dies auch fiir Kollagen be-
kannt ist, bei dem die Hydroxylierungsstellen entscheidend fiir die Stabilitat des Proteins
sind.

Seit der Arbeit von Brown-Augsburger et al. wurden keine Quervernetzungen in nativem
Elastin mehr aufgeklart. Meine Arbeitsgruppe hat mit den zuvor beschriebenen, selbstent-
wickelten Methoden in den vergangenen Jahren native Quervernetzungen in bovinem und

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

es uns, eine breite Vielfalt und eine hohe Zahl von Quervernetzungen zu identifizieren und
Informationen Uber die Vielfaltigkeit des Quervernetzungsprozesses zu erhalten.
Wahrend fir bifunktionale Quervernetzungen zumeist angenommen wurde, dass sie
unterschiedliche Doméanen aus zumeist zwei Monomereinheiten verbinden, identifizierten
wir Uberraschenderweise in beiden Studien auch eine hohe Anzahl von bifunktionalen Int-
radomanenquervernetzungen, 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 Domane sind aus zwei Griinden un-
erwartet. Erstens konnen derartige kovalente Bindungen nur lokale Sekundarstrukturele-
mente innerhalb eines einzigen TE-Monomers stabilisieren und tragen somit nicht zur Ver-
teilung der angreifenden Krafte im gesamten Polymer bei, wie dies bei Interdoménen-
Quervernetzungen und insbesondere intermolekularen Quervernetzungen der Fall ist.

Zweitens fuhrt die Ausbildung sekundarer Strukturelemente zu einer sterischen Kompres-
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sion hydrophiler Molekilabschnitte. Es ist moglich, dass dies fiir die hydrophobe Hydrata-
tion von Vorteil ist, die, wie zuvor beschrieben, Grundvoraussetzung fiir die mechanischen
Eigenschaften Elastins ist. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass bifunktionale Intra-
domadnenquervernetzungen basierend auf LNL oder AA innerhalb jeder TE-Quervernet-

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

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 Peptidstrange aus KA-
Domanen stammen. Fir menschliches Elastin konnten wir nachweisen, dass die KA-Do-
mane 14, die nur einen einzelnen Lys-Rest aufweist, an der Bildung von DES oder IDES mit
zwei weiteren KA-Domanen 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 Doméanen hervorgehen kénnen (#Hedtke et al., 2019). Dies

kann beispielsweise durch Kondensation einer Intradomanen- mit einer Interdomanen-
guervernetzung erfolgen. Domane 14 gehort zu dem zentralen, konservierten Abschnitt
TEs (Doméanen 8-14 in der Gruppe der Amnioten) (Keeley, 2013) und ist die einzige KA-
Domane, die nur Uber einen einzelnen Lys-Rest verfiigt und damit keine Intradomanen-
guervernetzungen ausbilden kann. Eventuell spielt Domane 14 bei der Quervernetzung der
Monomere eine besondere Rolle.

Wir konnten zahlreiche bifunktionale Quervernetzungen innerhalb von KP-Domanen
bzw. zwischen unterschiedlichen KP-Domanen oder zwischen KP- und KA-Domanen nach-
weisen. Damit waren KP-Domanen prinzipiell auch in der Lage, an der Bildung von tetra-
funktionalen Quervernetzungen beteiligt zu sein. Eine Involvierung von KP-Domanen in
DES/IDES konnten wir jedoch fur keines der untersuchten Peptide nachweisen. Abgesehen

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

tiden bisher auch sonst nicht experimentell bestatigt. Dies legt nahe, dass sie quantitativ
nur einen vernachlassigbaren 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 unverandert bleiben kénnen. Eines der vielen
Beispiele fiir diese Vielfalt ist Lys-104 in der Domane 6 (KA) in menschlichem Elastin (siehe
Abb. 10) (#Hedtke et al., 2019; #Schmelzer et al., 2020). Der Lys-Rest wurde in unverander-

tem Zustand (1) gefunden, aber auch intramolekular quervernetzt innerhalb der gleichen
Domaéne mit dem benachbarten Lys-Rest sowohl via AA (Il) als auch via LNL (lIl). Dartiber
hinaus war Lys-104 an zwei unterschiedlichen Quervernetzungen intra- oder intermoleku-
lar mit den Domanen 13 und 14 via LNL (V) 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 Mog-
lichkeiten der Quervernetzung fiir jeden einzelnen Lys-Rest gibt, sondern dass diese in vivo
tatsachlich parallel vorkommen.

Im Gegensatz zu einigen friiheren Modellen zum Ablauf des Quervernetzungsschrittes
der TE-Polymerisation zeigen diese Erkenntnisse, dass das Quervernetzungsmuster von
Elastin sehr heterogen ist und, wenn Uberhaupt, offenbar nur wenigen Beschrdankungen
unterliegt. Nach gegenwartigem Kenntnisstand besitzen die LOX und LOXL-Enzyme keine
Spezifitat fir bestimmte Lys-Reste bzw. Sequenzmotive in TE. Dies wird durch die Tatsache
gestitzt, dass nach Totalhydrolyse von reifem Elastin bezogen auf das Monomer nur noch

etwa 10 % der Lysinreste unmodifiziert nachgewiesen werden kénnen (#Schrader 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 abhangen, welche Domadnen der Monomere sich sterisch na-

hekommen.

Abb. 10: Die Analyse von querver-

netzten Peptiden aus enzymati-
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blieben. Dies ist am Beispiel des
Lysinrests 104 (rot hervorgeho-
ben) des Quervernetzungsmotivs
der Domane 6 (KA) gezeigt. Dieser
Rest wurde in unverdandertem Zu-
stand (1) und via Allysinaldol (I1) so-
wie Lysinonorleucin (lll) mit dem
benachbarten Lysinrest der Do-

madne 6 quervernetzt gefunden.

Dartiber hinaus wurden Quervernetzungen zwischen Lys-104 mit Lys-Resten der Domane 13 (IV)
und 14 (V) tber Lysinonorleucin bzw. Allysinaldol sowie seine Beteiligung an der DES-/IDES-Bildung
(V) nachgewiesen. Die grau dargestellten Aminosaurereste waren nicht Teil der identifizierten Pep-

tide und wurden zum besseren Verstdndnis erganzt [aus #(#Schmelzer et al., 2020)].
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Nicht weiterkondensierte Zwischenstufen werden teilweise reduziert (ALNL zu LNL und
AMDES zu MDES) und bleiben als stabile bi- bzw. trifunktionale Quervernetzungen im rei-
fen Elastin erhalten. Sie erhdhen die Vielfalt deutlich und sind ein weiterer Beleg fir ein
komplexes Quervernetzungsmuster. Unsere Schlussfolgerungen aus diesen Studien bezlig-
lich dieser insgesamt heterogen verlaufenden Quervernetzung der TE-Monomere und da-
mit letztlich heterogenen Assemblierung stehen im Einklang mit kirzlich veroffentlichten
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 erwahnten ato-
mistischen TE-Modells ein sogenanntes grobkérniges Modell abgeleitet und dieses zur Mo-
dellierung des der Quervernetzung vorangehenden Koazervationsprozesses verwendet.
Dabei beobachteten sie nicht nur Kopf-Schwanz-Anordnungen, die die Grundlage fiir das

sogenannte Kopf-Schwanz-Modell sind (Baldock et al., 2011), sondern auch Kopf-Kopf-,

Schwanz-Schwanz- sowie laterale Interaktionen der TE-Molekile (Tarakanova et al., 2019).

Diese Diversitat bei der Koazervation ist vermutlich zumindest teilweise verantwortlich fiir
die Heterogenitat bei der Quervernetzung. Weitere Bestatigung und Verwendung fanden
unsere Erkenntnisse im Rahmen einer Studie zum Einfluss der Modifikation von Lys- zu Lya-
Resten auf die Sekundarstruktur TEs, fir die gezeigt werden konnte, dass die Beweglichkeit
und Zuganglichkeit einzelner Domanen sowie des gesamten Molekiils verandert wird. Zu-
dem resultiert aus der Erh6hung der Anzahl der Allysinreste pro TE-Molekil eine Zunahme

der Strukturvariabilitat (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 fiir zukiinftige ge-

nauere Simulationen von Bedeutung sein.

42



FORSCHUNGSERGEBNISSE

2.3 Die Eigenschaften Elastins

2.3.1 Vorkommen und Morphologie

Die Quervernetzungen sind eine Voraussetzung fir die Bildung dreidimensionaler, makro-
molekularer Netzwerke aus TE-Molekilen. Die strukturelle Organisation reifer elastischer
Fasern ebenso wie der Elastingehalt variiert allerdings stark in den einzelnen Geweben. Die
Unterschiede in der Konfiguration hangen dabei eng mit der Funktion der Organe und der
Starke 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 Ubersicht (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- Strukturelle Konfiguration Literatur
gehalt

Aorta <57 % Konzentrische Lamellen (Scarselli, 1961; Spina et
al., 1983)

Bandscheibe 2% Dicht gruppiert mit zufalliger (Mikawa et al., 1986)

(anulus fibrosus) Ausrichtung

Bandscheibe 2% Radial angeordnete Fasernetz- (Mikawa et al., 1986)

(nucleus pulposus) werke

Elastischer Knorpel® 19% Wabenartige Strukturen (Peters und Smillie, 1971)

Elastische Binder <75% Seilartige Fasern (Vitto, 1979)

Haut (Dermis) <5% Seilartige Fasern (Starcher, 1977)

Lunge (Parenchym) <30% Lamellare, die Alveolen umge- (Chrzanowski et al., 1980)

bende Schichten

Lunge (Atemwegs- <5% Gekrauselte, lamellare Anord- (Mecham, 2018)

schleimhaut) nung

Sehnen 4% Bindel langer Fasern (Greenlee et al., 1966;

Uitto, 1979)

¢ Gehalt wurde fiir Rinderelastin bestimmt
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2.3.2 Alterungsbestandigkeit und proteolytische Stabilitat

Unter nicht pathologischen Bedingungen ist Elastin Uber die Lebensdauer der jeweiligen
Spezies metabolisch stabil. Fiir den Menschen wurde die Halbwertszeit Elastins unter Ver-
wendung von Asparaginsaure-Racemisierungsanalysen sowie Messungen des *C-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 groRer Relevanz, da Elastin, im Gegen-

satz zu den meisten anderen Proteinen, zeitlebens nicht erneuert wird. Generell geh6ren
elastische Fasern aufgrund ihrer GroRBe, ihrer molekularen Komplexitat 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 Griinde fiir die auBergewohnliche Haltbarkeit des Elastins ist seine hohe Be-
standigkeit gegenliber Enzymen, die hauptsachlich durch seine stark vernetzte Natur und
die extrem dichte Packung der Molekiile erméglicht wird. Unter den vielen verschiedenen
Proteasen im menschlichen Korper sind jedoch einige in der Lage, Elastin zu hydrolysieren.
Die strukturelle Integritat von Elastin kann durch diese als Elastasen bezeichneten Enzyme,
aber auch durch andere Ursachen im Verlauf von Krankheiten oder der Alterung beein-

trachtigt werden. Hierauf wird im Kapitel 2.4 naher eingegangen.

2.3.3 Biologische Eigenschaften

Die primare biologische Funktion Elastins besteht darin, Geweben und Organen Elastizitat
zu verleihen. Elastin spielt jedoch nicht nur als Strukturprotein eine Rolle, das die Architek-
tur und biomechanischen Eigenschaften der EZM maligeblich 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 Schadigungen teils

grofle Mengen von EDPs freigesetzt. Diese kdnnen in den Blutkreislauf gelangen und eine

breite Palette biologischer Aktivitdten aufweisen (Maurice et al., 2013).

Die biologische Wirkung der Elastokine wird dabei (iber die Bindung an Rezeptoren der
Zelloberflache vermittelt, von denen bisher mindestens vier verschiedene identifiziert wur-

den (Toupance et al., 2012). Der bekannteste Rezeptor ist der bereits erwahnte ERC, des-

sen Bestandteil EBP im Verlauf der Elastogenese als Chaperon fir TE fungiert. EBP kann
Uberdies auch an EDPs binden, wodurch die Sialidase-Aktivitdat der Neu-1 stimuliert wird.

Dies scheint fiir die intrazelluldre Signallbertragung wesentlich zu sein, in deren Rahmen
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es zur Initilerung mehrerer Signalkaskaden kommt, die fur 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 B-Turns des Typs VIl

beglinstigt. Dieses wiederum ist flr die Bindung des Substrates an das EBP essenziell
(Floguet et al., 2004; Blanchevoye et al., 2013).

Ein weiterer Rezeptor fiir EDPs ist das ca. 31 kDa groRRe Galectin-3, das mit einer Vielzahl

von EZM-Proteinen, darunter Elastin und Laminin, interagiert (Ochieng et al., 2004). Galec-

tin-3 wird in gewohnlichen und Tumorzellen exprimiert und weist u.a. unterschiedliche bi-
ologische Funktionen im Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen auf. Es wurde auch
gezeigt, dass seine Interaktion mit EDPs die Tumorentwicklung im Falle von Melanomen

beglinstigen kann (Pocza et al., 2008).

Neben ERC bzw. EBP und Galectin-3 wurde zudem nachgewiesen, dass auch bestimmte
av-Integrine mit TE oder EDPs interagieren konnen. Integrin avBs erkennt dabei mit hoher
Affinitat die polybasische C-terminale TE-Domane RKRK (Rodgers und Weiss, 2005; Bax et

al., 2009), wohingegen avfs mit den TE-Domanen 17 und 18 interagieren kann (Lee et al.,
2014).

Es wurde gezeigt, dass EDPs die Zellphysiologie verschiedener Zelltypen, einschlieflich
Fibroblasten, glatter Muskelzellen und Leukozyten, veridndern [fiir eine Ubersicht siehe

(Duca et al., 2004)]. In verschiedenen In-vitro- und In-vivo-Studien wurde die Beteiligung

von EDPs an einer Reihe von pathologischen Zustanden 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 méglicher Zusammenhang zwischen EDPs und der Entwicklung einer

Insulinresistenz bei Mausen (#Blaise et al., 2013). In einer weiteren, ebenfalls von unserer

Gruppe unterstiitzten Arbeit, konnten EDPs zudem mit der Entstehung der nichtalkoholi-

schen Steatohepatitis in Verbindung gebracht werden (#Romier et al., 2018). EDPs fordern

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

zellularer Aktivitaten wie Adhédsion, 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, BlutgefaRe oder elastische Ban-
der kontinuierlich mechanischen Verformungen ausgesetzt. Wahrend EZM-Proteine wie

Kollagene relativ unelastisch sind und im hydratisierten Zustand einen Elastizitdtsmodul
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zwischen 1 GPa und 2 GPa aufweisen (Heim et al., 2006), verfligen elastische Fasern lber

bemerkenswerte mechanische Eigenschaften. So kénnen sie beispielsweise auf etwa 150 %

ihrer Lange gedehnt werden, bevor sie reilen (Gosline et al., 2002). Aufgrund ihres niedri-

gen Elastizitatsmoduls von etwa 300 kPa bis 1500 kPa (Koenders et al., 2009) kénnen ein-

zelne elastische Fasern leicht gedehnt werden, bevor sie anschlieend zu ihrer urspringli-
chen Lange zuriickzukehren. Elastin hat eine hohe Rickprallelastizitat 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 spro-
des Material, das elastomere Eigenschaften annimmt, sobald es hydratisiert wird

(Partridge, 1962). Die Fahigkeit Elastins, nach dem Strecken wieder zu kontrahieren, wird

hauptsachlich 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 aullerdem durch die kovalenten Quervernetzungen
erleichtert. Diese verteilen die Spannungs- und Dehnungskrafte tiber das Biopolymer und
schlieBlich das gesamte Gewebe und ermoglichen somit die Aufrechterhaltung seiner
Form. Wahrend das Dehnen die strukturelle Organisation innerhalb des Elastinkerns elas-
tischer Fasern erhoht, fiihrt die anschlieRende Kontraktion und damit einhergehende Re-
laxation zur Rickkehr zur maximalen Entropie.

Im Laufe der Jahre wurden verschiedene phanomenologische Modelle vorgestellt, die
darauf abzielten, die Eigenschaften Elastins moglichst gut zu beschreiben. Diese einzelnen
Modelle unterscheiden sich hauptsachlich im Beitrag der geordneten Strukturen an den
entropischen Eigenschaften des Molekiils. Hoeve und Flory schlugen als erste tGberhaupt
vor, dass die Elastizitat Elastins eine auf Entropie basierende Eigenschaft ist (Hoeve und
Flory, 1958). Spater etablierten sie ein einfaches isotropes Modell, das elastische Fasern als

ungeordnete Netzwerke beschreibt (Hoeve und Flory, 1974). Anhand dieses Modells ist je-

doch nicht erklarbar, warum Wasser fir die Elastizitdt von Elastin benotigt wird. Obwohl TE
viele Gly- (30 %) und Pro-Reste (12 %) aufweist, die die Bildung ausgedehnter Sekun-
darstrukturen verhindern, lieferten mehrere Studien Beweise fiir das Vorhandensein von

B-Turns (Typ I, I und VIII) sowie Poly-Prolin-ll-Helices (Debelle und Alix, 1999; Tamburro et

al., 2003). In mehreren anisotropen Modellen wurde versucht, den Beitrag dieser recht
kurzen und labilen Strukturmerkmale zu erkldren. Urry und Kollegen schlugen ein Librati-
onsentropiemodell vor, bei dem sich die Elastinmolekiile zu leicht verformbaren B-Spiralen

falten, die aus aufeinanderfolgenden B-Turns vom Typ Il bestehen (Urry und Parker, 2002).

Es gibt jedoch keine experimentellen Beweise fiir eine solche anisotrope Orientierung und
auch die Molekulardynamiksimulationen von Li et al. unterstiitzen dieses Modell nicht (Li

etal.,, 2001; Li und Daggett, 2002). Ein weiteres interessantes Modell, das von Tamburro et
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al. vorgeschlagen wurde, erklart die Entropieerh6hung mit der Bildung von labilen B-Turns,

die dynamisch entlang der Peptidkette gleiten konnen (Lelj et al., 1992; Tamburro et al.,

2005). Insgesamt werden diese und weitere Modelle durch einige experimentelle Ergeb-
nisse gestlitzt, keines aber liefert eine vollstdandige Erklarung fiir die Elastizitdat und den mit
ihr in Verbindung stehenden Beobachtungen, wie z.B. die Notwendigkeit der Hydratation.
Jungere Molekulardynamiksimulationen von Peptiden, die von Elastin abgeleitet sind, aber
auch Festkorper-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-

bilitat von Elastin eher auf einer ausgepragten Dynamik als auf einer rigiden Struktur be-
ruht. Diese Schlussfolgerungen wiederum lassen sich sehr gut mit der von uns nachgewie-
senen Heterogenitat der Netzwerke aus TE-Einheiten in Einklang bringen. Dennoch sind fir
das Verstehen des genauen Mechanismus, der der Flexibilitat des Elastins zugrunde liegt,

weitere Strukturuntersuchungen und molekulardynamische Simulationen erforderlich.
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2.4 Alterung und Schadigung Elastins

(A7 Schmelzer et al., 2012; A8 Sivan et al.,, 2012; A13 Mora Huertas et al., 2016;
Al14 Schmelzer et al., 2016 ; A15 Gorisse et al., 2016 ; A16 Mora Huertas et al., 2018; A21
Panwar et al., 2020)

Das Altern ist die allmahliche und fortschreitende Abnahme der Integritat von Organen und
Geweben und wird durch intrinsische und extrinsische Faktoren hervorgerufen. Das intrin-
sische Altern ist ein natdrlicher Prozess, der u.a. genetisch bedingt und die Folge langsamer
Gewebedegeneration ist. Das extrinsische Altern hingegen, dessen Auswirkungen sich mit
denen des intrinsischen Alterns (iberlagern, wird durch Umwelteinfllisse wie ultraviolette
(UV) Strahlung, aber auch durch Noxen wie das Rauchen oder die Luftverschmutzung indu-

ziert bzw. beschleunigt (Naylor et al., 2011; Vierkotter und Krutmann, 2012). Obwohl Elas-

tin insgesamt sehr resistent gegentiber intrinsischen und extrinsischen Faktoren ist, akku-
muliert es im Laufe des Lebens Modifikationen und Schadigungen durch verschiedene bio-
chemische, chemische und biophysikalische Einfliisse [siehe Abb. 11 und Ubersichtsartikel:
(Duca et al., 2016)].

Alterungsbedingte Modifikationen und ihre Konsequenzen

Enzymatisch Nicht-enzymatisch
* Serinproteasen * Oxidativer Stress * Racemisierung von
» Cysteinproteasen * Bildung von AGEs Asp-Resten
* Matrix-Metalloproteasen * Calcifizierung » Carbamylierung
* Lipidakkumulation * mechanische Ermidung

Blutkreislauf

‘ Proliferation ‘ Angiogenese

Herz-Kreislauf- Expression Apoptose

- Funktionsverlust
Erkrankungen von Proteasen und weitere

Abb. 11: Ubersicht (iber enzymatisch und nicht-enzymatisch induzierte Alterungsprozesse Elastins

und wichtige Auswirkungen auf den menschlichen Kérper [modifiziert nach (#Schmelzer und

Duca, 2021)].
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Die Alterungsprozesse bei Elastin sind morphologisch durch Fragmentierung und Verdin-

nung der Fasern in elastischen Geweben gekennzeichnet (Pasquali-Ronchetti und Bacca-

rani-Contri, 1997) und kdénnen zu einer Beeintrachtigung der Funktion elastischer Fasern

und damit zu einer verminderten Gewebeelastizitat oder sogar zu einem Funktionsverlust
von Geweben und Organen fiihren. Dies resultiert schlieflich in einer erhohten Morbiditat
und Mortalitat (Green et al., 2014). Im Falle der Hautalterung fiihrt die durch UV-Strahlung

induzierte, extrinsische Alterung (Photoalterung) zur Bildung von Falten, zur Abnahme der
Elastizitat 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 Schadigungen 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). Wahrend die Fasern aus der Haut eines 6-jahrigen Jungen glatte Oberflachen

aufweisen und vollkommen unversehrt erscheinen, sind jene einer 90-jahrigen Probandin
zerkliiftet, pords und weisen zahlreiche Briiche auf. Derartige strukturelle Schaden haben
auch einen grofRen Einfluss auf die Anfalligkeit Elastins gegeniber Elastasen (#Schmelzer et
al., 2012; #Mora Huertas et al., 2016; #Schmelzer, 2016; #Mora Huertas et al., 2018; #Pan-
war et al., 2020).

-y ‘sr‘.t
s
R
#

Abb. 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von fibrillarem 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 um bis 2 um auf

und zeigen duBerst unterschiedliche Beschaffenheiten.
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Auf molekularer Ebene werden Schadigungen 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 Asparaginsau-
reresten (Powell et al., 1992), (#Sivan et al., 2012), Lipidakkumulation (Robert et al., 2008)

und mechanische Ermiidung (O'Rourke, 2007) hervorgerufen. Weiterhin haben wir ge-

meinsam mit einer franzosischen Arbeitsgruppe erstmals nachweisen kdnnen, dass auch
die Carbamylierung langlebiger Matrixproteine wie Elastin und Kollagene ein Merkmal der

Alterung ist (#Gorisse et al., 2016). Eine altersabhangige Veranderung 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
Schadigungen Elastins. Proteasen werden kontinuierlich exprimiert und viele davon wer-
den auch in den EZM-Raum sezerniert, wo sie in vielfaltige biologische Funktionen invol-
viert sind. So sind sie fiir den Abbau aufgenommener Proteine bzw. solcher, deren Lebens-
ende erreicht ist, verantwortlich und spielen insgesamt eine groRe Rolle beim Gewebeum-
bau und verschiedenen biologischen Prozessen wie der Wundheilung, Morphogenese oder
Angiogenese. Zudem prozessieren sie bioaktive Peptide, die eine Vielzahl von Zellvorgan-
gen steuern. Zu den Proteasen, von denen man annimmt, dass sie am Elastinabbau in
menschlichen Geweben beteiligt sind, gehoéren neutrophile Serinproteasen (NSPs) wie
Cathepsin G (CatG), Proteinase 3 (PR3) und die humane Leukozytenelastase (HLE) (Korkmaz
et al., 2008), Matrix-Metalloproteasen (MMPs), einschlielllich MMP-2, -7, -9, -12 und -14
(Chakraborti et al., 2003) und die Cysteinproteasen Cathepsin K, L, Sund V (Shi et al., 1992;

Bromme et al., 1996; Antonicelli et al., 2007). Diese Proteasen werden hauptsachlich 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, gehdren zu einer grolReren Proteasefamilie, den Metzinki-
nen, denen beispielsweise auch die Adamalysine, Astacine und Serralysine angehoren

(Cerda-Costa und Gomis-Rith, 2014). Wie bei den anderen Metzinkinen handelt es sich

auch bei MMPs um aus unterschiedlichen Doméanen zusammengesetzte Mosaikproteine.
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MMPs sind sowohl zink- (daher das Préfix ,,Metallo”) als auch calciumabhangige 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 kdnnen sie Proteine und Proteinverbilinde der EZM abbauen und spielen
auf diese Weise eine wichtige Rolle bei der Umgestaltung von Bindegeweben. Sie sind an
physiologischen und pathologischen Vorgangen wie der Morphogenese, Wachstums- und
Wundheilungsprozessen, Angiogenese, Tumorinvasion und Metastasierung beteiligt. Ins-
gesamt sind fiir Vertebraten 24 verschiedene MMPs bekannt, von denen bis auf MMP-18

alle im Menschen vorkommen (Nagase et al., 2006).

MMP-7 SP Pro Cat Zn%*
WGl s> Pro | cat DD =
.
VIVIEPE SP Pro  Cat Znt JVJJ
MMP-14 (T Zn2* J\:\DM

a Signalpeptid \F_N/ Fibronektindhnliche Domane
@ Prodoméne \:| Hamopexindhnliche Domane
0%1d Katalytische Domane m Transmembrandomane

I\ Gelenksregion m Zytoplasmatische Domane

Abb. 13: Domanenstrukturen der elastinolytischen Matrix-Metalloproteasen 2, 7,9, 12 und 14. An-
ders als andere MMPs besitzt die MMP-7 keine hamopexindhnliche Domane. Die MMP-12 unter-
scheidet sich wiederum insofern von den Gbrigen MMPs, dass sie diese Doméane zwar besitzt, aber
diese gewohnlich durch Autoproteolyse im Zuge ihrer Aktivierung verliert. MMP-2 und -9 verfiigen
zudem (iber drei fibronektindhnliche Doméanen innerhalb der katalytischen Domaéne, die die Bin-
dung von Gelatine erméglicht. Die membranstandige MMP-14 besitzt auRerdem eine Transmemb-
randomane, durch die sie an die Zellmembran gebunden ist, und eine zytoplasmatische Domane,

der unterschiedliche regulatorische Funktionen zugeschrieben werden.

Alle MMPs besitzen eine hohe Sequenzhomologie zu MMP-1 und eine globulare katalyti-
sche Domane, die durch das Zink-bindende, drei Histidinreste enthaltende Motiv
HEXGHXXGXXH charakterisiert ist. N-terminal wird die katalytische Doméane von einem Pro-
peptid flankiert, das ein Cystein-Switch-Motiv PRCGXPD besitzt (auRer MMP-23). Dieser
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Cys-Rest bindet an das Zinkion und halt dadurch die jeweilige MMP in ihrer inaktiven Pro-
form. C-terminal von der katalytischen Doméane befinden sich haufig Doméanen (z.B. ha-
mopexinahnliche Domanen), die fir die Substraterkennung und andere Protein-Protein-

Interaktionen von Bedeutung sind (Visse und Nagase, 2003; Itoh, 2015). Die Domanen-

strukturen der elastinolytischen (=elastinspaltende) MMPs sind in Abb. 13 dargestellt.

Unter physiologischen Bedingungen wird die Aktivitat 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 Vorgangen der Entwicklung,

Wundheilung und wahrend Entziindungskrankheiten statt (Antonicelli et al., 2007). Zu den

humanen MMPs, fir die eine elastinolytische Aktivitat als sicher gilt, gehéren 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).

Schadigungen an elastischen Fasern, die zudem mit der Bildung von Elastokinen einherge-

hen, kdnnen dabei die Entstehung und das Fortschreiten einer Vielzahl pathologischer Zu-
stande beglinstigen. Es wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass die Aortenstenose mit er-
hohten Aktivitaiten von MMP-2 und MMP-9 im Zusammenhang steht (Helske et al., 2007),

Atherosklerose durch MMP-12 beeinflusst wird, die die Instabilitat von atheroskleroti-
schem Plaque fordert (Johnson et al., 2005) und auch die Entwicklung von Aortenaneurys-
men wird durch MMP-2, MMP-9 und MMP-12 verstarkt (Curci et al., 1998; Longo et al.,

2002). Weitere Arbeiten zeigen aulRerdem, dass MMP-9 an Prozessen wie der Ventrikel-

ruptur als Folge eines Myokardinfarkts (Romanic et al., 2002) und Photoalterung der Haut

(Kahéri und Saarialho-Kere, 1997) beteiligt ist. Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass

eine Uberexpression 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 granulomatésen Hauterkrankungen (Vaalamo et al., 1999) in Verbindung

steht. MMP-7 wird in Tumoren fast aller Organe des Korpers 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

grofRer Bedeutung ist, die durch MMPs hervorgerufenen Abbauprozesse Elastins zu verste-
hen. Zur Charakterisierung gehoren insbesondere das Spaltungsverhalten von elastinolyti-
schen MMPs und die Identitat und Aktivitat 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 Elastinschadigung, der Uberexpression 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 l6slichen Vorstufe TE und
die Freisetzung bioaktiver Peptide detailliert untersucht. Wir haben daher in finf unter-
schiedlichen In-vitro-Studien das Abbauverhalten von humanem Tropoelastin und/oder
reifem humanem Elastin durch vier MMPs charakterisiert.

Untersuchungen wurden zunachst 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 Uberpriifen. Eine Herausforderung liegt in der geringen Spaltspezifizitdt 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 unmaoglich. Fir reifes Elastin wur-
den, bezogen auf das Vorlauferprotein, 36 Spaltstellen identifiziert, anhand derer die Pra-
ferenzen der entsprechenden Bindetaschen im Enzym (Subsites) nach dem Modell von Sch-

echter und Berger analysiert wurden (Schechter und Berger, 1967). Dabei zeigte sich fir

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 natdrli-

chen Substrats bestadtigt und vertieft untersucht werden. Auch eine bereits friiher fir

MMPs beschriebene Praferenz fur Pro-Reste in der Ps3-Position (Verma und Hansch, 2007)

wurde fir 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 erwahnten Starcher-Methode isoliert und in der Peptidanalyse wurde eine groRere Zahl
von Kollagenpeptiden nachgewiesen. Dies zeigte nicht nur die Grenzen dieser Isolierungs-
methode auf, die bei der spateren Entwicklung eigener Verfahren adressiert wurden, son-
dern legt zudem nahe, dass die Makrophagenelastase auch Aktivitdt gegenliber den beiden
in der Haut vorkommenden Kollagentypen | und Il aufweist. Dies konnten wir in einer se-
paraten Studie belegen, in der wir die Hydrolyse dieser beiden Faserproteine durch die ka-

talytische Domane der MMP-12 naher untersuchten (#Taddese et al., 2010). Dabei gehoren

Kollagene nicht zu den natirlichen 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 geschadigt vorliegen.
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Die Spaltstellenanalyse erbrachte dabei Gemeinsamkeiten zwischen den Substraten Kol-
lagen und (Tropo-)Elastin, wie die Praferenz flr Leu in P‘; oder Pro in P3, aber auch einige
Unterschiede, die insbesondere durch Besonderheiten der Aminosauresequenzen 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, P;

und P‘3 besonders haufig Gly-Reste.

Tabelle 2: Relative Haufigkeit ausgewahlter Aminosaurereste in den Substratpositionen P4-P‘4. beim
Verdau der Substrate Kollagen | (a-1 und a-2), Kollagen Il (a-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‘; (durch blaue Linie gekennzeichnet).

Rest  Substrat Haufigkeit des Vorkommens der Aminsdurereste (%)

P, P, P, P, P, P, P, P,

a-1(1) 10 17 21 5 14 17 12 5

Ala a-2(1) 0 11 23 8 8 11 6 11
a-1(11) 10 35 30 0 0 15 0 25

TE 27 41 40 39 26 30 42 35

a-1(1) 50 26 21 55 26 17 50 29

Gly a-2(1) 66 15 21 64 13 26 62 17
o-1(111) 80 15 5 80 15 5 80 25

TE 27 15 32 33 7 34 24 21

a-1(1) 0 2 0 0 21 5 0 0

a-2(1) 4 2 8 0 36 11 4 8

teuflle 101 0 0 5 0 45 10 0 10
TE 7 7 8 2 22 5 5 10

a-1(1) 17 45 12 2 2 7 17 33

a-2(1) 11 51 9 2 0 8 11 34

Pro/Hyp a0 10 45 25 0 15 15 20 10
TE 8 24 2 4 5 2 5 8

In zwei weiteren Arbeiten haben wir unter Nutzung des rekombinant hergestellten 16sli-
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 kdnnen bei der an-
schlieBenden Peptididentifikation insgesamt hohe Sequenzabdeckungen erzielt werden.
Auf diese Weise lassen sich detaillierte Rlickschliisse zum Spaltverhalten der eingesetzten
Enzyme ziehen. MMP-12 hatte, gemessen an den identifizierten Peptiden, die hochste Ak-

tivitdt der drei Proteasen. Dies ist in Ubereinstimmung mit friiheren Studien zu nativem

fBei Xxx und Yyy kann es sich um beliebige Aminosaurereste handeln; besonders haufig befinden sich dort

jedoch Prolin- (Xxx) und Hydroxyprolinreste (Yyy).
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Elastin (Shapiro und Senior, 1998). Der Vergleich der MMPs zeigte, dass alle drei Proteasen

in ahnlicher Weise hydrophobe und aliphatische Aminosaurereste in P‘;-Position tolerieren
und im Falle der MMP-7 eine hohe Praferenz fiir Leu in dieser Position aufweisen. MMP-12
hatte wiederum die insgesamt hochste Toleranz fiir sperrige geladene und aliphatische
Aminosadurereste. Erganzend zu bereits beschriebenen akzeptierten Aminosaureresten in
P‘1 fanden wir insbesondere fir MMP-12 und MMP-9 haufig auch Lys-Reste in dieser Posi-
tion. Anhand eines ausgewahlten Hexapeptids konnten wir mittels molekularer Modellie-
rung zeigen, dass beide Enzyme Lys in P‘1 akzeptieren. Zudem zeigte sich anhand zahlrei-

cher Peptide fiir alle drei MMPs die bereits zuvor beobachtete Praferenz fur Pro in Ps.

Gly179
Iy}?

.
Leu 154 P’

Ala182

Abb. 14: Interaktion des natiirlichen Substrats LPYGYGPG (Aminosaurereste 226 bis 233 aus Tropo-
elastin Isoform 2) mit dem aktiven Zentrum der Makrophagenelastase (MMP-12). Die Molekiilober-
flache der Bindungstasche ist entsprechend ihres elektrostatischen Potenzials farblich hervorgeho-
ben (rot fiir negatives und blau fur positives Potenzial). Die Wasserstoffbriickenbindungen 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 Peptidriickrat aufgrund des Pro-Restes in Pz in eine gekriimmte Konformation

gezwungen wird, die die Bindung an das aktive Zentrum beglnstigt (#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-
wahlten, Elastokine enthaltenden Bereichen der Domane 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 Aktivitat 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). Fiir alle untersuchten

Peptide konnte eine hohe biologische Aktivitat 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 Domanen 14 bis 24 vergleichsweise wenig
Schnittstellen nachgewiesen wurden. Dies liegt vermutlich an einer schlechten sterischen

Zuganglichkeit der MMPs fiir diese Molekdlregionen.

2.4.2 Serinproteasen

(A6 Heinz et al., 2012; A7 Schmelzer et al., 2012)
Zu den Serinproteasen, die Elastin abbauen kénnen, gehéren 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 gehoren zur Familie der Chymotrypsine, die durch das Vorhandensein einer
katalytischen Triade, bestehend aus His57, Asp102 und Ser195, gekennzeichnet ist8. Die
NSPs weisen in ihren biochemischen Wirkungen ein hohes MaR an Ubereinstimmung auf,
unterscheiden sich aber in ihren Substratspezifitdten. NSPs nehmen wichtige Funktionen
bei einer Vielzahl physiologischer Prozesse ein. Zu ihnen gehéren die Abwehr von Infektio-
nen, der Abbau von Bestandteilen der EZM im Verlaufe von Entziindungsprozessen, der

Gewebeumbau, die Wundheilung, Koagulation und Fibrinolyse. Dartiber hinaus sind NSPs

& Die Nummerierung entsprechend der Aminosduresequenz Chymotrypsins.
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wichtige Regulatoren der angeborenen Immunantwort, indem sie die zelluldre Signalliber-
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 Entziindungsprozesse freigesetzt werden. Alle drei NSPs hydrolysieren
verschiedene Proteine der EZM sowie Plasmaproteine und sind dariiber 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 extrazellularer Makromolekiile wie Elastin, Kollagene, Fib-
ronektin und Laminine. AuRerdem baut sie Plasmaproteine wie Immunglobuline oder Tu-

mornekrosefaktor-a ab (Owen und Campbell, 1999). CatG weist eine 37 %ige Sequenzho-

mologie mit HLE auf und spaltet eine Vielzahl von Substraten, darunter Elastin, Typ-I1V-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
(Frih et al., 1996).

Obwohl NSPs eine Vielzahl physiologischer Funktionen besitzen, kann eine aus dem

Gleichgewicht geratene Aktivitat auch zu Gewebeschaden fiihren und Entziindungsreakti-
onen verstarken, z. B. durch die Erhéhung der Expression von Wachstumsfaktoren, Chemo-

kinen und Zytokinen (Moraes et al., 2003). NSPs werden mit verschiedenen Entziindungs-

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 Schadigung der alveolaren
Strukturen und dies kann die Bildung von Lungenédemen 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 |6slichen Vorlaufer als auch reifes Elastin ein. Neben der Identi-
fizierung der Spaltstellen galt es, strukturelle Erklarungen fiir die Praferenzen der Enzyme

zu finden und die Freisetzung von Elastokinen zu untersuchen (#Heinz et al., 2012).

Die wichtigste Interaktion fir die Spaltung durch NSPs ist jene zwischen P; und Si. Die
aus Massenspektrometriedaten erhaltenen Peptidsequenzen zeigten, dass HLE und PR3

besonders kleine aliphatische und/oder hydrophobe Aminosaurereste wie Ala, Val, Gly in
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P1 bevorzugen. Die Spaltung an anderen, insbesondere sperrigen Aminosaureresten spielt
dagegen kaum eine Rolle. Im Gegensatz dazu wurden fir CatG besonders die geladene
Aminosaure Lys, aber auch aliphatische Aminosaurereste wie Ala, Leu und Val und sogar
sperrige Aminosadurereste wie Phe oder Tyr in P1 nachgewiesen. Der Vergleich der Ergeb-
nisse beider Substrate zeigte eine hohe Ubereinstimmung. Die Hauptunterschiede lagen
hier bei den Spaltungen durch CatG, da es im Falle des unléslichen 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 schlissig. Diese zeigen insgesamt vergleichbare
Geometrien der Si-Taschen, die jedoch leicht in GroRe, Flexibilitat, Polaritat und Anordnun-
gen der Bindungen zwischen den Aminosaureresten variieren (Bode et al., 1989; Fujinaga

et al., 1996; Hof et al., 1996). HLE und PR3 weisen halbkugelférmige Bindungsstellen mit

hydrophobem Charakter auf, die Aminosdurereste mit zwei oder drei Kohlenstoffseiten-
ketten in der Si-Tasche aufnehmen kdénnen. Im Vergleich zur HLE ist die Bindungsstelle der
PR3 dabei geringfiigig polarer und in der GroRe starker beschrankend, da insbesondere ihre

Si-Tasche kleiner ausgepragt ist (Fujinaga et al., 1996). Die Bindungsstelle der CatG ist hin-

gegen volumindser und flexibler und kann groRe aliphatische sowie hydrophobe aromati-

sche und basische Aminosaurereste in der Si:-Tasche aufnehmen (Hof et al., 1996).

Hinsichtlich der bevorzugten Aminosduren in P‘1-P‘4 und P»-P4 zeigten sich starke Ahn-
lichkeiten zwischen den drei NSPs. Sowohl fiir Tropoelastin als auch fir Elastin wurden in
P‘1-P‘4 und P2-P4 fiir alle drei Enzyme vorwiegend die Aminosaurereste Ala, Gly, Val und Pro
gefunden, die besonders haufig in Tropoelastin vorkommen und ca. 80 % der Sequenz aus-
machen. Auffallig war jedoch eine Praferenz fiir Pro in P, und P‘s. Flir HLE wurde gezeigt,
dass die S;-Tasche hydrophob ist und mittelgrofRe hydrophobe Reste wie Pro toleriert, wo-

bei der Pyrrolidinring die S;-Tasche vollstandig ausfillt (Bode et al., 1989). Vermutlich in-

duziert der Pro-Rest eine konformative Schleife, die wiederum die optimale Interaktion mit

der Spalte des aktiven Zentrums ermoglicht (Hof et al., 1996; Réhault et al., 1999). Insge-

samt lasst sich zusammenfassen, dass es zwar Praferenzen der Subsites flir bestimmte Ami-
nosaurereste aufgrund von Unterschieden in Polaritat und GréRe 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
moglicher Elastokine wurden wiederum zehn Peptide ausgewahlt, synthetisiert und hin-
sichtlich ihrer Aktivitat getestet. Hierbei machten wir es uns zunutze, dass einerseits die

Elastinolyse die Kollagenolyse férdert und andererseits Fibroblasten fiir die Kollagenolyse
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von groRer Bedeutung sind, da sie grole Mengen der interstitiellen Kollagenase MMP-1

sezernieren konnen (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. Fiir 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 hohere Aktivitat als kurzkettige Peptide, die das Motiv nur einmal aufwiesen. Es ge-
lang uns zudem, drei neue Motive zu identifizieren, fir die zuvor keine Aktivitat 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-

rillarem 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 zeitabhangigen Hydrolyse. Hierbei
zeigte sich fur TE, dass fir beide Enzyme bei vergleichsweise niedrigen Enzymkonzentrati-
onen bereits nach einer Minute kein intaktes Protein mehr nachweisbar war. Uber einen
Zeitraum von zehn Stunden wurden dann die anfangs bis etwa 17 kDa grofRen Peptide wei-
ter gespalten, bis nur noch Peptide kleiner 5 kDa vorhanden waren. Anhand dieser Unter-
suchungen lieBen sich sehr gut die besonders fiir Spaltungen praferierten Peptidbindungen
identifizieren.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass die HLE selbst bei sehr hohen, nicht physiologischen
Konzentrationen intaktes, reifes Elastin nicht abbauen kann. Dies ist (iberraschend, da die
Schadigung Elastins durch die HLE in der Fachliteratur haufig als maRgeblich im Zusammen-

hang mit verschiedenen pathologischen Zustanden 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
zerkllftete Struktur auf, wie anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen
deutlich wurde. Im Gegensatz zu dem fibrillar vorliegenden Elastin lieB sich das Starcher-
Elastin durch die HLE leicht abbauen. Von noch gréRerer Bedeutung ist jedoch, dass sich
ein direkter Zusammenhang zwischen dem biologischen Alter des Spendergewebes mit der
Stabilitat des isolierten Elastins nachweisen lieR. Schaden, die, wie im vorherigen Kapitel
erlautert, im Laufe des Lebens entstehen, machten das Material angreifbar fir Proteasen.

Dies deutet darauf hin, dass elastische Fasern mit zunehmendem Alter ihre Widerstands-
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fahigkeit gegenliber Proteasen verlieren. Dies ist vermutlich eine Erklarung fir den be-
schleunigten Zerfall elastischer Fasern mit zunehmendem Alter und dem damit einherge-
henden Funktionsverlust.

Insgesamt erscheint es unmoglich, 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 geschadigte 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 umschlieRen. Alle diese Erkenntnisse legen nahe, dass
die Protease dennoch an der fortschreitenden Schadigung des elastischen Fasernetzwerks
beteiligt ist. Von besonderer Bedeutung ist zudem die Erkenntnis, dass CatG im Gegensatz
zu HLE intaktes fibrillares Hautelastin unter identischen Bedingungen hydrolysiert. Die Pro-
tease wird in groBen Mengen in Neutrophilen gespeichert, weshalb ihre Abgabe in den ext-
razellularen Raum wahrend der Phagozytose und des Turnovers der neutrophilen Gra-
nulozyten eine direkte Schadigung des elastischen Fasernetzwerks verursachen konnte.
Dies wiederum wirde die Stabilitat Elastins herabsetzen und es fiir weitere Proteasen an-
greifbar machen.

Werb et al. definierten den Begriff Elastase als , Protease, die in der Lage ist, ohne wei-

tere Beteiligung unlésliche Elastinfasern zu solubilisieren und abzubauen” (Werb et al.

1982)". Nach dieser Definition muss man in Anbetracht unserer Ergebnisse schlussfolgern,
dass es sich bei der HLE nicht um eine Elastase handelt. Fiir eine bessere Einordnung der
unterschiedlichen Proteasen in Bezug auf ihre elastinolytische Aktivitat schlage ich die Ein-
fliihrung 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). Wahrend es sich bei echten Elastasen um
Proteasen handelt, die intaktes fibrillares Elastin unter physiologischen Bedingungen ab-
bauen kdnnen, vermogen Pseudoelastasen Elastin nur im denaturierten bzw. partiell hyd-
rolysierten Zustand zu spalten.

Die Fahigkeit von Enzymen elastische Fasern zu schadigen bzw. Elastin zu hydrolysieren,
wurde in der Vergangenheit fast ausschlieBlich 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 Integritdt hin erneut zu

Uberprifen, um das tatschliche elastinolytische Potenzial besser bewerten zu kénnen.

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 Aminosduren Cystein und Histidin bestehende ka-
talytische Diade gemein. Eine wichtige Unterfamilie bilden die Papain-dhnlichen 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 Sduge-
tiere sind die Proteasen auch als thiolabhangige Cysteincathepsine (CCs) bekannt. Fiir den
Menschen wurden elf CCs identifiziert, bei denen es sich um lysosomale Proteasen handelt

(Lecaille et al., 2002), die wichtige Funktionen beim intrazelluldren Proteinabbau und der

MHC ll-vermittelten Immunantwort Gbernehmen. 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; Vizovisek et al., 2019).

Ihre dysregulierte und erhdhte Aktivitat in der EZM ist kennzeichnend fiir zahlreiche Krank-
heiten, darunter verschiedene entziindliche Erkrankungen, mehrere Krebserkrankungen,

rheumatoide Arthritis sowie Knochen- und Herzerkrankungen (Vizovisek et al., 2019). Zu

den Elastin hydrolysierenden CCs werden die Cathepsine K, L, S und V gezahlt. Deren elas-
tinolytische Potenziale liegen dabei teilweise deutlich tGber denen relevanter MMPs und
einiger NSPs (Yasuda et al., 2004).

Gemeinsam mit einer Arbeitsgruppe aus British Columbia (Kanada) untersuchten wir die
altersabhangige Expression der Cathepsine K (CatK), S (CatS) und V (CatV) in der Haut sowie
ihren Einfluss auf die Integritat 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 Ubereinstimmung zu einer
friheren Arbeit, in der gezeigt wurde, dass sich der Elastingehalt im Laufe des Lebens un-

gefahr halbiert (Seite et al., 2006). Altersabhangige Einfllisse auf das Netzwerk der Elastin-

fasern zeigten sich zudem sehr deutlich bei morphologischen Untersuchungen mittels
Elektronenmikroskopie. Das biologisch jlingere Elastin wies ein dichtes Netz diinner Fasern
auf, wohingegen das Netzwerk des alteren Elastins pordser und durch Aggregation diinne-
rer Fasern gekennzeichnet war. Die immunhistochemische Analyse zeigte mit zunehmen-
dem Alter abnehmende Expressionsraten fiir CatK, CatS und CatV in Epidermis und Dermis.

Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer friiheren Studie (Sage et al., 2014)

und lasst sich mit einer reduzierten Zellularitat der Cathepsine exprimierenden Zellen in
der gealterten Haut erklaren.

Der mit dem Alter korrelierende Verlust von Elastin und Kollagen trat vor allem in den
papillaren und oberen retikularen Hautschichten auf. Das sind die Bereiche, die den CC-
reichen Epidermalschichten Stratum spinosum und Stratum basale am nachsten liegen. Der
genaue Mechanismus der Beteiligung von CCs am Matrixabbau an diesen Stellen ist noch
immer unklar. Wahrend ein moéglicher Mechanismus die Phagocytose von Elastin- und Kol-

lagenfasern (Riinger 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
Schadigung elastischer Fasern beitragen.

Die Schaden an den Elastinfasern konnten fiir die drei Altersgruppen eindrucksvoll an-
hand elektronenmikroskopischer Untersuchungen visualisiert (sieche Abb. 15 beispielhaft
fur eine Altersgruppe) und mittels DES/IDES-Bestimmungen auch quantifiziert werden. Da-
bei zeigte sich mit steigendem Alter der Probanden fiir 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 Domanen spalteten. Es konnte eine detaillierte Spaltstellenana-
lyse durchgefiihrt werden. Die Daten zeigten zudem eine unterschiedliche Zuganglichkeit
des reifen Elastins durch die drei CCs. Wahrend bei der Inkubation von Hautelastin mit CatK
und CatV eine vergleichbare Anzahl von Spaltprodukten unterschiedlicher Lange unabhan-
gig vom Alter des Hautelastins freigegeben wurden, erzeugte CatS langere Peptide und dies

insbesondere bei dem Elastin adlterer Probanden. Dies konnte darauf hinweisen, dass die
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Proteasen unterschiedliche Exosites' fur die Bindung an Elastin verwenden. Im Gegensatz
dazu sind die Spezifitaten der Subsites aller drei CCs sehr dhnlich. Eine mégliche Erklarung
dafir ist, dass die Spezifitaten der aktiven Zentren weniger entscheidend fiir die Lange der

freigesetzten Peptide sind als ihre Exosites.

Kontrolle CatK CatS CatV

Sy LN 5 Y.

Abb. 15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von humanem Hautelastin eines 30jahrigen

Probanden nach zehnstiindiger Inkubation mit den Cathepsinen K, S und V (Skala=5 pum).

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
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der biomechanischen Analysen der teilweise hyd-
rolysierten bovinen Elastinfasern. Auch hier zeigte sich anhand der bestimmten Parameter
Bruchspannung, Bruchdehnung und Elastizitatsmodul fur CatV der starkste Einfluss auf die
Abnahme der mechanischen Stabilitdt. So verringerte sich beispielsweise der elastische
Modul bei einer sechsstlindigen Inkubation mit 1 uM CatV von 1,1 MPa auf 0,3 MPa. Es
konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Elastinolyse durch die Verwendung eines
ektosterischen Inhibitors effizient gechemmt werden kann. Dartiber hinaus fiihrte der Ab-
bau von Elastinfasern zur Freisetzung bioaktiver Peptide, die in unserer Studie identifiziert
wurden und die in anderen Arbeiten, wie zuvor erwdhnt, mit verschiedenen Erkrankungen
in Verbindung gebracht wurden. Die untersuchten Cathepsine sind aggressive, elastinab-
bauende Enzyme und in der Lage, Elastinfasern in ihrer Stabilitdt zu beeintrachtigen und
dabei eine Vielzahl von Elastokinen zu erzeugen. Sie stellen wichtige Zielmolekiile dar, um
Strategien zur Verringerung von EZM-Schaden im Rahmen von Alterungsprozessen und Er-

krankungen zu entwickeln.

"Eine Exosite ist eine sekundire, 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 Schadigung des abundanten und mit einzigartigen
Eigenschaften ausgestatteten Strukturproteins Elastin. Als Hauptkomponente elastischer
Fasern tragt es erheblich zur strukturellen Integritdt und Biomechanik dynamischer Ge-
webe von Vertebraten bei. Beispielsweise waren der geschlossene Blutkreislauf und die
mechanische Funktion der Lungen ohne Elastin nicht méglich und folglich hat das Erschei-
nen dieses Proteins ganz wesentlich zum evolutionaren Erfolg der Wirbeltiere beigetragen.

Die auRergewohnlichen 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 ermoglichten in den vergangenen Jahren Untersuchungen, die das Wissen Uber die
Genexpression und Synthese der monomeren Form Tropoelastin sowie dessen Assemblie-
rung zu reifem Elastin deutlich erweitert haben.

Unsere Arbeiten zur Elastogenese schliefen hier an und geben neue Einblicke in die fiir
die Funktion vertebraler Gewebe essenziellen posttranslationalen Modifikationen Elastins.
Hierflr entwickelten wir mehrere Workflows, die auf unterschiedlichen biochemischen
Methoden, analytischen Techniken sowie neuartigen Softwarealgorithmen basieren. Sie
gestatteten die Identifizierung einer groBen Anzahl nativer bi- und tetrafunktionaler Quer-
vernetzungen, die einen detaillierten Einblick in die molekulare Komplexitat des fir 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 duRerst 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 fiir Elastin einzigartigen Quervernet-
zungen inklusive Desmosin zu induzieren. Unsere Erkenntnisse deuten insgesamt darauf
hin, dass LOXL2 neben LOX und LOXL1 eine unterstiitzende Rolle bei der Elastogenese
spielt. Die Aminoxidase ermoglicht zudem ex vivo die biomimetische Erzeugung von elas-
tindhnlichen Biomaterialien mit entsprechenden gilinstigen Eigenschaften, ohne dabei die
Nachteile der fir zellbasierte Ansdtze problematische Toxizitat klassischer chemischer

Quervernetzer aufzuweisen. Das von uns erzeugte kinstliche Elastin weist in Hinsicht auf
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die proteolytische Stabilitat und die mechanischen Eigenschaften groRe Ahnlichkeit mit na-
tivem Elastin auf.

Eine weitere, im Rahmen der Elastogenese stattfindende, posttranslationale Modifika-
tion ist die Prolylhydroxylierung, die wir flir mehrere Gewebe unterschiedlicher Spezies de-
tailliert untersuchten. Daflir wurde die Modifikation an ausgewahlten Aminosaureresten
qguantifiziert. Wir konnten auf diese Weise einen klaren Zusammenhang zwischen dem
Grad der Modifikation ausgewahlter Reste und der jeweiligen Gewebeart zeigen. Obgleich
die genaue Bedeutung dieser Modifikation fiir 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, Funktionalitdt und Morphologie elastischer Fasern ist trotz der Langlebigkeit
Elastins von irreversiblen Veranderungen gepragt, die sich auch unter nicht pathologischen
Bedingungen langfristig auf die Leistungsfahigkeit von Organen negativ auswirken. Die
schwerwiegendsten Schadigungen Elastins werden hochstwahrscheinlich durch extrazellu-
lar vorkommende Proteasen hervorgerufen. Der Abbau Elastins bzw. seines Vorlaufers
wurde fir nach derzeitigem Kenntnisstand alle relevanten Proteasen aus den Familien der
Matrix-Metallo-, Serin- und Cysteinproteasen hinsichtlich Spaltspezifitaiten 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 vollstandiges Bild von der Bildung und dem Zerfall elastischer Fasernetzwerke zu
erhalten, miissen noch viele offene Fragen beantwortet werden. Obwohl mittlerweile zahl-
reiche Molekiile, die direkt oder indirekt an der Elastogenese beteiligt sind, identifiziert
wurden, ist teilweise nur wenig Uber ihre genaue Rolle und die zugrundeliegenden mole-
kularen Mechanismen bekannt. Zukiinftig 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 Verdanderungen des Elastinmonomers, die durch alternatives SpleiRen
und verschiedene Modifikationen hervorgerufen werden, miissen hinsichtlich Ihrer Aus-
wirkungen auf die Bildung und Eigenschaften des Biopolymers eingehend untersucht wer-

den.
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