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REFERAT

Zielsetzung: Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Substrat- und
Spaltspezifitit einer insulinspaltenden Membranprotease von Pseudomonas aeruginosa (Imelysin,
ICMP) und einer caseinspaltenden Membranprotease (Camelysin, CCMP) von Bacillus cereus, um
daraus Aussagen iiber ihren moglichen Einfluss auf die Pathogenitit ableiten zu kdnnen.

Methoden: Die Spaltstiicke beim Abbau der Insulin A- und B-Kette durch die beiden Enzyme
wurden durch Trennung mittels HPLC und massenspektrometrischer Untersuchungen identifiziert.
Die Spaltung chromogener und fluorogener Substrate wurde untersucht. Weiterhin wurde die
Wirkung der Proteasen auf zahlreiche Proteine getestet und mittels SDS-Gelelektrophorese sichtbar
gemacht.

Ergebnisse: Fiir die ICMP wurden in der Insulin B-Kette zwei primire und zwei sekundire
Spaltstellen gefunden, bei denen sich groe Aminosduren mit aromatischen (Tyr, His, Phe) oder
sauren Seitenketten (Glu) in der P;-Position und hydrophobe Aminosduren mit aliphatischen
Seitenketten, mit Ausnahme des Tyrosin in einer der sekundiren Spaltstellen, in der P, -Position
befinden. Von den getesteten p-Nitroanilid-Substraten wurden Substrate von Thrombin, Faktor Xa,
Plasmin und Plasminogenaktivator gespalten. Von den getesteten fluorogenen Substraten wurde das
Thrombinsubstrat mit der hochsten Aktivitit gespalten. Die ICMP besitzt proteolytische Aktivitit
gegeniiber Aktin, Casein, Globin und Laktoferrin. Auferdem fand sich fibrinogenolytische
Aktivitdt mit einem spezifischen Abbau der o-und B-Ketten von Fibrinogen durch die ICMP.

Die CCMP spaltet die Insulin A- und B-Kette. Es fanden sich jeweils vier Spaltstellen, wobei
bevorzugt Peptidbindungen zwischen zwei aliphatischen Aminosduren oder zwischen zwei
Aminosduren mit einer hydrophilen Seitenkette (-OH, -SH, -CONH,) oder Peptidbindungen
zwischen je einer Aminosdure dieser beiden Gruppen gespalten werden. Bei den getesteten
fluorogenen Substraten besitzt die CCMP hohe Aktivitdt gegeniiber den Substraten der
Matrixmetalloproteasen 2 und 7. Die CCMP fiihrt zu einem Abbau von Aktin, o-Antitrypsin, O,-
Antiplasmin, humanem Serumalbumin, Globin, Kollagen Typ I und Lactoferrin. Sie zeigte
auBerdem fibrinogenolytische und fibrinolytische Aktivitit. Mit Plasminogen und Antithrombin III
kommt es zur Bildung von unter SDS stabilen Komplexen.

Folgerungen: Als Membranprotease mit fibrinogenolytischer Aktivitit konnte die ICMP als
Pathogenititsfaktor von Pseudomonas aeruginosa eine Rolle spielen. Fiir die CCMP ist aufgrund
ihrer Substratspezifitit und Interaktionen mit Proteinen des Blutgerinnungs- und fibrinolytischen
Systems, der Extrazelluldrsubstanz und Proteaseinhibitorsystemen eine Bedeutung bei Pathogenitit

und Ausbreitung von Bacillus cereus anzunehmen.

DroBler, Katharina: Untersuchungen zur Substrat- und Spaltspezifitdt einer insulinspaltenden
Membranprotease (ICMP, Imelysin) von Pseudomonas aeruginosa und einer caseinspaltenden
Membranprotease (CCMP, Camelysin) von Bacillus cereus.
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1 Einleitung

1.1 Proteasen

Proteasen sind als eiweiB3spaltende Enzyme ein wesentlicher Bestandteil des Proteinstoffwechsels.
Sie sind in jeder lebenden Zelle enthalten und dort in verschiedenen Zellkompartimenten lokalisiert.
Man findet proteolytische Enzyme im Zytoplasma, in den Lysosomen, im endoplasmatischen
Retikulum, in Transportvesikeln, als Membranproteine in der Zellmembran verankert oder in
extrazelluldren Fliissigkeiten. Sie sind essentielle Bestandteile aller Funktionssysteme von Zellen,
Zellverbidnden und Organismen aufgrund ihrer Schliisselstellung im Stoffwechsel der Proteine,
welche ubiquitidr vorkommende Grundbausteine und Funktionsbestandteile des Lebens sind.

Die Vielfalt innerhalb dieser Enzymgruppe ist sowohl in Bezug auf den Aufbau der Molekiile als
auch hinsichtlich ihrer Funktionen enorm. Die MolekiilgréBe variiert zwischen 20.000 und 800.000
Da. Es gibt kleine monomere Proteasen wie z.B. die lysosomalen Proteasen und viele sekretierte
bakterielle Proteasen. Andere Enzyme sind aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzte Oli-

gomere [1].

1.1.1 Einteilung von Proteasen

Bei der Klassifikation von Proteasen stoflt man wegen ihrer groen Vielfalt auf Schwierigkeiten.
Die allgemein verbindliche Einteilung legt den katalytischen Mechanismus zugrunde. In dieser
Nomenklatur des Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Mo-
lecular Biology (NC-IUBMB) sind unter 3.4. Enzyme mit der Beschreibung ,,Acting on Peptide
Bonds (Peptidases) zusammengefasst. Eine umfassende Darstellung aller bekannten Proteasen
enthilt das ,,Handbook of Proteolytic Enzyms®, das die Grundlage fiir das Arbeiten mit Proteasen
bildet [2] und verbindlich fiir die Zuordnung der Proteasen zu den verschiedenen Protease-Familien
ist.

Je nach Angriffspunkt des Enzyms unterscheidet man Exopeptidasen (EC 3.4.11.19), die von den
Enden des Proteins her spalten, und Endopeptidasen (EC 3.4.21.24 und 3.4.99), die im Inneren des
Proteins spalten. Die Exopeptidasen unterteilt man weiterhin in Aminopeptidasen, die ein Protein
bzw. Peptid vom freien N-Terminus her abbauen, und Carboxypeptidasen, welche den Abbau am
Carboxyende beginnen. Die Endopeptidasen werden entsprechend der Art der katalytisch aktiven
Aminosédure-Reste bzw. Metallionen in ihrem aktiven Zentrum in verschiedene Untergruppen (s.

Tab. 1) eingeteilt. Eine weitere Unterteilung erfolgt in Clans und Familien [3].

Tab. 1 Klassifikation der Endopeptidasen und typische Vertreter

Untergruppe Typische Vertreter

Serinendopeptidasen (EC 3.4.21) Thrombin, Plasmin, Trypsin, Subtilisin
Cysteinendopeptidasen (EC 3.4.22) Cathepsin B, Papain

Aspartatendopeptidasen (EC 3.4.23) Pepsin, Cathepsin D

Metalloendopeptidasen (EC 3.4.24) Kollagenase, Thermolysin, Matrixmetalloproteasen




Manche Endopeptidasen konnten bisher keiner der oben genannten Gruppen zugeordnet werden.
Diese sind unter dem Begriff ,,Peptidasen mit unbekanntem katalytischen Mechanismus* (EC
3.4.99) zusammengefasst. Die Zuordnung zu einer bestimmten Klasse von Endopeptidasen erfolgt

entsprechend der Wirkung von Proteaseinhibitoren auf die Enzymaktivitét (s. Tab. 2).

Tab. 2 Inhibitoren von Endoproteasen

Untergruppe Typische Inhibitoren

Serinproteinasen Diisopropylfluorphosphat, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
Benzamidinhydrochlorid, = 4-(2-Aminoethyl)-Benzoylsulfonyl-
fluoridhydrochlorid (Pefabloc)

Cysteinproteinasen Iodacetamid, 4-Chlormercuribenzoeséure (p-CMB)
Aspartatproteinasen Pepstatin
Metalloproteinasen Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 1,10-Phenanthrolin

Diese Zuordnung entspechend der Wirkung von Proteaseinhibitoren muss nach Ermittlung der
Gensequenzen durch Mutation der potentiell am aktiven Zentrum beteiligten Aminosdurereste

abgesichert werden.

1.1.2 Substrat- und Spaltspezifitit von Proteasen

Die Begriffe Substrat- und Spaltspezifitit werden in wissenschaftlichen Darstellungen nicht scharf
voneinander getrennt. In der englischsprachigen Literatur wird iiberwiegend der Begriff Sub-
stratspezifitdt (substrate specificity) verwendet. Unter Substratspezifitit versteht man die Eigen-
schaft eines Enzyms, die Reaktion eines bestimmten Substrates bzw. einer bestimmten Substrat-
gruppe zu katalysieren. Die Anforderungen einer Protease an die spaltbare Peptidbindung kdnnen
sehr unterschiedlich sein. Die Bezeichnung der Spaltstelle und der angrenzenden Aminosiduren
eines Substrats erfolgt nach der Definition, die Schechter und Berger bei der Beschreibung der
Substratspezifitit von Papain 1967 benutzt haben [4]. Hiernach werden die Aminosdurereste, die
von der Spaltstelle in Richtung des N-Terminus liegen, mit P1, P2, P3 usw. bezeichnet, die in
Richtung des C-Terminus mit P1°, P2°, P3’ usw.

Die Substratspezifitit einer Protease wird im Wesentlichen vom Aufbau des aktiven Zentrums
(active site), das von einer oder mehreren Seiten von bestimmten Aminosduren begrenzt wird
(subsites), und damit von ihrer Primir-, Sekundir- und Tertidrstruktur bestimmt. Die an das kataly-
tische Zentrum angrenzenden Aminosduren (subsites) werden ausgehend vom Kkatalytischen Zent-
rum mit S1, S2, S3 usw. in Richtung N-Terminus und mit S1°, S2’, S3’ usw. in Richtung C-
Terminus bezeichnet. Bei den Serinproteasen wird das aktive Zentrum durch die Aminosiduren Asp,
Ser und His gebildet [5]. Nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip passen bestimmte Substrate in das
aktive Zentrum einer Protease. Substratspezifitit oder auch Spaltspezifitit meint auch die Vorraus-
setzungen, die das Substrat erfiillen muss, damit eine Reaktion durch eine bestimmte Protease
katalysiert wird. Im einfachsten Fall richtet sich die Substrat- oder Spaltspezifitit bei Serinprotea-

sen nach der Aminoséure, die N-terminal von der Spaltstelle im Substrat liegt. Bei Trypsin sind dies



Lysin oder Arginin, bei Chymotrypsin Aminosiduren mit unpolaren Seitenketten (z.B. Phenylalanin,
Tyrosin, Tryptophan) und bei der Elastase Aminosduren mit einer kurzen ungeladenen Seitenkette.
In der vorliegenden Arbeit wird als Spaltspezifitit die Spaltung von Peptidbindungen in den Mo-
dellpeptiden Insulin A- und B-Kette durch die beiden untersuchten Proteasen bezeichnet. Aus den
so erhaltenen Ergebnissen abgeleitete Versuche mit verschiedenen Substraten dienten zur Bestim-

mung der Substratspezifitit.

1.1.3 Sekretion und Funktion von Proteasen

Man unterscheidet sowohl in eukaryontischen als auch in prokaryontischen Organismen entspre-
chend ihrer Lokalisierung intrazellulidre Proteasen, extrazelluldre Proteasen und Membranproteasen.
Intrazelluldre Proteasen entfalten ihre Wirkung im Inneren der Zelle. Extrazellulidre Proteasen
haben ihren Wirkungsort auf3erhalb der Zelle und werden, ebenso wie andere Sekretproteine, in den
meisten Fillen mit einem Signalpeptid synthetisiert, das entsprechend dem typischen Signalpeptid-
Erkennungsmechanismus bei der Translokation an die Membran gebunden wird. Die Sekretion von
Proteasen erfolgt iiber die fiir die Sekretion von Proteinen zur Verfiigung stehenden Mechanismen
und zeigt bei grampositiven und bei gramnegativen Bakterien Gemeinsamkeiten hinsichtlich der
Hauptkomponenten beim Transport durch die Zytoplasmamembran (Sec-System). Jedoch bestehen
auch Unterschiede, die aus dem verschiedenen Aufbau der Zellhiillen resultieren. Sekretproteine
grampositiver Bakterien miissen lediglich die Zytoplasmamembran iliberwinden und werden dann,
nachdem sie die Zellwand passiert haben, in die Umgebung abgegeben. Die Proteine werden als
Vorstufen mit einem N-terminalen Signalpepid in ungefaltetem Zustand synthetisiert. Chaperone
verhindern eine vorzeitige Faltung der Proteine. Eine Passage der Zytoplasmamembran in gefalte-
tem Zustand ist nicht moglich. Vermittelt durch das Signalpeptid erfolgt eine Bindung des Proteins
an das Translokationssystem in der Zytoplasmamembran. Das Signalpeptid wird wéhrend oder
unmittelbar nach dem Transport durch die Membran durch Signalpeptidasen abgespalten. Danach
erhilt das Protein durch Faltung seine biologisch aktive Form und wird durch die Zellwand trans-
portiert [6].

Bei gramnegativen Bakterien muss aulerdem ein Transport durch die duflere Bakterienmembran
erfolgen. Hierfiir sind sechs verschiedene Mechanismen bekannt, wovon sich vier unmittelbar an
das Sec-System anschlieBen. Die Systeme zeigen eine Bandbreite von einem Ein-Komponenten-
System bis zu hochkomplexen Mehrkomponentensystemen und sollen im Folgenden kurz be-
schrieben werden. Beim Autotransporter-System erfolgt die Translokation durch die duflere Bakte-
rienmembran durch eine von der C-Domine des Proteins gebildete Pore autokatalytisch unter
Beteiligung der im Protein enthaltenen proteolytischen Aktivitidt. Das Chaperon/Usher-System
bendtigt ein periplasmatisches Chaperon, das an die einzelnen Untereinheiten des Proteins bindet,
und eine Pore (usher=Pfortner) in der duleren Membran. Die Typ I-Sekretion erfolgt unabhéngig
vom Sec-System. Hierbei werden Proteine ohne periplasmatisches Zwischenstadium direkt aus
dem Zytoplasma durch die Zellhiillen sekretiert. Der Kanal besteht aus drei Proteinen und erstreckt

sich von der inneren Memran durch das Periplasma und die duflere Membran. An der Typ II-



Sekretion sind 12 bis 16 Proteine beteiligt, die einen Komplex bilden, der in seiner Gesamtheit als
Sekreton bezeichnet wird. Die Mehrzahl der Proteine ist in der inneren Membran verankert. Mit
dem Typ III-Sekretionssystem sind Bakterien in der Lage, Proteine direkt in eukaryontische Wirts-
zellen zu sezernieren. Das Sekretionssystem arbeitet wie das Typ [-System Sec-unabhingig und ist
ein Multiproteinkomplex, der innere Membran, Periplasma und dulere Membran durchzieht und
sich bis in die Zellmembran der Wirtszelle hinein erstrecken kann. Mit Hilfe der Typ IV-Sekretion
konnen Proteine (Sec-abhingig) und DNA (Sec-unabhingig) transportiert werden. Die hierbei
beteiligten VirB-Proteine bilden einen Komplex, der als Transportkanal dient und mit der inneren
und dulleren Bakterienmembran assoziert ist [7].

Membranproteasen besitzen neben einem entsprechenden Signalpeptid zusétzliche hydrophobe
Aminosduresequenzen und werden deshalb nicht durch die Membran hindurchtransportiert, son-
dern integrieren sich in die Membran. Sie konnen in dieser Membranbindung sowohl intrazelluldr
als auch extrazelluldr wirken. Einige wenige Beispiele fiir die Aktivitit dieser Proteasen innerhalb
der Membran, gerichtet gegen Membranproteine, wurden ebenfalls beschrieben [8-11]. Primér- und
Sekundérstruktur einer Protease entscheiden iiber die Integration in die Zellmembran oder den
Transport durch die Membran und Sekretion der Protease. So fithren zum Beispiel Aminosiurese-
quenzen in der Primérstruktur, die eine hydrophobe o-Helix bilden, zu einer Integration in die
Membran. Andere Strukturelemente, die eine Membranbindung ermdglichen, sind die helical
wheel-Struktur, bei der durch die alternierende Folge hydrophober Aminosédurereste in einer o
Helix eine hydrophobe #uBere Teilregion entsteht, sowie B-Faltblattstrukturen, die sich zu so ge-
nannten [-barrel-Strukturen falten konnen, die auBen hydrophob und innen hydrophil sind. Weist
ein Protein keine solche durch Primir- oder Sekundérstruktur gebildeten hydrophoben Regionen
auf, wird es nach Abspaltung eines Signalpeptids und héufig auch einer Proregion in den Extrazel-
luldrraum abgegeben [12-15].

Zu den extrazelluldren Proteasen bei eukaryontischen Organismen gehdren beispielsweise Trypsin
und Chymotrypsin, die im Gastrointestinaltrakt mit der Nahrung aufgenommene Proteine spalten.
Andere extrazellulidre Proteasen sind am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt (z.B. Kolla-
genasen) oder sind Bestandteile der Blutgerinnungskaskade sowie des Komplementsystems. Pro-
teasen kontrollieren die Aktivitit von Enzymen und Hormonen, indem sie einerseits biologisch
aktive Molekiile durch limitierte Proteolyse bilden konnen und andererseits biologisch aktive
Molekiile abbauen und damit inaktivieren konnen. Proteasen sind an Phagozytoseprozessen und
somit an der Immunantwort beteiligt. Sie regulieren Stoffwechselprozesse und stellen aus nicht
mehr bendtigten Proteinen Aminosduren zur Energiegewinnung oder Neusynthese von Proteinen
zur Verfligung.

Die Proteaseaktivitit wird durch verschiedene Mechanismen reguliert. Diese Regulation ist fiir den
Ablauf komplexer biologischer Vorginge unerldsslich, da eine unkontrollierte proteolytische
Aktivitdt zu schweren Stoffwechselstdrungen fiithren kann. Die korrekte Funktion von Proteasen
wird beispielsweise durch Kompartimentbildung gewéhrleistet. Das heifit, Proteasen sind auerhalb

ihrer typischen Lokalisation, z.B. Lysosomen oder Membranen, inaktiv, weil ihre Aktivitdt von



bestimmten duBeren Bedingungen (z.B. pH-Wert, Zusammensetzung des Umgebungsmilieus)
abhingt. Proteaseinhibitorsysteme sind ein weiterer wichtiger Regulationsmechanismus.

Bei Bakterien sind einige der sekretierten Proteasen als Toxine wirksam. Bekannte Beispiele hier-
fiir sind die Clostridientoxine Botulinus-Toxin und Tetanus-Toxin. Diese Metalloproteasen spalten
Synaptobrevin, ein Membranprotein synaptischer Vesikel. Dadurch wird die Neurotransmitterfrei-
setzung gehemmt, und es kommt zu schwerwiegenden Paresen [16]. Weitere Proteasen von ver-
schiedenen Clostridienarten sind ebenfalls hochwirksame Toxine [17].

Wichtige Membranproteasen sind z.B. Signalpeptidasen, die eine Signalsequenz von Sekretprotei-
nen abspalten und diese Signalpeptide abbauen. Eine in ihrer Struktur und Funktion gut untersuchte
Protease in der Auenmembran von Escherichia coli, das Omptin, ist vermutlich an der Pathogeni-
tdt dieser Bakterienart beteiligt und kann Plasminogen zu Plasmin aktivieren [18]. Wahrscheinlich
besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von Omptin und der Pathogenitéit von E. coli
bei Harnwegsinfekten [19]. Homologe Proteasen zu Omptin werden von Yersinia pestis [20] und
Salmonella typhimurium [21] gebildet und tragen entscheidend zur Invasivitit dieser Erreger bei.
Yoshihara et al. fanden heraus, dass das Porin D2 in der dufleren Membran von P. aeruginosa nicht
nur am Peptidtransport beteiligt ist, sondern auch Peptidaseaktivitét besitzt und zu den Serinprotea-
sen gehort [22]. Intrazelluldre Proteasen dienen auch bei Prokaryonten der Regulation von Stoff-
wechselvorgingen und der Bereitstellung von Aminoséduren zur Neusynthese von Proteinen. Bei
sporenbildenden Bakterien sind intrazelluldre Proteasen wesentlich an den Prozessen der Sporen-

keimung beteiligt [23].

1.1.4 Pathogene Wirkungsmechanismen von Bakterienproteasen
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Abb. 1 Pathogenititsmechanismen von Bakterienproteasen, modifiziert nach [24]



Bakterienproteasen konnen ihre pathogene Wirkung direkt entfalten, indem sie im Wirtsorganismus
Proteine des Binde- und Stiitzgewebes abbauen. Von Bedeutung sind in diesem Zusammenhang
auch die Induktion und Aktivierung von Matrixmetalloproteasen (MMPs) durch Bakterienprotea-
sen sowie deren Eingreifen in die Regulationssysteme von MMPs. Eine weitere Schliisselstelle fiir
die Wirkung pathogener Bakterien sind GefdBwénde. Bei den hierbei ablaufenden komplexen
Vorgingen spielen auch Proteasen eine Rolle [25]. Bakterienproteasen kdnnen auflerdem iiber eine

Reihe von Mechanismen in verschiedene Funktionssysteme des Wirtsorganismus eingreifen.

(a) Beeinflussung des Blutgerinnungssystems

Fiir verschiedene Bakterienproteasen konnte nachgewiesen werden, dass sie die Gerinnungskaska-
de durch direkte Aktivierung von Faktor XII (Hagemann-Faktor), Faktor X (Stuart-Prower-Faktor)
und Faktor II (Prothrombin) in Gang setzen und so zur Bildung von Fibrin aus Fibrinogen fiihren
[26]. Die Aktivierung von Faktor XII ist ebenfalls Ausgangspunkt fiir die Aktivierung der kininbil-
denden Kaskade (siehe hierzu unter c). Eine gefiirchtete Komplikation bei Infektionskrankheiten
mit dem Bild einer Sepsis ist die disseminierte intravasale Koagulopathie (disseminated intravascu-
lar coagulation, DIC). Hierbei kommt es zu einer Aktivierung des Blutgerinnungssystems, wobei
Bakterienproteasen vermutlich eine wichtige Rolle spielen [27]. Zu einer Stérung des Gerinnungs-
gleichgewichts kommt es auch indirekt iiber die Inaktivierung von Proteaseinhibitoren wie An-
tithrombin III durch Bakterienproteasen, wodurch es zu erhohten Thrombinkonzentrationen und

vermehrter Thrombenbildung kommt [28].

(b) Beeinflussung des fibrinolytischen Systems

Im fibrinolytischen System wird Plasminogen zu Plasmin aktiviert. Plasmin spaltet mit hoher
Aktivitdt Fibrin. Fine Beeinflussung des fibrinolytischen Systems durch Bakterienproteasen ist
vielfiltig [29] und kann direkt durch die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin oder indirekt
tiber die Aktivierung oder Inaktivierung von Plasmininhibitoren erfolgen. Fiir zahlreiche Bakteri-
enproteasen ist aulerdem eine direkte fibrinolytische Aktivitit beschrieben worden. Durch die
Bindung von Plasminogen an Rezeptoren der Bakterienoberfliche und nachfolgende Aktivierung
durch Bakterienproteasen kann eine rasche Penetration durch fibrinbelegte Oberfldachen erfolgen,
die der Wirtsorganismus bildet, um Infektionsherde einzugrenzen [30]. Das gebundene Plasmin
entzieht sich den physiologischen Regulationsmechanismen [16]. Ferner erhohen die durch Einwir-
kung der plasminogenaktivierenden Bakterienproteasen entstandenen Fibrinspaltprodukte die
GefalBpermeabilitidt und fithren zur Akkumulation von Entziindungszellen [31, 32]. Plasmin ist
auBerdem in der Lage, Proteine der ECM wie Laminin und Fibronektin direkt zu spalten [33, 34],
die Komplementkaskade und die Proformen von Matrixmetalloproteasen zu aktivieren [35]. Aureo-
lysin, eine Metalloprotease von Staphylococcus aureus, die zur Thermolysinfamilie gehort, fiihrt zu
einer Aktivierung des fibrinolytischen Systems [36]. Fiir die extrazelluldre Protease von Bacillus
sp. InhA konnte eine prothrombotische Wirkung durch erhohte Aktivitit des Plasminogenaktivato-

rinhibitors gezeigt werden [37].



(c) Beeinflussung des Bradykininsystems

Eine Entziindung ist klassischerweise gekennzeichnet durch Schmerz, Schwellung, Rétung und
Uberwirmung. An der Entstehung dieser Phiinomene ist Bradykinin, ein endogenes Nanopeptid,
wesentlich beteiligt. Es entsteht am Ende einer Kaskade aus verschiedenen Vorstufen. Bradykinin
fiihrt zu einer Erhohung der GefiBpermeabilitit und so zu Odembildung. Durch eine relaxierende
Wirkung auf glatte Muskulatur kommt es zu Blutdruckabfall und dem klinischen Bild des Schocks.
Die Einwirkung der Bakterienproteasen zur Aktivierung dieses Systems erfolgt auf verschiedenen
Stufen [38, 39]. Dies verdeutlicht Abb. 2.
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Abb. 2 Angriffspunkte bakterieller Proteasen bei der Aktivierung des Bradykininsystems, modifi-
ziert nach [27]

(d) Beeinflussung des Immunsystems und Komplementsystems

Das Komplementsystem ist eine Komponente der angeborenen Abwehr (innate immunity). Durch
limitierte Proteolyse entstehen auf drei verschiedenen Wegen die aktiven Komponenten des Kom-
plementsystems. Diese besitzen chemotaktische Wirkung (C5a), locken Phagozyten (Makrophagen
und Neutrophile) an und triggern so die Entziindungsreaktion. Aus den Komponenten C5b, C6 und
C7 bildet sich ein stark lipophiler Komplex, der sich in der Lipiddoppelschicht der Bakterienzell-
hiille oder Virushiille verankert. Durch Bindung von C8 und mehreren C9 Molekiilen entsteht der
~membrane attack complex“ (MAC). Beim Einbau der C9 Molekiile bilden sich in der Zellhiille



des Mikroorganismus Poren, durch die das osmotische Gleichgewicht gestort wird, was zur Lyse
der Bakterienzelle fiihrt.

Vielfiltige Interaktionen von Bakterienproteasen mit Komponenten des Komplementsystems sind
bekannt [40, 41]. Bakterienproteasen konnen einerseits durch Proteolyse oder Inaktivierung des C1-
Esterase-Inhibitors das Komplementsystem unkontrolliert aktivieren und so die Entziindung ver-
starken. Andererseits werden Komplementfaktoren durch bakterielle Proteasen inaktiviert, indem
sie abgebaut werden, sodass eine Schwichung des Abwehrsystems erfolgt. Dies konnte beispiels-
weise fiir Proteasen von Serratia, Pseudomonas und Candida gezeigt werden [38, 42, 43].

Viele Bakterien besitzen extrazellulidre Proteasen, die in der Lage sind, Immunglobuline, insbeson-
dere IgG und IgA zu spalten, damit zu inaktivieren und so das Immunsystem zu unterlaufen. Nach-
gewiesen wurde dies zum Beispiel fiir die Pseudomonas-Elastase (Pseudolysin, EC 3.4.24.26) [44,
45], die Serratia 56K Protease (Serralysin, EC 3.4.24.40) [46] und die saure Protease von Candida
(Candidapepsin, EC 3.4.23.24) [42]. Die Spaltstelle befindet sich jeweils zwischen dem Fab- und

dem Fc-Fragment der schweren Kette des Immunglobulinmolekiils.

(e) Beeinflussung von Proteaseinhibitorsystemen

Die meisten Bakterienproteasen sind nicht nur resistent gegeniiber plasmatischen Proteaseinhibito-
ren des menschlichen Organismus, sondern sind in der Lage, diese so genannten Serpine abzubauen
und zu inaktivieren. Damit werden Regulationsmechanismen des Wirtsorganismus aufler Kraft
gesetzt und korpereigene Proteasen aktviert.

Bereits 1979 konnten Morihara et al. nachweisen, dass durch die alkalische Protease und die Elasta-
se von P. aeruginosa eine Inaktivierung des o;-Proteaseinhibitors erfolgt [47]. Es liegen zahlreiche
Untersuchungen fiir Proteasen verschiedener Mikroorganismen vor, z.B. Staphylococcus aureus
[48], Vibrio vulnificus [49], Porphyromonas gingivalis und Treponema denticola [50]. Alle diese
Untersuchungen zeigten einen proteolytischen Abbau und somit eine Inaktivierung des oy-
Proteaseinhibitors. Weitere Proteaseinhibitoren, die in ihrer Aktivitit durch Bakterienproteasen
beeinflusst werden, sind Antithrombin III, o,-Makroglobulin und o,-Antiplasmin. Dadurch kommt
es zu Dysregulationen korpereigener Proteasesysteme, woraus eine Aktivierung der Blutgerinnung,
entziindliche Prozesse, eine erhohte vaskuldre Permeabiltitit, Fibrinolyse und schlieflich eine

disseminierte intravasale Koagulopathie resultieren.

1.2 Die Bakterienart Pseudomonas aeruginosa

1.2.1 Merkmale und Eigenschaften

Pseudomonas aeruginosa ist der fiir die Medizin wichtigste Vertreter der Gattung der Pseudomo-
naceae, die mehr als 100 Spezies gramnegativer sporenloser aerober Stibchenbakterien umfasst.
Die Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas sind bis auf einen Vertreter (Pseudomo-
nas mallei) durch eine oder mehrere polare Geilleln beweglich. Bei P. aeruginosa handelt es sich

um 1,5 bis 4um lange, ubiquitir vorkommende Stibchen mit iiberwiegend aerobem Stoffwechsel.



Der Erreger bevorzugt das feuchte Milieu. Aus diesem Grund kommen in Krankenhiusern Beat-
mungsgerite, Luftbefeuchter, Waschbecken, Blumenvasen usw. als mogliche Erregerreservoire in
Betracht, sodass hygienische Maflnahmen in der Prophylaxe von Pseudomonas-Infektionen eine
wesentliche Rolle spielen. Die Erreger sind duflerst anspruchslos und kénnen sich schon bei Vor-
handensein geringster Spuren organischer Nihrstoffe vermehren.

Die charakteristische Wachstumsform auf einfachen Nédhrboden sind griinliche, metallisch glidn-
zende, gelappte Bakterienkolonien. Wachstum auf Blutagar fiihrt meist zu relativ grofen grauen
Kolonien und zur a-Hidmolyse. Bei der a-Hamolyse auf Blutagar entstehen Aufhellungen um die
Bakterienkolonien durch die Schadigung von Erythrozyten. In fliissigen Medien bildet sich neben
einer griinlichen Verfiarbung und einer diffusen Triibung ein diinnes Oberflachenhiutchen.

P. aeruginosa ist in der Lage, verschiedene Farbstoffe zu bilden: hdufig das blaugriine Pyocyanin
und das gelbgriine Pyoverdin (Siderophor, alte Bezeichnung: Fluorescein), seltener das rotliche
Pyorubin und das braunliche Pyomelanin. Durch die von den meisten Stimmen gebildeten Phena-
zinpigmente ist eine schnelle Identifizerung von P. aeruginosa moglich. Auflerdem scheint Pyocy-
anin als Exotoxin zu wirken und die Apoptose von neutrophilen Granulozyten zu induzieren [51,
52]. Hierdurch wird die lokale Entziindungsreaktion gehemmt, was ein lingeres Uberleben der
Bakterien und damit eine persistierende Infektion zur Folge haben kann. Fiir Pyoverdin ist eine
Funktion bei der Aufnahme von Eisen in die Bakterienzelle nachgewiesen worden [53].

Der Zellwandaufbau entspricht dem anderer gramnegativer Bakterien. Die Zellhiille besteht aus
mehreren Schichten: einer Cytoplasmamembran, dem Periplasma-Raum, der Peptidoglycan- oder
Mureinschicht und der Auflenmembran. Die Zytoplasmamembran ist als typische Phospholipid-
doppelschicht aufgebaut und enthilt integrale und periphere Membranproteine, z.B. Enzyme der
Atmungskette und Permeasen fiir den Transport von Nihrstoffen und Bausteinen von Makromole-
kiilen. Der bei gramnegativen Bakterien einschichtige Mureinsacculus ist fiir die Aufrechterhaltung
der Form verantwortlich. Die dulere Membran ist durch eine besonders ausgeprigte Asymmetrie
gekennzeichnet. Thre dufere Schicht besteht vorwiegend statt aus normalen Phospholipiden aus
Lipopolysacchariden (Endotoxinen). In dieser Membran enthaltene Proteine sind vorwiegend
unspezifische Porine, die eine passive Diffusion niedermolekularer Verbindungen zulassen, oder
spezifische Transport- und Bindungsproteine, die in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase variie-
ren konnen. Zusitzlich sind auf der duferen Schicht Fimbrien vorhanden, die der Adhésionsver-
mittlung und damit der Kolonisation dienen [54, 55]. Zwischen Zytoplasmamembran und duf3erer
Membran befindet sich der Periplasma-Raum als Bestandteil der Zellhiille. Hierin spielen sich
vielfiltige Stoffwechselprozesse ab. Das Periplasma enthilt vorwiegend katabole Enzyme und
Oligosaccharide. Beispielsweise konnen hier alkalische Phosphatase, saure Phosphatase, cyclische
Phosphodiesterase, B-Laktamasen, Proteasen, Aminopeptidasen und Endonucleasen lokalisiert sein.
Bei der vollstindigen Sequenzierung des Genoms von P. aeruginosa hat sich gezeigt, dass es sich
hierbei um das umfangreichste und komplexeste aller bisher entschliisselten Bakteriengenome

handelt. Darin enthalten sind zahlreiche Regulations- und Transportsysteme, die es der Bakterien-



zelle ermoglichen, sich an Umgebungsbedingungen anzupassen und sich gegen andere Mikroorga-

nismen durchzusetzen [56].

1.2.2 Pathologische Bedeutung

Infektionen mit P. aeruginosa entwickeln sich vor allem bei abwehrgeschwichten Patienten in
Form nosokomialer Infektionen. Gefihrdet sind Patienten mit malignen Erkrankungen, grof3en
Wundflachen (z.B. Verbrennungen), intensivmedizinische Patienten sowie Friih- und Neugeborene.
Das Vorliegen von Resistenzen gegeniiber zahlreichen Antibiotika und die Bildung von hoch
wirksamen Toxinen und Virulenzfaktoren durch den Erreger fithren zu schwer beherrschbaren
Infektionen und héufig letal endenden septischen Krankheitsbildern. P. aeruginosa besiedelt bevor-
zugt Wunden, den Respirationstrakt sowie den Urogenitaltrakt. Gefiirchtet sind ebenso posttrauma-
tische Augeninfektionen, Infektionen des Mittelohres und des duBeren Gehorganges, Meningitiden,
Endocarditiden und bei Friih- und Neugeborenen Infektionen des Magen-Darm-Traktes. Patholo-
gisch-anatomisch handelt es sich um fibrinds-eitrige, himorrhagische oder ulzerds-nekrotisierende
Entziindungen.

Bei Patienten mit zystischer Fibrose ist P. aeruginosa einer der Keime mit der grofiten Bedeutung
als Ursache rezidivierender bronchopulmonaler Infektionen. Die zystische Fibrose (Mukoviszidose)
ist die hdufigste genetische Erkrankung bei Eurasiern. Es handelt sich um eine autosomal-rezessiv
vererbte Stoffwechselkrankheit mit einer Dysfunktion exokriner Driisen. Durch vermehrte Produk-
tion und erhohte Viskositit des Sekrets der mukodsen Driisen kann es zu schweren Komplikationen
im Bereich der Atemwege, zu intestinaler Maldigestion und Malabsorption kommen. Ursache ist
ein genetischer Defekt des CFTR-Gens (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) am
Chromosom 7, der zu einer fehlerhaften Funktion eines Chloridionenkanals fiihrt. In einer Studie
fanden sich bei mehr als 80% der Patienten mit zystischer Fibrose und chronischen pulmonalen
Infekten erhohte Antikorpertiter gegen Pseudolysin und Aeruginolysin. In mehr als 90% der Sput-
umproben dieser Patienten waren beide Proteasen nachweisbar [57]. Insbesondere im Erwachse-
nenalter ist der Respirationstrakt von Patienten mit zystischer Fibrose mit P. aeruginosa besiedelt.
Diese Besiedlung scheint ein Risikofaktor fiir schwere und chronische pulmonale Infekte zu sein.
Es gibt Versuche, mit einer frithen Eradikation das Infektionsrisiko zu senken [58]. Untersuchungen
zeigen, dass die Serinprotease Protease IV von P. aeruginosa in der Lage ist, Proteine des Surfac-
tant in den Alveolen der Lunge abzubauen. Das hat eine verminderte Oberfldchenspannung und ein
erhohtes Infektrisiko zur Folge [59].

Unter den Pseudomonas-Infektionen haben die Infektionen der Atemwege aus klinischer Sicht die
grofite Bedeutung. Infektionen des Respirationstraktes mit P. aeruginosa sind im Vergleich zu
Infektionen mit anderen gramnegativen Bakterien mit einer besonders hohen Letalitdt behaftet.
Zunehmend wird das Augenmerk darauf gerichtet, dass es auch ambulant erworbene pulmonale
Infekte mit P. aeruginosa gibt. Insbesondere ist bei Patienten mit Risikofaktoren wie strukturellen
Lungenerkrankungen daran zu denken. Bei den nosokomialen respiratorischen Infektionen mit

P. aeruginosa steht die Pneumonie bei beatmeten Patienten im Vordergrund [60].
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Infektionen des Auges mit P. aeruginosa treten im Rahmen von Allgemeinerkrankungen oder
isoliert, z.B. nach Verletzungen oder beim Tragen weicher Kontaktlinsen, auf. Hervorzuheben ist
insbesondere die Pseudomonas-Keratitis. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Pseudomo-
nas-Proteasen an der Entstehung einer nekrotisierenden Entziindung der Hornhaut direkt durch
Abbau kornealer Proteine und indirekt durch die Aktivierung von kornealen Proteasen beteiligt sind
[61-63].

P. aeruginosa spielt bei Patienten mit AIDS und AIDS-assoziierten Erkrankungen eine wichtige
Rolle. Hinsichtlich Morbiditédt und Mortalitét ist der Mikroorganismus als ein wesentlicher Faktor
anzusehen. Auch hier kommt das ganze obengenannte Spektrum an Infektionen vor. Insbesondere
Infektionen der Atemwege sind wegen ihrer Haufigkeit von Bedeutung. Septische Krankheitsbilder
haben eine besonders hohe Mortalitétsrate. In einer franzosischen Studie lag diese bei fast 50%
[64]. Bei den nosokomialen Pneumonien von AIDS-kranken Patienten ist P. aeruginosa der mit
fast 50% am haufigsten ursidchliche Keim. In Sputumproben konnen in selteneren Fillen auch
andere Pseudomonas-Spezies (Pseudomonas maltophilia, Pseudomonas acidovorans, Pseudomo-
nas putida) als Erreger einer Pneumonie nachgewiesen werden. Auflerdem ist eine Pseudomonas-
Infektion hiufig mit der Infektion anderer opportunistischer Erreger (Pneumozystis carinii, Cyto-
megalie-Virus, atypische Mykobakterien) assoziiert [65]. Insgesamt bleibt abzuwarten, wie sich die
Infektionsraten nach flichendeckender Einfithrung der antiretroviralen Therapie entwickeln.

Die Pathogenitit von P. aeruginosa beruht auf dem Zusammenwirken einer Reihe von Virulenz-
faktoren. Man unterscheidet hierbei zelluldre Bestandteile und extrazelluldre Produkte. Zu den
zelluldren Faktoren zédhlen Lipopolysaccharide, welche ihre Wirkung als Endotoxine entfalten und
pathophysiologisch am Geschehen des septischen Schocks wesentlich beteiligt sind. Weiterhin
gehoren zu den zelluldren Faktoren die Fimbrien, die als Haftorgane dienen. Ebenfalls von Bedeu-
tung sind die lophotrich angeordneten Flagellen, welche fiir die Motilitit und damit fiir die Invasivi-
tédt eine Rolle spielen. Aulerdem scheint das in den Flagellen enthaltene Flagellin proinflammatori-
sche Wirkung zu besitzen [66]. Bei vielen Stimmen kommt es bei der Umstellung auf die mucoide
Wachstumsform zur Bildung des extrazelluldren Polysaccharids Alginat. Alginat produzierende
Stimme besiedeln hiufig den Respirationstrakt von Patienten mit zystischer Fibrose [67]. Das
Polysaccharid hat eine toxische Wirkung auf neutrophile Granulozyten, eine antiphagozytire
Wirkung und ist einer der Hauptbestandteile der extrazelluldren Matrix der von P. aeruginosa
gebildeten bakteriellen Biofilme. Biofilme entstehen, wenn Mikroorganismen sich an Grenzflichen
ansiedeln. In diesen hochkomplexen multizelluldiren Wachstumsformen schiitzen sich die Bakterien
vor dem Einfluss des Immunsystems und antibiotisch wirksamen Substanzen. Besonderheiten von
Biofilmen sind horizontaler Gentransfer der Mikroorganismen innerhalb des Biofilms, synergisti-
sche Wechselwirkungen durch Anreicherung von Nihrstoffen, hohe mechanische Stabilitit und
und langsamere Bakterienwachstumsraten aufgrund eines Ruhezustands [68]. In diesem Wachs-
tums-Phénotyp sind die Bakterien um bis zu 1.000-fach resistenter gegen Antibiotika [69]. Die
Ursachen hierfiir sind noch nicht eindeutig geklart. Durch die erhShte Antibiotika-Resistenz werden

chronisch persistierende Infektionen sowie die Selektion resistenter Bakterienstimme begiinstigt.
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Bei den extrazelluldren Faktoren ist zunichst das von ca. 90% der Stimme gebildete Toxin A, das
als Exotoxin wirkt, zu nennen. Es entfaltet seine Wirkung durch die Hemmung der Proteinbiosyn-
these, indem es einen inaktiven ADP-Ribosyl-EF-2-Komplex bildet [70]. Der Wirkungsmechanis-
mus entspricht damit weitgehend dem des Diphtherietoxins. Verschiedene Himolysine (Phospholi-
pase C, Ramnolipid), verschiedene Pigmente und das Non-Pilus-Adhédsin Exoenzym S sind als
weitere Virulenzfaktoren anzusehen [71].

Verschiedene extrazelluldre Proteasen mit unterschiedlichem Substratspektrum und Eigenschaften
sind ebenfalls in erheblichem Mal} an der Pathogenitit beteiligt. Hierauf soll in Kapitel 1.2.3 einge-

gangen werden.

1.2.3 Wichtige extrazellulire Pseudomonas-Proteasen und ihre Bedeu-

tung

Pseudomonas-Stimme produzieren verschiedene extrazelluldre Proteasen. Die bekanntesten und
am besten untersuchten sind die alkalische Protease (neuere Bezeichnung Aeruginolysin; EC
3.4.24.40) und Elastase (neuere Bezeichnung Pseudolysin; EC 3.4.24.26). AuBlerdem sind zwei
weitere Proteasen von Bedeutung. Diese sind das Staphylolysin (=LasA) und die Protease IV.
Aeruginolysin wurde erstmals 1957 von Morihara aus Pseudomonas-Kulturmedium isoliert und
beschrieben [72]. Die Molmasse von Aeruginolysin wurde durch DNA-Sequenzierung des entspre-
chenden Gens bestimmt und betrdgt 49.500 Da [73]. Das aktive Zentrum ist in einer dem N-
Terminus nahen Aminosduresequenz lokalisiert und enthilt ein Zinkion. Das Molekiil ist homolog
zu Serralysin aufgebaut (55% Identitit). Auch hinsichtlich der Substratspezifitit bestehen Gemein-
samkeiten [74].

Die pathogenen Effekte von Aeruginolysin sind vielfiltig. Sie umfassen die Destruktion von Ge-
webe, die Inaktivierung von Proteinen der Infektabwehr (Lysozym, Immunglobuline, Transferrin)
sowie die Beeinflussung von Proteaseinhibitorsystemen. Dadurch werden die Ausbreitung von
Infektionen mit P. aeruginosa und die Entstehung einer Sepsis begiinstigt [75].

Die Elastase von P. aeruginosa wurde 1965 erstmals von Morihara et al. isoliert und charakterisiert.
Die Molmasse von Pseudolysin betrdgt 33.000 Da. Der isoelektrische Punkt liegt bei 5,9. Das reife
Molekiil besteht aus 301 Aminosdureresten. Pseudolysin gehort zu den Metalloproteasen und
enthilt im aktiven Zentrum ein Zinkion. Ein Calciumion wird fiir die Stabilitit des Enzyms benotigt
[76]. Bever und Iglewski publizierten 1988 die Nukleotidsequenz des kodierenden Gens [77].
Pseudolysin gehort zur Thermolysinfamilie und zeigt im Molekiilaufbau sowohl in der Primér- als
auch in der Sekundir- und Tertidirstruktur grofe Ahnlichkeiten mit Thermolysin. Die hochste
Homologie findet man im Bereich 136 bis 180 von Pseudolysin, der das aktive Zentrum mit dem
fiir Zink-Metalloproteasen typischen HEXXH-consensus Motiv enthilt [78].

Die Funktion von Pseudolysin besteht zum einen in der Versorgung der Bakterienzelle mit Nihr-
stoffen; zum anderen ist diese Protease von P. aeruginosa ein Pathogenititsfaktor und die Ursache
fiir direkte und indirekte Schidigung des Wirtsorganismus. Die direkte Schadigung entsteht durch
den Abbau von Proteinen des Bindegewebes (Elastin, Laminin [79] und Kollagen [80]), die auch

12



Bestandteile von Basalmembranen sind. Pseudolysin kann so zur Invasivitit von Pseudomonas
aeruginosa und zur Entstehung einer Sepsis beitragen. Indirekte Schidigungsmechanismen sind die
Beeintrichtigung der Funktion von Abwehrmechanismen des Wirtes durch Abbau von Immunglo-
bulinen [81], Komponenten des Komplementsystems sowie anderen chemotaktischen Faktoren
[31], die Aktivierung des Kininsystems [27] und das Eingreifen in Proteaseinhibitorsysteme des
Wirts und infolgedessen eine gestdrte Funktion korpereigener Proteasen [47]. Pseudolysin und
Aeruginolysin beeinflussen die Entziindungsreaktion durch Interaktionen mit Interleukin-6 und -8
[82].

Staphylolysin ist ein neuer Name fiir die als LasA-Endopeptidase bekannte Protease von
P. aeruginosa. Die Protease wurde erstmals 1969 von Lache et al. mit der Bezeichnung ,,bakterio-
lytisches Enzym* beschrieben. Die extrazelluldre Protease ist in der Lage, Staphylococcus aureus-
Zellen durch Spaltung von Pentaglycinbriicken in der Peptidoglycanschicht zu lysieren [83]. Die
Protease hemmt das Wachstum von S. aureus und fiihrt dadurch zu einem Uberlebensvorteil fiir
P. aeruginosa [84]. So kann sich P. aeruginosa beispielsweise bei Pneumonien in Konkurrrenz zu
S. aureus besser durchsetzen. Eine Rolle scheint Staphylolysin bei Infektionen der Kornea mit
P. aeruginosa zu spielen [85]. AuBlerdem konnte die Féihigkeit von Staphylolysin, den Abbau von
Elastin durch andere Proteasen zu stimulieren, in vitro gezeigt werden [86, 87]. Daraus ldsst sich
eine Beteiligung bei gewebezerstorenden Infektionen durch P. aeruginosa ableiten. Staphylolysin
selbst besitzt nur geringe elastinolytische Aktivitit.

Die 1998 von Engel et al. charakterisierte Protease IV scheint ebenfalls ein wichtiger Virulenzfak-
tor zu sein. Die Molmasse betrdgt. 26.000 Da. Der isoelektrische Punkt liegt bei 8,7. Das Enzym
hat sein Aktivititsmaximum bei pH 10,0 und einer Temperatur von 45°C. Die Protease IV spaltet
eine Reihe biologisch wichtiger Proteine (vollstindiger Abbau von Fibrinogen, Plasminogen und
C3, unvollstindiger Abbau von Plasmin, C1q und IgG). Aufgrund ihrer Eigenschaften bei Versu-
chen mit Inhibitoren liegt eine Einordnung der Protease in die Klasse der Serinproteasen nahe [88].
Es liegen insbesondere Untersuchungen vor, in denen die Wirkung der Protease IV bei Infektionen
der Kornea nachgewiesen wurde. Hier zeigte sich, dass die Protease IV durch Hervorrufen von
epithelialen Erosionen eine Schidigung der Kornea verursacht. Aulerdem haben Pseudomonas-
Stamme, die selbst keine Protease IV produzieren, eine hohere Virulenz, wenn sie zusammen mit
Protease IV auf die Kornea einwirken, was durch direkte Reaktion der Protease IV mit der Kornea
und Einwirkung auf andere bakterielle Virulenzfaktoren, die dadurch aktiviert werden, erklirbar ist
[61, 89]. Neueste Untersuchungen lassen pathogene Effekte der Protease IV auch in der Lunge
vermuten. Das Enzym ist in der Lage, Proteinkomponenten des Surfactant abzubauen und damit
dessen physiologische Funktion (Herabsetzung der Oberflachenspannung und Infektabwehr) zu
beeintrdchtigen [59].
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1.3 Die Bakterienart Bacillus cereus

1.3.1 Merkmale und Eigenschaften

Bacillus cereus ist ein grampositives aerob oder fakultativ anaerob lebendes, durch eine peritriche
GeifBel bewegliches Stiabchenbakterium. Es hat eine Linge von 1,2 bis 10um und eine Breite von
0,5 bis 2,5um. Wie fiir andere Bacillusarten und fiir die Gattung der Clostridien typisch, ist auch
B. cereus in der Lage, Endosporen zu bilden. Sporen zeigen eine hohe Resistenz gegeniiber chemi-
schen und physikalischen Noxen. Diese Dauerform ermoglicht es dem Mikroorganismus, auch
unter extremen Umweltbedingungen zu {iiberleben und bedingt die ubiquitire Verbreitung.
B. cereus kommt sowohl im Boden und in der Luft als auch im Wasser vor. In einem giinstigen
Umgebungsmilieu kann die Keimung der Sporen und ein Ubergang in die vegetative Zellform

erfolgen.

1.3.2 Pathologische Bedeutung

In der Gattung Bacillus sind mehr als 50 Arten sporenbildender Stibchen zusammengefasst. Sie
spielen als Saprophyten, Insektenpathogene (z.B. B. thuringiensis) und Erreger von opportunisti-
schen Infektionen beim Menschen eine Rolle. In der Infektionspathologie des Menschen sind B.
anthracis, der Erreger des Milzbrandes, und B. cereus bedeutsam.

B. cereus ist als Erreger verschiedenster Krankheitsbilder beschrieben worden. Die am weitesten
verbreitete Symptomatik ist eine nach Vermehrung des Erregers in Lebensmitteln hervorgerufene
Nahrungsmittelvergiftung. Sie ist unter zwei klinischen Bildern bekannt. Zum einen kann sie als
emetische Verlaufsform in Erscheinung treten, zum anderen mit den klinischen Symptomen einer
Diarrhoe. Das Erbrechen tritt nach einer Inkubationszeit von lediglich 1 bis 6 Stunden auf. Das
emetische Toxin ist seiner Struktur nach ein Dodekadepsipeptid und wird Cereulid genannt. Der
Wirkungsmechanismus entfaltet sich durch Bindung an den 5-HTs-Rezeptor und Stimulation des
Vagus. Auflerdem ist das Toxin in der Lage, die mitochondriale Fettsdureoxidation in der Leber zu
hemmen und so ein Leberversagen hervorzurufen. Das Toxin ist extrem hitzestabil (90 min bei
121°C) und toleriert pH-Wert-Schwankungen zwischen 2 und 11 [90, 91].

Die mit wissrigen Durchféllen und Bauchschmerzen einhergehende Verlaufsform hat Inkubations-
zeiten zwischen 10 und 12 Stunden. In der Regel sistieren die Diarrhoen nach 12 bis 24 Stunden
und bediirfen keiner speziellen Therapie. Ursache fiir diese Krankheitssymptome ist die Bildung
eines nekrotisierenden Enterotoxin. Das Toxin aktiviert nach oraler Aufnahme im Bereich der
Darmmukosazellen die Adenylatzyklase und setzt eine Kaskade in Gang. Dieser Wirkmechanismus
dhnelt dem des Enterotoxins von Vibrio cholerae, dem Choleratoxin. Hierbei kommt es nach
Eindringen des Toxins in die Mukosazelle zu einer irreversiblen Aktivierung des G-Proteins, wel-
ches die Adenylatzyklase stimuliert. Das hat eine intrazelluldre Anhdufung des ,,second messen-
gers“ cAMP zur Folge. In intestinalen Villuszellen hemmt cAMP das absorptive Natriumtransport-

system und in Kryptenzellen aktiviert cAMP das exkretorische Chloridtransportsystem. Dadurch
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akkumulieren Natrium- und Chloridionen im Darmlumen. Aufgrund des osmotischen Gradienten
folgt Wasser nach. Die Folge ist wissriger Durchfall mit dem Verlust von Wasser und Elektrolyten.
In letzter Zeit wurde zunehmend nachgewiesen, dass B. cereus auch schwere, zum Teil letal enden-
de Infektionen mit sehr unterschiedlicher Symptomatik besonders bei Patienten mit geschwichtem
Immunsystem, beispielsweise durch hdmatologische Erkrankungen oder HIV-Infektion, hervorru-
fen kann. Dazu gehoren Wundinfektionen [92], Augeninfektionen [93], Endokarditiden [94],
Meningitiden [95-97], bronchopulmonale Infekte [98, 99] und Septikdmien [100-102].

1.3.3 Wichtige Bacillus-Proteasen und ihre Bedeutung

Bacillolysin (EC 3.4.24.28) bezeichnet eine Gruppe extrazellulérer zinkhaltiger Metalloendoprotea-
sen, die von Bacillusarten produziert werden. Sie gehdren zur Familie M4 der Metalloproteasen,
welche auch die Thermolysine umfasst. Eine eindeutige Nomenklatur, die die Beziehung dieser
zwei Enzymgruppen (Bacillolysin, Thermolysin) untereinander verdeutlicht, existiert bisher nicht.
Eine andere Bezeichnung fiir das Bacillolysin von B. cereus ist ,,Neutrale Protease®. Die Beschrei-
bung erfolgte 1971 durch Feder et al. [103]. Das Enzym ist in der Lage, Himoglobin, Albumin und
Casein zu spalten.

Bei in der Mundflora vorkommenden B. cereus-Stimmen konnte kollagenolytische Aktivitit
nachgewiesen werden. Die hierfiir verantwortlichen Kollagenasen tragen moglicherweise zur
Entstehung von Periodontitiden bei. Eine weitere Gruppe gut erforschter extrazelluldrer Bacillus-
Proteasen sind die Subtilisine, z.B. Subtilisin Carlsberg (EC 3.4.21.62). Sie gehoren zu den alkali-
schen Serinproteasen [104]. Auch Proteasen mit keratinolytischer Aktivitit werden von B. cereus
produziert [105].

Ivanova et al. haben im Genom von B cereus ATCC 14579 insgesamt 53 Sequenzen identifiziert,
die Proteasen kodieren. Darunter sind 9 Metalloproteasen und 12 Serinproteasen. Diese im Ver-
gleich zu anderen Bakterienarten grof3e Zahl an Proteasen fiithrt dazu, dass B. cereus gut an eine
proteinreiche Umgebung angepasst ist [106]. Die extrazelluldren Proteasen haben fiir die Versor-
gung von Bakterien mit Néhrstoffen eine Bedeutung. Auflerdem scheinen einige Proteasen von
B. cereus vor allem bei nicht gastrointestinalen Infektionen eine Rolle zu spielen.

Insgesamt ist jedoch festzustellen, dass die Mehrzahl der bisher bekannten, direkt fiir die Pathogeni-
tdt von Bacillus cereus verantwortlichen Virulenzfaktoren nicht den Proteasen zuzuordnen sind.
Relevante Virulenzfaktoren sind ein Enterotoxin, das emetische Toxin Cereulid, verschiedene

Hémolysine, Phospholipase C, B-Laktamasen und das S-Protein der Zelloberfldche.

1.4 Zielstellung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchungen standen eine insulinspaltende Membranprotease
von Pseudomonas aeruginosa (Imelysin, ICMP) und eine caseinspaltende Membranprotease (Ca-
melysin, CCMP) von Bacillus cereus. Hierbei handelt es sich um bisher unbekannte Enzyme, die

sich in ihrer Lokalisation und ihrem Inhibitorprofil von den schon untersuchten Enzymen dieser
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Bakterienarten unterscheiden und mit keinem der beschriebenen chromogenen Substrate der be-
kannten Enzyme reagieren.

Die Aufgabe bestand zunichst darin, die Spaltstellen der ICMP bzw. CCMP in der Insulin A- und
Insulin B-Kette zu identifizieren, um daraus Aussagen iiber mogliche synthetische Substrate ablei-
ten zu konnen. Es sollte dann, ausgehend von den ermittelten Spaltstellen, die Aktivitéit der Protea-
sen gegeniiber verschiedenen Proteasesubstraten getestet werden, um geeignete Substrate fiir die
Aktivititsbestimmung im Rahmen weiterer Untersuchungen zu finden, die Proteasen in ihren
enzymkinetischen Parametern zu charakterisieren und die Protease-Gene zu identifizieren.

Als nichster Schritt sollten der Abbau verschiedener Proteine des menschlichen Organismus durch
die ICMP bzw. CCMP iiberpriift werden. Das Ziel war, Aussagen iiber mogliche Interaktionen
zwischen der ICMP bzw. der CCMP und Faktoren des Blutgerinnungssystems und des fibrinolyti-
schen Systems, Komponenten der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr, Regulatoren der
Proteaseaktivitit sowie Proteinen der extrazelluldren Matrix treffen zu konnen, um daraus Schluss-
folgerungen {iiber eine Beteiligung der untersuchten Proteasen an der pathogenen Wirkungsweise

der Mikroorganismen abzuleiten.

2  Material und Methoden
2.1 Materialien

Acrylamid Ferak

Aktin (Rindermuskel) Sigma

AMC Paesel und Lorei
Aminopeptidase M Calbiochem
0-Antiplasmin (Mensch) Sigma
Antithrombin III (Mensch) Calbiochem

o, -Antitrypsin (Mensch) Sigma

Azokasein

Bisacrylamid
Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC
Boc-Glu-Ala-Arg-AMC
Boc-Glu-Lys-Lys-AMC
Boc-Gly-Lys-Arg-AMC
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA
Boc-Leu-Leu-Met-AMC
Boc-Leu-Met-AMC
Boc-Met-Met-AMC
Boc-Val-Gly-Arg-AMC
Boc-Val-Leu-Lys-AMC

Prof. Langner, Institut fiir Inmunologie

Ferak

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Serva

Dr. Willhardt, Inst. fiir Physiol. Chemie, Halle
Dr. Willhardt, Inst. fiir Physiol. Chemie, Halle
Dr. Willhardt, Inst. fiir Physiol. Chemie, Halle
Bachem

Bachem
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Bromphenolblau

Bz-Phe-Val-Arg-AMC
Bz-Phe-Val-Arg-pNA

C-reaktives Protein (Mensch)

Casein (Rindermilch)

Chromozym ® PL (Tos-Gly-Pro-Lys-pNA)
DEPC

EEDQ

Fibrinogen (Mensch)

Fibronektin (Mensch)

Globin (Mensch)

Haptoglobin (gemischter Typ, Mensch)
Humanes Serumalbumin

Hydroxylamin

125 I-Natriumiodid, carrier-free
Immunglobulin A (Mensch)
Immunglobulin G (Kaninchen)

Insulin (Schwein)

Insulin A-Kette (Rind)

Insulin B-Kette (Rind)

Kollagen Typ I (Rind)

Lactoferrin (Mensch)

Laminin (Mensch)

Lysozym (Hiihnerei)

0-Makroglobulin (Mensch)

MCA

MCA-Pro-Leu Gly

MCA-Pro-Leu
MCA-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Dap(Dnp)-
Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH,
MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH,
MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,
MCA-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Lys(Dnp)-OH
Plasminogen (Mensch)

Progelatinasen

SDS

Standardproteinmischung Nr. 8
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC

Poch, Gliwice/ Polen
Sigma

Sigma

Calbiochem

Serva

Boehringer

Sigma

Sigma

Calbiochem

Prof. Iwig, Inst. fiir Physiol. Chemie, Halle
Sigma

Calbiochem

Serva

Sigma

NEN-Du Pont, USA
Calbiochem
Dianova

Serva

Sigma

Sigma

Chemicon

ICN

Serva

Serva

Calbiochem

Sigma

Sigma

Sigma

Calbiochem

Calbiochem

Calbiochem

Calbiochem

Sigma

Dr. Arkona, Inst. fiir Biochemie I, Jena
Serva

Merck

Novabiochem
Calbiochem/Novabiochem
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Suc-Leu-Tyr-AMC Novabiochem

Sulfobetain (SB-12) Boehringer
TEMED Ferak
Thrombin (Mensch) Calbiochem
Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA Boehringer
Transferrin (Mensch) Calbiochem
Triton X-100 Boehringer
Z-Arg-Arg-AMC Calbiochem
Z-Phe-Arg-AMC Bachem
Z-Phe-Arg-pNA Serva

Alle anderen verwendeten Chemikalien, die hier nicht aufgefiihrt sind, waren von hochstmoglicher

analytischer Reinheit.

2.2 Standardmethode zur Enzymreinigung
2.2.1 Reinigung der insulinspaltenden Membranprotease (ICMP) von

Pseudomonas aeruginosa

Hierbei wurde der von Fricke et al. beschriebenen Methode gefolgt [107]. Die verwendeten
Stammkulturen Pseudomonas aeruginosa strain PAO1 bezogen wir von der Stammsammlung des
Biochemischen Instituts der Universitit Leipzig. Die Bakterien wurden auf einem 1%igen Hefeex-
trakt-Medium (Difco, Detroit, USA) bei 37°C, pH 7,0 und einer Beliiftung von 6 1/min bei einer
Sauerstoffsittigung von 70% in einem Fermentor (Biostat S, Braun, Melsungen) kultiviert und
anschlieBend in Natriumchloridlosung und Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M) gewaschen. Mittels
Glasperlenaufschluss (Glasperlen mit Durchmesser 0,1-0,11mm, Braun, Melsungen) wurden die
Bakterien lysiert. Losliche Bestandteile wurden durch Ultrazentrifugation (1 Stunde 90 000 x g) von
den Zellhiillen getrennt. Das Zellhiillsediment wurde in Tris-HCl-Puffer (pH 7.,5; 0,05M) aufge-
nommen, gewaschen und bei -20°C gelagert. Um die Proteine aus den Zellhiillen zu 16sen, wurde
eine Solubilisierung mit dem Detergens Triton X-100 durchgefiihrt. Der Detergensgehalt des
Solubilisates betrug ca. 4% w/v.

Die Reinigung der Membranprotease erfolgte mittels chromatographischer Verfahren. Auch hier
war die Anwesenheit von Detergens notwendig, da es sonst zu einer irreversiblen Bindung der
proteolytischen Aktivitit an die chromatographische Matrix kam. Zundchst wurde eine Kupfer-
Chelat-Chromatographie an einer Fractogel-Chelat-Saule (3,5 x 10cm, Merck) durchgefiihrt. Fiir
die zweite und dritte Reinigungsstufe wurde eine Chromatographie an Red-Sepharose CL 4B-
Sdulen (2,5 x 6cm, Pharmacia) durchgefiihrt, wobei fiir den ersten Red-Sepharose-Reinigungs-
schritt ein Natriumchlorid-Gradient und bei dem zweiten ein Ammoniumsulfat-Gradient verwendet
wurden. Die Enzymaktivitit aller Fraktionen wurde mit radioaktiv markiertem Insulin (siehe Kapi-
tel 2.3.1) bestimmt. Die Fraktionen mit der hdchsten Enzymaktivitit wurden vereinigt und an einer

YM-10 Membran (Amicon) konzentriert. Die Proben wurden zur Entfernung von Ammoniumsulfat
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dialysiert und bei -20°C gelagert.

2.2.2 Reinigung der caseinspaltenden Membranprotease (CCMP) von

Bacillus cereus
Die Reinigung erfolgte entsprechend der bei Fricke et al. beschriebenen Methode [108]. Die ver-
wendeten Stammkulturen wurden von Dr. Verbarg (Deutsche Stammsammlung fiir Mikroorganis-
men, Braunschweig) als Bacillus cereus charakterisiert. Die Kultivierung erfolgte in einem Fermen-
tor (Biostat S, Braun, Melsungen) bei 37°C, pH 7,0 und einer Beliiftung von 7 I/min bei 70%
Sauerstoffsittigung auf einem 1%igen Hefeextrakt-Medium (Difco, Detroit, USA). Nach Waschen
mit Natriumchloridldsung und Zentrifugation wurden die Zellen mit Hilfe von Glasperlen (Durch-
messer 0,1-0,11mm, Braun, Melsungen) aufgeschlossen. Durch mehrmalige Ultrazentrifugation
wurden die Zellhiillen isoliert, anschlieBend gewaschen und in Tris-HCI-Puffer aufgenommen.
Die Solubilisierung erfolgte mit dem zwitterionischen Detergens Sulfobetain SB-12 (Zwittergent 3-
12) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Zur Verringerung der hohen Detergenskonzentration im
Solubilisat (4% w/v) wurde die Probe gegen Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M) dialysiert. So wurde
das Solubilisat auf eine Detergenskonzentration von 0,2% w/v SB-12 eingestellt. Nur durch dieses
zwitterionische Detergens war eine effiziente Solubilisierung der CCMP ohne Inaktivierung mog-
lich. Eine Reihe von getesteten nicht-ionischen und anionischen Detergentien waren dafiir ungeeig-
net [109].
Die Reinigung wurde an Fractogel TSK Butyl 650 (Merck) wie unter [108] beschrieben durchge-
fiihrt.

2.3 Standardmethode zur Aktivititsbestimmung
2.3.1 Aktivitiatsbestimmung der ICMP

Zur Bestimmung der Aktivitit der ICMP von Pseudomonas aeruginosa wurde der Abbau von

radioaktiv markiertem Insulin gemessen.

(a) Herstellung von 151 Insulin
Die Herstellung von '*I-Insulin erfolgte mit der Chloramin-T (CAT)-Methode analog zur Herstel-
lung von B markiertem menschlichen Wachstumshormon nach Greenwood et. al. [110].
Ansatz: 20ul Sorensen-Puffer (pH 7,4; 0,05M)

+ 5ul '® I-Natriumiodid (ca. 74 MBq)

+ 40ul Insulinlésung (enthilt Sug Schweineinsulin)

+ 20ul CAT 0,05% wlv, frisch gelost, 20sec schiitteln,

200ul HSA 5% w/v zum Abstoppen.

Die Trennung von '* I-Insulin von der ungebundenen Radioaktivitit erfolgte an einer Sephadex G
50 Sidule (Pharmacia) nach Aquilibrierung der Sédule mit Sorensen-Puffer (pH 7.4; 0,05M mit 0,1%

w/v NaNj3). Unter diesen Bedingungen wurden ca. 95% des Iods an Insulin gebunden. Die Fraktio-
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nen wurden gesammelt und die Radioaktivitit von Aliquoten an einem y-Counter (LB 2104, Bert-
hold) bestimmt. Die
normierten cpm-Wert von ca. 1 x 10° cpm/ml mit Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M, mit 0,1% HSA)

eingestellt.

'"PLInsulin-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und der Tracer auf einen

(b) Bestimmung der enzymatischen Aktivitiit
Die Aktivitdt der Membranprotease von P. aeruginosa wurde mit Hilfe der Insulinmethode be-
stimmt [111]. Radioaktiv markiertes Insulin wird von dem untersuchten Enzym gespalten. Die
Einstellung der Insulinkonzentration auf 100nM im Messansatz erfolgte mit kaltem (unmarkiertem)
Insulin. Die Reaktion lief bei einer Temperatur von 37°C iiber eine Zeit von einer Stunde ab und
wurde durch Zugabe von Trichloressigsidure (TCA) und humanem Serumalbumin (HSA) als Cofil-
lungsmittel (bessere Ausfédllung von Insulin und gréBeren Peptid-Bruchstiicken) im Eisbad abge-
stoppt. Die durch den Insulinabbau entstandenen Oligopeptide sind in TCA 16slich und enthalten
durch die Markierung von Tyrosinresten eine messbare Radioaktivitit, die dem Anteil an abgebau-
tem Insulin entspricht. Durch Zentrifugation wurden die Spaltpeptide von dem noch intakten Insu-
lin und den Trigerproteinen getrennt.
Ansatz: 100u] Enzymldsung
+ 200ul Insulin-Tracer-Gemisch (bestehend aus 1 Teil '*° I-Insulin-Tracer und
1 Teil 400nM kaltem Insulin)
+ 100ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
1h bei 37°C im Wasserbad inkubieren, im Eisbad abstoppen,
200ul HSA 10% w/v in Aqua dest.
200ul TCA 40% w/v in Aqua dest.

nach 15min bei 10.000 x g fiir Smin zentrifugieren (Zentrifuge 5415 C,

Eppendorf, Hamburg),

Radioaktivitit im Uberstand messen (Multi-Crystal Counter LB 2104,

Berthold).
Die erhaltenen Werte wurden durch Substratleerwerte fiir die spontane Radiolyse des Tracers
korrigiert und auf einen 100%-Wert (ungefillter Tracer) bezogen. Die proteolytische Aktivitit

wurde als pg gespaltenes Insulin pro Stunde nach folgender Formel berechnet:

ug Abbau APW x Verdiinnung x 2,296 PW  Probenwert [cpm]
= LW  Leerwert [cpm]
hx ml 100% - LW APW PW —LW [cpm]

Der Faktor 2,296 ergibt sich aus der eingesetzten Konzentration an kaltem Insulin (100nM) und der

Molmasse von Insulin.

2.3.2 Aktivititsbestimmung der CCMP

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitit der Membranprotease von Bacillus cereus erfolgte

durch Messung des Abbaus von Azokasein [112]. Die Reaktion lief iiber eine Zeit von einer Stunde
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bei einer Temperatur von 37°C ab und wurde durch TCA-Fillung im Eisbad unterbrochen. Die
durch den Abbau von Azokasein entstandenen gefidrbten Peptide waren in TCA 16slich und konnten
durch Zentrifugation im Unterschied zu gréBeren Peptiden nicht sedimentiert werden. Die Spalt-
peptide zeigten ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 366nm.
Ansatz: 100u] Enzymldsung
+ 100ul Azokaseinlosung 1% w/v in Tris-HC1-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
lh bei 37°C im Wasserbad inkubieren, im Eisbad abstoppen,
+ 200ul TCA 10% w/v in Aqua dest.
nach 15min bei 10.000 x g fiir Smin zentrifugieren (Laborzentrifuge
TH 12, Janetzki, Engelsdorf),
Extinktion im Uberstand bei 366nm gegen Aqua dest. messen (Digi-
talfotometer 6115, Eppendorf, Hamburg).
Es wurde jeweils die Extinktion der Hauptwerte sowie der Enzym- und Substratleerwerte in mehre-
ren Parallelbestimmungen gemessen. Die proteolytische Aktivitdt wurde in proteolytischen Einhei-

ten pro Volumeneinheit (PU = nkat/ml) angegeben. Die Berechnung wurde nach folgender Formel

durchgefiihrt:
AEx 10°x V AE Extinktionsénderung
Proteolytische Aktivitit (PU/ml) = \" Gesamtvolumen
exdxAtxv € Extinktionskoeffizient
d Schichtdicke
At Zeitspanne
v Probenvolumen

Die Schichtdicke der verwendeten Kiivette betrug lcm. Der mittlere Extinktionskoeffizient von
Azokasein betrigt 95.300 1 x mol™ x cm™ [112]. Eine proteolytische Einheit (PU) entspricht 1nmol
abgebautem Azokasein im TCA-Uberstand pro ml eingesetzter Enzymlosung und Sekunde.

2.4 Versuche mit Inhibitoren

Zur Charakterisierung der Aminosdurereste im aktiven Zentrum wurden bei Versuchen mit
Camelysin DEPC (Diethylpyrocarbonat) sowie bei Versuchen fiir Camelysin und Imelysin
EEDQ (N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinolon) eingesetzt. EEDQ wurde in Tris-HCI-
Puffer (pH 7,5; 0,05M) gelost. DEPC wurde in Aqua dest. geldst, da die Substanz in Gegenwart
von Tris eine Halbwertszeit von 1,25min hat [113]. Um die Tris-Ionen zu entfernen, wurde die
Membranprotease von B. cereus vor den Versuchen mit DEPC iiber Nacht gegen Phosphatpuffer
(pH 7,5; 0,05M) dialysiert. Bei Bedarf wurde zum Anldsen der Substanzen eine geringe Menge
an organischem Losungsmittel (DMSO) verwendet, die 5% v/v des Gesamtvolumen im Ansatz

nicht iiberschritt.
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2.4.1 Versuche mit Diethylpyrocarbonat
Diethylpyrocarbonat (DEPC), das spezifisch mit Histidinresten reagiert, wurde in einer Stammlo-
sung mit einer Konzentration von 40nM eingestellt. Der hemmende Einfluss wurde in Konzentrati-
onsabhiingigkeit und Zeitabhingigkeit bestimmt. Dazu wurden jeweils verschiedene Konzentrati-
onsbereiche und Einwirkzeiten gewdhlt. Nachdem Enzym und Inhibitor bei Raumtemperatur
vorinkubiert worden waren, wurde die Restaktivitit des Enzyms im Vergleich zu Enzym-, Substrat-
und Inhibitorleerwerten mit der Azokaseinmethode (siehe 2.3.2) gemessen.
Ansatz: 50ul Enzymlésung CCMP
+ 50ul DEPC (10-40mM) in Aqua dest.
0-30min bei Raumtemperatur inkubieren, danach Bestimmung der
proteolytischen Aktivitit mit der Azokaseinmethode.
Nachdem die Membranprotease von B. cereus gehemmt worden war, wurde durch Zugabe von Hy-
droxylamin (NH,OH) die Reversibilitdt der Reaktion getestet. Der pH-Wert von Hydroxylamin
wurde durch Zugabe von Natronlauge zur Vermeidung von Storungen durch einen sauren pH-Wert
auf 7 eingestellt. Folgender Ansatz wurde verwendet:
Ansatz: 50ul Enzymldsung CCMP
+ 50ul DEPC 40mM in Aqua dest.
bei Raumtemperatur 30min inkubieren,
+ 100ul NH,OH (pH 7,0; 0,4M) in Phosphatpuffer (pH 7,5; 0,05M)
bei Raumtemperatur 10, 20, 30, 40, 50 und 60min inkubieren, da-
nach Bestimmung der proteolytischen Aktivitidt mit der Azokasein-

methode.

24.2 Versuche mit N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinolon

(EEDQ)

EEDQ, das spezifisch mit Carboxylgruppen reagiert, wurde mit einer geringen Menge DMSO
angelost und dann mit einem Phosphatpuffer (KH,PO,/NaOH; pH 6,0; 0,05M) versetzt. Es wurden
Konzentrationen von 0 bis 1,5mM eingesetzt.
Ansatz: 50ul Enzymldsung
+ 50ul Inhibitorlosung (0-1,5mM)
bei Raumtemperatur 30min inkubieren,
dann Aktivitdtsbestimmung in den jeweiligen Ansétzen fiir die beiden
Enzyme nach der Azokaseinmethode fiir die CCMP und nach der
Insulinmethode fiir die ICMP.
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2.5 Untersuchungen zur Spaltspezifitit
2.5.1 Spaltbedingungen

Als Substrat mit einer bekannten Aminosduresequenz wurden die Insulin A-Kette und die Insu-
lin B-Kette verwendet. Diese wurden in einer Konzentration von 3mM in einem Ammoniumcarbo-
natpuffer (pH 7,0; 0,05M) gelost.
Ansatz: 720ul Insulin A- oder B-Kette 3mM in Ammoniumcarbonatpuffer (pH 7,0;
0,05M)
+ 180ul Enzymldsung
bei 37°C im Wasserbad fiir 1h inkubieren,
+ 90ul TFA 10% w/v zum Ausfillen
10min bei 10.000 x g zentrifugieren (Laborzentrifuge TH 12, Janetzki,
Engelsdorf).
Durch Zentrifugation entstand ein Sediment, das groBere Peptide sowie das Enzym enthielt. Der

Uberstand mit den kleineren Spaltbruchstiicken wurde weiter verarbeitet.

2.5.2 Trennung der Bruchstiicke mit High Performance Liquid Chro-

matography (HPLC)
Mittels reversed-phase HPLC (Merck-D-6000 HPLC Manager) wurden die durch Einwirkung des
Enzyms auf die Insulin A- bzw. Insulin B-Kette entstandenen Spaltbruchstiicke getrennt. Dazu
wurde eine 250 x 4mm LiChroSpher 300 RP-18 (10um)-Siule (Merck) eingesetzt. Es wurde ein
Merck-Hitachi-Lichro-Graph-System mit einer L-6200 Niedriggradientenpumpe und einem 655-A
UV-Detektor verwendet. Wegen der unterschiedlichen Hydrophobizitit und GroBe der Insulin A-
und B-Kette wurden zwei verschiedene Acetonitrilgradienten eingesetzt. Fiir die Insulin A-Kette
wurde mit einem Gradienten von 2% bis 60% Acetonitril (ACN) mit 0,1% TFA in 60min gearbei-
tet. Fiir die ldngere und stirker hydrophobe Insulin B-Kette wurde ein Gradient von 2% bis 70%
ACN mit 0,1% TFA in 70min verwendet. Die Detektion der Peptide erfolgte bei 220nm. In einem
praparativen Lauf wurden mit kleineren Volumina die Zeiten bestimmt, bei denen die Peaks der
Spaltpeptide auftreten. Danach wurden die Hydrolyseprodukte in getrennten Fraktionen gesammelt.
Bei der Durchfiihrung der HPLC unterstiitzten mich dankenswerterweise Frau Dr. Menge (1) und

Frau Thielemann (Institut fiir Biochemie, Abteilung Pflanzenbiochemie, Halle).

2.5.3 Identifikation der Bruchstiicke durch Massenspektrometrie und

N-terminale Sequenzierung
Die massenspektroskopischen Analysen wurden freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn
(jetzt Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle) durchgefiihrt.
Damit konnten die Bruchstiicke und damit die Spaltstellen in den Insulinmolekiilen identifiziert

werden. Hierfiir wurde ein Reflektron-Typ Time-of-flight (TOF) Massenspektrometer (Reflex,
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Bruker-Franzen Analytik, Bremen) benutzt. Die Spaltpeptide wurden in Form von Ionen, die durch
Laseranregung bei 337nm entstanden, mit einer Beschleunigungsspannung von 28,5kV aufgenom-
men. Die resultierenden Daten wurden mit der Software XMASS ausgewertet.

In Zweifelsfillen wurde nach Spaltung durch die CCMP eine N-terminale Sequenzierung der
Bruchstiicke durchgefiihrt. Diese wurde freundlicherweise von Herrn Dr. P. Riicknagel (Max-

Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle) vorgenommen.

2.6 Abbau synthetischer Proteasesubstrate

2.6.1 Abbau von chromogenen Proteasesubstraten

Als chromogene Substrate dienten Aminosiduresequenzen mit einer para-Nitroanilid-Gruppe am C-
Terminus. Erfolgt eine Freisetzung dieser chromogenen Gruppe durch die Spaltung der Amidbin-
dung zwischen Peptidrest und pNA, entsteht eine meBbare Farbidnderung. Von dieser kann auf eine
Spaltung des Substrats durch die ICMP bzw. CCMP geschlossen werden.
Von den Peptidsubstraten wurden Losungen mit einer Konzentration von 1mM in Tris-HCI Puffer
(pH 7.5; 0,05M) hergestellt, wobei die Substanzen in DMSO angeldst wurden. Der Ansatz wurde
auf einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt.
Ansatz: 50ul Enzymlosung

+ 50ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

+ 100ul Substratlosung 1mM

Inkubation bei 37°C iiber 30 bis 120min

Die Messung der Extinktion erfolgte nach jeweils 30min bei einer Wellenldnge von 405nm am
Digitalphotometer 6115 (Eppendorf, Hamburg) in je drei Parallelbestimmungen gegen Aqua dest.
und wurde um den Wert fiir die spontane Hydrolyse der Substrate als Substratleerwert korrigiert.

Der Extinktionskoeffizient fiir p-Nitroanilin betrigt 9.900 1 x mol™ x cm™. Es wurden folgende

Substrate verwendet: ~ Bz-Phe-Val-Arg-pNA Substrat fiir Thrombin
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA Substrat fiir C3-Konvertase
Z-Phe-Arg-pNA Substrat fiir Kallikrein
Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA Substrat fiir Plasmin

2.6.2 Abbau von fluorogenen Proteasesubstraten

Fluorogene Substrate bestehen aus einer kurzen Aminoséduresequenz und einer fluorogenen Gruppe.
Wird diese Molekiilgruppe durch Spaltung freigesetzt, kann mit Hilfe spektrometrischer Methoden
eine Zunahme der Fluoreszenz gemessen werden. Die Intensitit ist direkt proportional zur Menge
des gespaltenen Substrats. Der fluorogene Bestandteil der hier verwendeten Substrate ist ein C-
terminal gebundener 7-Amino-4-methylcoumarin-Rest. Die Messungen erfolgten an einem Fluo-
reszenzspektrometer Hitachi Typ F 2000 bei einer Anregungswellenlinge von 365nm und einer

Emissionswellenldnge von 440nm.
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Die Zugabe von Aminopeptidase M diente zur Unterscheidung einer Spaltung zwischen der fluoro-
genen Gruppe und dem benachbarten Aminosdurerest von einer Spaltung zwischen zwei Amino-
sdureresten im Innern des Substrates. Eine Zunahme der Fluoreszenz kann bei der oben angegebe-
nen Anregungs- und Emissionswellenlinge nur gemessen werden, wenn das 7-Amino-4-
methylcoumarin als freie Substanz vorhanden ist. Eine Spaltung an einer anderen Stelle des Sub-
strats wiirde unerkannt bleiben. Um auch solche Spaltstellen zu erfassen, wurde Aminopeptidase M
eingesetzt. Dieses Enzym spaltet die entstandenen Bruchstiicke vom freien N-Terminus her und
fiihrt so zu einer verzdgerten Freisetzung der fluorogenen Gruppe und damit zu einer mef3baren
Zunahme der Fluoreszenz.

ohne Aminopeptidase:

R—(AS))—(AS,)—(AS;)—(AS,)-AMC > R—(AS))—(AS;) + H-(AS;)—(AS,)-AMC

- keine Zunahme der Fluoreszenz mefbar

mit Aminopeptidase:

R—(AS)—(AS,)—(AS;)—-(AS,)-AMC > R—(AS)—(AS,) + H-(AS;) + H-(AS,) + AMC

- Zunahme der Fluoreszenz meBbar

Die verwendeten AMC-Proteasesubstrate sowie die Proteasen, die diese Substrate typischer Weise
spalten, sind in Tab. 4 (S. 35) zusammengestellt. Eine Messung der Aktivitit gegeniiber fluoroge-
nen Substraten war erst nach Minimierung der Detergenskonzentration in der Messlosung auf
0,01% moglich. Griinde hierfiir konnten sein, dass bei zu hoher Detergenskonzentration das Sub-
strat aus dem aktiven Zentrum verdringt wird oder die Protease reversibel inaktiviert wird.

Eine weitere Moglichkeit, den Abbau von synthetischen Peptiden zu bestimmen, ist die Verwen-
dung von intramolekular gequenchten Substraten. Solche Substrate werden eingesetzt, wenn die zu
untersuchende Protease nur zur internen Spaltung von lidngeren Peptidketten befdhigt ist und C-
terminal stehende groflere aromatische Reste (fluorogene oder chromogene aromatische Gruppen)
nicht bei der Substratbindung akzeptiert werden. Bei diesen Substraten trennt eine Peptidsequenz
eine fluoreszente Gruppe, die als Donor fungiert, von einer anderen Gruppe, die als Akzeptor dient.
Die Fluoreszenz wird in diesem Zustand unterdriickt. Wenn eine Peptidbindung zwischen diesen
beiden Gruppen gespalten wird, kommt es zu einer Freisetzung der fluorogenen Gruppe und so zu
einer Zunahme der Fluoreszenz. Diese ist proportional zu der Menge des hydrolysierten Peptids
[114]. Vertreter dieser Substrate enthalten z.B. eine 2,4-Dinitrophenyl-Gruppe, durch die eine
fluorogene N-terminale MCA-Gruppe gequencht wird. Die verwendeten Substrate kénnen eben-
falls Tab. 4 (S. 35) entnommen werden.

Die Messungen fiir die fluorogenen Substrate erfolgten am Fluoreszenzspektrometer Hitachi Typ
F2000 bei einer Anregungswellenlinge von 328nm und einer Emmissionswellenlinge von 393nm
[114].

Ansatz: 50ul Enzymldsung

+ 940ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
+ 10ul Substrat 2mM in DMSO gelost
bzw. 50ul Enzymldsung
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+ 100ul Aminopeptidase M

+ 840ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

+ 10ul Substrat 2mM in DMSO gelost
Um einen Vergleich der Umsatzraten von Substraten mit zwei verschiedenen fluorogenen Gruppen
durchfithren zu konnen, wurden fiir die zwei verwendeten fluorogenen Gruppen AMC und MCA
jeweils Eichkurven am selben Fluoreszenzspektrometer erstellt. Hierfiir wurden in mehreren Paral-
lelmessungen die relativen Fluoreszenzwerte (RFU) fiir definierte Konzentrationen bestimmt. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte wurden entsprechend dem benutzten Substrat mit einem aus den
Eichkurven ermittelten Faktor korrigiert. Der Korrekturfaktor betrégt fiir die Umrechnung von mit
AMC-Substraten gemessenen Werten in mit MCA-Substraten gemessene Werte 1,085.
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Abb. 3 Eichkurven fiir die Zuordnung von Konzentrationen (x-Achse) zu gemessenen Fluores-
zenzeinheiten (y-Achse) zur Ermittlung des Korrekturfaktors zum Vergleich der Aktivititen der
ICMP und CCMP gegeniiber den Substraten mit verschiedenen fluorogenen Gruppen a) AMC b)
MCA

Zur Ermittlung der Spaltstelle bei der Spaltung des MMP-2- und des TACE-Substrates durch die
CCMP wurden die Spaltprodukte mit reversed-Phase-HPLC (RP18-Séule, isokratische Elution
Wasser/Acetonitril 75:25) getrennt und durch ihre Fluoreszenz mit einem Fluoreszenz-Detektor
(RF-551, Shimadzu, Tokio, Japan) bei A, 328nm und A, 393nm identifiziert. Die HPLC wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. Willhardt (Institut fiir Physiologische Chemie, Halle) durchge-
fiihrt. Fiir die Proben wurden Inkubationszeiten zwischen 0 und 60min gewihlt. Es wurde nach

dem oben angegebenen Ansatz verfahren.
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2.7 Enzymkinetische Messungen fiir die CCMP

Die maximale Geschwindigkeit V,,,x und die Michaelis-Konstante K, sind wichtige kinetische
Parameter eines Enzyms. Sie lassen sich durch Variation der Substratkonzentration und der Mes-
sung des Substratumsatzes pro Zeiteinheit bestimmen. Um einem bestimmten Wert gemessener
Fluoreszenzeinheiten eine bestimmte Konzentration zuordnen zu konnen, wurden die unter 2.6.2 in
Abb. 3 gezeigten Eichkurven verwendet. Fiir folgende Substrate wurden die Untersuchungen nach
dem unter 2.6.2 beschriebenen Ansatz mit Substratkonzentrationen zwischen 1 und 40uMI in
dreifacher Bestimmung durchgefiihrt:

Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC + Aminopeptidase M

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC + Aminopeptidase M

MCA-Pro-Leu-Ala-Nla-Dpa-Ala-Arg-NH,

MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,
MCA-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(Dnp)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH,

Die Reaktionen folgen einer normalen Michaelis-Menten-Kinetik. Bei der Auswertung wurden
verschiedene Linearisierungsverfahren (Lineweaver-Burk-Diagramm, Eadie-Hofstee-Diagramm
und Hanes-Diagramm) angewendet und V,,,x und K, graphisch sowie mit der dem entsprechenden

Buch von Bisswanger [115] beiliegenden Enzymkinetiksoftware ermittelt.

2.8 Abbau von Proteinen

2.8.1 Spaltbedingungen
Es wurde untersucht, welche im menschlichen Korper vorkommenden wichtigen Proteine von der
ICMP bzw. CCMP gespalten werden. Dazu wurde in folgender Ansatz verwendet:
Ansatz: 50 pl Proteinlosung 2mg/ml

16,6ul Enzymldsung

33,4ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

bei 37°C im Wasserbad fiir 1 und 2h inkubieren,
+ 10 pl SDS 10% w/v zum Abstoppen der Reaktion.

Folgende Proteine wurden verwendet:

Komponenten des Immunsystems Ig G, Ig A, Lysozym

Komponenten des Gerinnungs- und Fibrinogen, Fibrin, Antithrombin III, Plasmino-

fibrinolytischen Systems gen

Proteine des Binde- und Stiitzgewebes Kollagen Typ I, Laminin, Fibronektin, Aktin

Akute-Phase-Proteine C-reaktives Protein, Haptoglobin

Plasma-Protease-Inhibitoren 0,-Antitrypsin, 0x-Makroglobulin, 0,-Antiplas-
min

Eisenbindungsproteine Lactoferrin, Transferrin

Sonstige Serum- und andere Proteine Serumalbumin, Globin, Casein-Gemisch
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Bei folgenden Ansitzen wurden lidngere Inkubationszeiten gewihlt:

Lactoferrin (4h und 8h fiir ICMP), a,-Makroglobulin (4h und 8h fiir ICMP), Fibrinogen (2h und 4h
fiir beide Enzyme), Fibrin (2h und 4h fiir CCMP, 4h und 8h fiir ICMP).

Um den Abbau von Fibrin zu untersuchen, war es zunéchst erforderlich, ein unldsliches Fibringe-

rinnsel herzustellen. Dazu wurde wie folgt verfahren [116]:

Ansatz: 100 pl Fibrinogen 2mg/ml
+ 25 ul Thrombin 1uM
+ 7,5ul CaCl, 0,2M

bei 37°C 1h im Wasserbad inkubieren,
10min bei 10.000 x g zentrifugieren (Laborzentrifuge TH 12, Ja-
netzki, Engelsdorf), Uberstand verwerfen,
sichtbares festes weiles Gerinnsel mit Tris-HCI-Puffer (pH 7,5;
0,05M) waschen, sofort weiter verarbeiten oder einfrieren.
Um das Enzym auf das Fibrin einwirken zu lassen, wurden zu dem Gerinnsel hinzu gegeben:
100ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
+ 20ul Enzymldsung
Nach der Inkubation bei 37°C im Wasserbad fiir die oben angegebenen Zeitrdume wurden 100ul
Uberstand abgenommen und die Reaktion durch Zugabe von 10ul SDS 10% w/v abgestoppt. Die
Entstehung von Spaltstiicken wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese iiberpriift.

2.8.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren mit Bisacrylamid als Quervernetzer entstehen
Polyacrylamidgele. Sie zeichnen sich durch ihre hohe chemische und mechanische Stabilitiit sowie
eine duferst geringe Elektroosmose aus. Zum Start der Polymerisation wurde Ammoniumpersulfat
eingesetzt. Bei der SDS-Elektrophorese werden Proteine ausschlieBlich nach unterschiedlichen
Molekiilgroen getrennt. In Gegenwart von SDS dissoziieren die meisten oligomeren Proteine in
ihre biologisch inaktiven Untereinheiten. Durch die Bindung von SDS iiber hydrophobe und ioni-
sche Wechselwirkungen an die Proteine werden fast alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen
innerhalb der Proteine zerstort und damit deren Sekundér- und Tertidrstruktur weitgehend aufgeho-
ben. Das Erhitzen der Proben fiihrt zu einer weiteren Aufldsung der Sekundir- und Tertidrstruktur.
Sollen auch Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten aufgespalten werden, um so verbundene
Untereinheiten zu trennen, so kann zusétzlich 2-Mercaptoethanol oder ein anderes Reduktionsmittel
hinzugegeben werden. Durch die Beladung mit dem anionischen Detergens SDS werden die Eigen-
ladungen von Proteinen so effektiv iberdeckt, dass anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung
pro Peptideinheit entstehen. Durch die Poren des Polyacrylamidgels werden groere Molekiile
stirker behindert und bewegen sich so langsamer als kleine Molekiile [117-120].

Mit dem elektrophoretischen Nachweisverfahren konnte untersucht werden, ob und in welchem

AusmaB ein Protein durch die ICMP bzw. CCMP abgebaut wurde. Dazu wurden auf die Gele stets

28



ein Substratleerwert, ein Enzymleerwert und Proben mit Werten nach Reaktion von Substrat und
Enzym aufgetragen.
Probenvorbereitung: Proben aus dem unter 2.8.1 beschriebenen Ansatz fiir Smin kochen

+ 1 Spatelspitze ~ Saccharose

+ Syl Bromphenolblau 1% w/v
Die Bearbeitung der Proben, die Fibrinogen enthalten, wurde modifiziert, indem vor dem Kochen
Sul Mercaptoethanol 2% w/v zur Reduktion hinzugefiigt wurde.
Als Elekrophoreseapparatur wurde eine MiniProtean Elektrophoresekammer (Bio Rad, Berkeley,

USA) verwendet. Zur Herstellung der Gele fanden folgende Pufferlosungen Verwendung:

Trenngelpuffer: Tris-HCl-Puffer (1,5M; pH 8,8); 0,4% SDS
Sammelgelpuffer: Tris-HCl-Puffer (0,5M; pH 6,8); 0,4% SDS
Laufpuffer: 0,025M Tris-0,192M Glycin-Puffer; pH 8,3; 0,1% SDS

Je nach MolekiilgroBe der Proteine wurden Gele mit unterschiedlichem Acrylamidgehalt und
daraus resultierender unterschiedlicher Porengrofle verwendet.
7,5%ige Gele wurden verwendet fiir: Fibrinogen, Fibrin, o,-Makroglobulin
15%ige Gele wurden verwendet fiir: o,-Antitrypsin, Lysozym, Globin, CRP, Casein
Fiir die tibrigen Substrate wurden 10%ige Gele verwendet. Als Sammelgel diente ein 6,6%iges Gel.
Die Gele wurden wie folgt hergestellt:

4.9ml (7,5%iges Gel) Acrylamidlosung

6,5ml (10%iges Gel) (Gemisch Acrylamid und Bisacrylamid Verhiltnis

9,8ml (15%iges Gel) 37,5:1)

2,5ml (6,6%iges Gel)
+ 5,0ml Trenn- bzw. Sammelgelpuffer

mit Aqua tridest. auf 20ml auffiillen, entgasen.
+  20ul N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
+ 200ul (fiir Trenngele) 10% w/v Ammoniumpersulfatlosung
30pl (fiir Sammelgel)

Als Eichproteine wurde die Standardproteinmischung Nr.8 von Merck verwendet. Diese enthilt:
Ovalbumin (42.700Da), Glutamat-Dehydrogenase (56.000Da), Ovotransferrin (78.000Da),
Phosphorylase b (97.400Da), -Galactosidase (116.300Da), Myosin (200.000Da). Die MaBe der
Imm dicken Gele betrugen 9,3 x 6,0cm. Der Lauf erfolgte bei einer konstanten Stromstéirke von
7mA im Sammelgel und 13mA im Trenngel bei maximaler Spannung bis die Bromphenolblau-
Front das Ende der Platte erreicht hatte. AnschlieBend wurde eine Coomassiefarbung durchgefiihrt.
Es erfolgte eine Fixierung fiir 30min in einer Fixierlosung und danach eine Firbung in Coomas-
sieblau. Die Gele wurden anschlieBend mit Entfarbelosung behandelt, bis die Proteinbanden gut
sichtbar waren. Alle verwendeten Losungen wurden mit Aqua tridest. hergestellt.

Fixierlosung: 300ml Methanol + 700ml Aqua tridest. + 34,5g Sulfosalicylsidure + 115g TCA
Farbelosung: 500ml Methanol + 1g Coomassie + 500ml Essigsaure 10%, dann filtrieren
Entfirbelosung: 500ml Methanol + 160ml Essigsdure 10%
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2.9 Untersuchung des Einflusses der ICMP und CCMP auf
die Plasminogenaktivitat

Das pNA-Substrat Tos-Gly-Pro-Lys-pNA (Chromozym ® PL) wird unter der Einwirkung von
Plasmin zu Tos-Gly-Pro-Lys und pNA gespalten. Die von uns untersuchten Membranproteasen
bauen dieses Substrat nicht ab. Die Extinktionszunahme ist der Menge des gebildeten pNA propor-
tional und lésst so auf die vorhandene Plasminaktivitét schlieBen. In den Ansétzen sollten zunéchst
die Membranprotease und Plasminogen miteinander reagieren, und es sollte geklart werden, ob
dadurch eine Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin erfolgt. Die Bestimmung einer Anderung
der Plasminaktivitidt wurde an Hand der Spaltung des pNA-Substrats verfolgt. Plasminogen wurde
mit einer Konzentration von 2,5 units/ml (entspricht 7mg Protein/ml) in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5;
0,05M) gelost. Das Substrat wurde in einer geringen Menge DMSO angel6st und dann mit Tris-
HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M) auf eine Konzentration von 1mM eingestellt.
Ansatz: 50ul Plasminogen 2,5 units/ml in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
+ 50ul Enzymldsung
Inkubation bei 37°C fiir 60min
+ 100pl Chromozym ® PL 1mM
30, 60, 90min bei 37°C inkubieren.
Danach erfolgte die Extinktionsmessung bei 405nm am Digitalphotometer 6115 (Eppendorf, Ham-
burg) in je vier Parallelmessungen nach den entsprechenden Zeitintervallen. Leerwerte wurden
jeweils bestimmt fiir das Substrat Chromozym ® PL, fiir die Reaktion zwischen Plasminogen und
Substrat sowie fiir die beiden Bakterienenzyme.
Fiir die Bestimmung der Plasminaktivitit mit einem fluorogenen Substrat wurde das spezifische
fluorogene Plasminsubstrat Boc-Glu-Lys-Lys-AMC verwendet, gegen das die Vorstufe Plasmino-
gen keine Aktivitdt zeigt. Durch eine zeitlich gestaffelte Messung sollte iiberpriift werden, ob es
unter Einwirkung der Bakterienproteasen zu einer Aktivierung von Plasminogen kommt, d.h. der
Anteil von wirksamem Plasmin im Ansatz steigt.
Ansatz: 25ul Enzymldsung
+ 25ul Plasminogen 1uM gelost in Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
bei 30°C fiir O, 1 und 2h inkubieren,

+ 940ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

+ 10ul Substrat 2mM in DMSO
Leerwert: 25ul Plasminogen 1uM

+ 965ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

+ 10ul Substrat 2mM in DMSO

Die Messungen der Aktivititsinderungen des Plasminogens wurden am Fluoreszenzspektrometer
Hitachi Typ F2000 bei einer Anregungswellenlidnge von 365nm und einer Emissionswellenlinge

von 440nm durchgefiihrt.
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2.10 Untersuchung des Einflusses der CCMP auf die Anti-
thrombin III-AKktivitit

Es sollte mit diesen Versuchen herausgefunden werden, ob eine Anderung der Aktivitit von AT III
unter Einfluss der CCMP stattfindet, weil diese Protease einen Komplex mit AT III bildet, der auch
in der SDS-Elektrophorese stabil bleibt. Dies wurde anhand der Verinderungen der Thrombinakti-
vitdt gegeniiber dem typischen Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-Arg-AMC gemessen. Die Vorausset-
zung fiir diese Nachweismethode war, dass die CCMP selbst keine Aktivitit gegeniiber diesem

Substrat zeigt. Zunichst wurde die Aktivitit von Thrombin gegen Bz-Phe-Val-Arg-AMC gemes-

sen.

Ansatz: 4ul Thrombin 1uM in Tris-HCI-Puffer( pH 7,5; 0,05M)
+ 986ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
+ 10ul Substrat 2mM in DMSO

bei Raumtemperatur 15min inkubieren

Danach wurde tiberpriift, ob eine Hemmung der Thrombinaktivitdt durch AT III stattfindet.

Ansatz: 20ul Thrombin 1pM
+ 20ul AT II 1uM in Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
bei Raumtemperatur 15min inkubieren
davon 8ul
+ 982ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
+ 10ul Substrat 2mM in DMSO

Anschliefend wurde ein Gemisch aus AT III und CCMP im molaren Verhéltnis 1:1 und 1:2 fiir
15min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu diesem wurde Thrombin hinzugegeben und der Ansatz
erneut 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Sodann konnte die Thrombinaktivitit im Vergleich zu
dem Ansatz ohne CCMP-Zugabe gemessen und so auf einen Einfluss der Bakterienprotease auf die

AT III-Wirkung geschlossen werden.

Ansatz: 20ul Enzymlésung 1uM bzw. 2uM

+ 20ul AT HOI 1pM in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
bei Raumtemperatur 15min inkubieren

+ 20ul Thrombin 1uM in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
bei Raumtemperatur 15min inkubieren

davon  12ul

+ 978ul Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

+ 10ul Substrat 2mM in DMSO

Um Fehlerquellen auszuschlieBen, wurden aulerdem der Einfluss von AT III auf die Aktivitét der
CCMP unter Einsatz des MMP-2-Substrates sowie die Veridnderung der Thrombinaktivitit in
Anwesenheit der CCMP {iiberpriift. Alle Fluoreszenzmessungen wurden am Fluoreszenzspektrome-
ter Hitachi Typ F2000 bei einer Anregungswellenldnge von 365nm und einer Emissionswellenlén-

ge von 440nm durchgefiihrt.
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Bei allen Untersuchungen war es wichtig, dass sie ziigig hintereinander durchgefiihrt wurden. Des
Weiteren musste darauf geachtet werden, dass die verwendeten Biochemikalien, insbesondere
Thrombin und AT III, nach dem Herstellen der 1uM Losungen im Eisbad aufbewahrt wurden, da

sonst ein rascher Aktivitidtsverlust eintrat.

2.11 Versuche zur Aktivierung von Progelatinasen durch die
CCMP

Es sollte iiberpriift werden, ob die drei Progelatinase B-Formen von der B. cereus Membranprotea-
se aktiviert werden, nachdem von Dr. Arkona (Institut fiir Biochemie I, Jena) im Gelatine-
Zymogramm gezeigt werden konnte, dass alle drei Formen der Progelatinase B unter der Wirkung
der B. cereus-Protease zu kleineren Molekulargewichten abgebaut wurden, das heif3t, eine partielle
Proteolyse erfolgte, die moglicherweise eine Aktivierung bewirkte.
Dazu wurden die Progelatinasen, die uns freundlicherweise von Dr. Arkona tiberlassen wurden, und
die B. cereus-Protease zusammen inkubiert. Danach lieBen wir die moglicherweise aktivierten
Progelatinasen auf ihr bevorzugtes Substrat Kollagen Typ I einwirken. Es wurden entsprechende
Leerwerte fiir das B. cereus-Enzym, die Progelatinasen, Kollagen Typ I und die Reaktion zwischen
der Bakterienprotease und Kollagen zur Kontrolle von autolytischen Prozessen durch die Progelati-
nasen bzw. fiir die Eigenaktivitit der Membran-Protease in der Kollagenspaltung angesetzt. Mittels
SDS-Elektrophorese wurde nach der unter 2.8.2 beschriebenen Versuchsanordnung mit den dort
erwdhnten Puffern und Losungen getestet, ob ein Kollagenabbau durch die Progelatinasen nach
Reaktion mit der B. cereus Protease und damit eine Aktivierung stattgefunden hatte.
Folgender Ansatz wurde fiir die Reaktion verwendet:
Ansatz 1: 20ul Progelatinasen aus buffy coat in Tris-HCI-Puffer (pH 7,4; 0,02M;
0,2M NaCl; SmM CaCl,)
+ 4ul Enzymlésung CCMP
Inkubation bei 37°C iiber 2h
Ansatz 2: Sul aus Ansatz 1
+ 30ul Kollagen Typ I (Img/ml) in Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
Inkubation bei 37°C iiber 1h und 2h
Leerwert 1 30ul Kollagen Typ I (Img/ml)
+ S5ul Enzymlésung CCMP
25ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
Leerwert 2 30 ul Kollagen Typ I (1mg/ml)
+ 30ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)
Leerwert 3 S5ul Enzymlésung CCMP
+ 55ul Tris-HCl-Puffer (pH 7,5; 0,05M)

Danach erfolgte eine Weiterverarbeitung der Proben wie unter 2.8 beschrieben.

+
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3  Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der ICMP von Pseudomonas aeruginosa
3.1.1 Spaltspezifitit der ICMP

Die Spaltspezifitit einer Protease wird ermittelt, um bei Proteinen mit komplexen Anforderungen
an eine Spaltsequenz, fiir die sich entsprechende Substrate nur schwer durch bloBes Probieren
finden lassen, Riickschliisse auf sinnvolle synthetische Substrate ziehen zu konnen. N-terminal
geschiitzte Substrate mit einem Aminosédurerest und einer chromophoren Gruppe wurden durch die
von uns untersuchten Membranproteasen nicht gespalten.

Insulin ist ein Substrat, das von der ICMP mit hoher Aktivitit gespalten wird. Es liegt daher nahe,
bei der Bestimmung der charakteristischen Spaltstellen der ICMP auf dieses Substrat zuriickzugrei-
fen. Bei den Versuchen zeigte sich, dass lediglich die Insulin B-Kette abgebaut wird. Die Insulin A-
Kette bleibt unter Einwirkung der ICMP unverédndert. Die Inkubation der Insulin B-Kette mit der
ICMP erfolgte iiber verschieden lange Zeitrdume. Die entstandenen Spaltstiicke wurden mittels
HPLC getrennt. Der Peak der Insulin B-Kette zeigte sich nach einer Retentionszeit von ca. 47min.
Er zeichnete sich dadurch aus, dass er bei zunehmender Inkubationszeit an Grofle abnahm, wohin-

gegen die Grofe der Peaks, die den einzelnen Spaltstiicken entsprechen, zunahm.
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Von einem préparativen Ansatz mit einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden bei Durchfiih-
rung der HPLC bei den entsprechenden Retentionszeiten die Eluate der Peaks, die den einzelnen
Spaltstiicken entsprechen, gesammelt. Hieraus wurden massenspektrometrisch die Molekularge-
wichte bestimmt, sodass den einzelnen Peaks einzelne Spaltstiicke bzw. die Insulin-B-Kette zuge-
ordnet werden konnten.

Es fanden sich folgende Spaltstellen der ICMP beim Abbau der Insulin B-Kette: Glu" -J- Ala",
Tyr16 - Leu', His'" -l- Leu', Phe® -1- Tyr26. Die beiden zuerst Genannten (Glu13 - Ala14,
Tyr'® -d- Leu'’) sind als primire Spaltstellen anzusehen, da bereits nach kurzen Inkubationszeiten
hohe Peaks bei den entsprechenden Retentionszeiten entstehen. Die beiden letztgenannten Spalt-
stellen (Phe® -- Tyr*®, His'’ -0~ Leu'") sind demnach sekundiire Spaltstellen. Die Peaks erscheinen
erst nach langeren Inkubationszeiten und sind wesentlich niedriger.

Als allgemeine Aussage zu den Charakteristika der Spaltstellen der ICMP lasst sich formulieren,
dass die ICMP in der P, -Position hydrophobe Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten bevor-
zugt, mit Ausnahme des Tyrosin in der P,’-Position in einer der sekundiren Spaltstellen. In der P;-
Position befinden sich groBe Aminosduren mit aromatischen (Tyr, His, Phe) oder sauren Seitenket-

ten (Glu).

3.1.2 Abbau synthetischer Proteasesubstrate

(a) Abbau von chromogenen Proteasesubstraten

Von den getesteten synthetischen pNA-Proteasesubstraten wurde Boc-Leu-Gly-Arg-pNA am
besten gespalten. Allerdings war die Aktivitit gegeniiber diesem Substrat nur gering. Das Peptid ist
ein typisches Substrat fiir die C3-Konvertase, den Blutgerinnungsfaktor Xa sowie den Plasminoge-
naktivator. Andere Substrate, die ebenfalls fiir Proteasen des Blutgerinnungssystems (Thrombin,
Plasmin) benutzt werden, sowie ein Kallikreinsubstrat werden in geringerem Ausmal} abgebaut.
Die relativen Abbauraten sind in Tab. 3 zusammengefasst. Substrate von Aminopeptidasen, Carbo-

xypeptidasen und Dipeptidasen wurden nicht abgebaut.

Tab. 3 Abbau chromogener pNA-Substrate durch die ICMP

Substrate relative Abbaurate (%)
Boc-Leu-Gly-Arg-pNA (C3-Konvertase, Faktor Xa, Plasminogenaktivator) 100,0%
Z-Phe-Arg-pNA (Kallikrein) 75,8%
Bz-Phe-Val-Arg-pNA (Thrombin) 30,9%
Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA (Plasmin) 25,3%

(b) Abbau von fluorogenen Proteasesubstraten
Gegeniiber den sensitiveren fluorogenen Substraten zeigte die ICMP deutlich hohere proteolytische
Aktivitdt. Alle Substrate mit mehr als zwei Aminosduren in der Peptidkette wurden mit und ohne

Zugabe von Aminopeptidase M getestet.
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Tab. 4 Abbau synthetischer fluorogener Substrate durch die ICMP

Substrat Typisches Substrat fiir Relative Abbaurate %
ohne Amino- mit Amino-
peptidase M peptidase M
Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC Furin, Kex2 Endoprotease 3,09 14,71
Boc-Glu-Ala-Arg-AMC Faktor XIa, Plasmin 3,07 12,31
Boc-Glu-Lys-Lys-AMC Plasmin 0,59 1,07
Boc-Gly-Lys-Arg-AMC Kex2 Endoprotease 13,08 12,81
Boc-Leu-Leu-Met-AMC Calpain - -
Boc-Leu-Met-AMC Calpain - -
Boc-Met-Met-AMC Calpain - 4,13
Boc-Val-Gly-Arg-AMC Faktor Xa, Plasminogenaktivator 16,24 22,87
Boc-Val-Leu-Lys-AMC Plasmin 2,31 3,36
Bz-Phe-Val-Arg-AMC Thrombin 3,49 100,00
MCA-Pro-Leu-Ala-GlIn-Ala-Val-Dap(Dnp)- TNF-a-converting enzyme 24,70 n.b.
Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH, (TACE), Matrixmetalloprotease
MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH, = Matrixmetalloprotease-2 9,19 n.b.
MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,  Matrixmetalloprotease-2/7 2,92 n.b.
MCA-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Lys(Dnp)-OH Thimet-Oligopeptidase 1,80 n. b.
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC Subtilisin, Thermolysin - 16,87
Suc-Leu-Tyr-AMC Calpain, E. coli Protease Ti - 2,23
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC Chymotrypsin, Papain, Calpain - 11,26
Z-Arg-Arg-AMC Cathepsin B 8,28 22,99
Z-Phe-Arg-AMC Kallikrein 1,11 2,22

Die hochste Aktivitidt wurde fiir das Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-Arg-AMC unter Zugabe von
Aminopeptidase M gefunden. Die dabei gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten wurden als
100%-Werte gesetzt. Ohne Aminopeptidase M betrigt die Abbaurate nur 3%. Als Spaltstellen
kommen Phe -J- Val oder Val -0- Arg in Frage. Ebenfalls mit relativ hoher Aktivitit werden das
Faktor Xa- bzw. Plasminogenaktivator-Substrat Boc-Val-Gly-Arg-AMC (22,87%) und das Ca-
thepsin B-Substrat Z-Arg-Arg-AMC (22,99%) unter Einwirkung von Aminopeptidase M gespalten.
Das Substrat Z-Arg-Arg-AMC wird demzufolge an der Stelle Arg -l- Arg gespalten. Fiir das
Substrat Boc-Val-Gly-Arg-AMC ergeben sich zwei mogliche Spaltstellen (Val -d- Gly, Gly -{-
Arg). Bei den Ansitzen ohne Aminopeptidase M fand sich nennenswerte Aktivitit nur bei Substra-
ten mit einem Arginylrest vor der fluorogenen Gruppe, wobei die Substrate dann besonders stark
gespalten wurden, wenn sich Glycin in P,- oder P;-Position befand. Substrate, die Phe, Met oder
Tyr in der P;-Position enthielten, wurden nicht gespalten. Die Substrate der Matrixmetalloproteasen
2 und 7 wurden nur in geringem Umfang gespalten. Das intramolekular gequenchte TACE-Substrat
MCA-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(Dnp)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH, wurde mit hoherer Aktivitit
gespalten. Eine das Ergebnis beeinflussende Reaktion der Aminopeptidase M mit den Substraten

ohne Einwirkung der ICMP ist nicht anzunehmen, da keines der Substrate einen freien N-Terminus
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hat und der niedrigste unter Einwirkung der ICMP gemessene Wert bei Reaktion mit dem Plasmin-

substrat Boc-Glu-Lys-Lys-AMC ca. 1% der Maximalspaltung betrug.

3.1.3 Abbau von Proteinen

Nach den Versuchen mit synthetischen Substraten war es von Interesse, welche im menschlichen
Korper vorkommenden Proteine durch die ICMP gespalten werden. Hierfiir wurden die in Tab. 5

aufgefiihrten Proteine als Substrate verwendet.

Tab. S Abbau von im menschlichen Korper vorkommenden Proteinen durch die ICMP

Protein Abbau durch die ICMP
Aktin (Rindermuskel) +)

0p-Antiplasmin (menschliches Plasma) -

Antithrombin III (menschliches Plasma) -

0L-Antitrypsin (menschliches Plasma) -

C-reaktives Protein (menschliches Aszites) -

Casein-Gemisch (Rindermilch) +

Fibrin (menschliches Plasma) -

Fibrinogen (menschliches Plasma) +)
Fibronektin (Mensch) -
Globin (menschliches Himoglobin) +)

Haptoglobin (menschliches Plasma) -
Humanes Serumalbumin -
Ig A (menschliches Plasma) -
Ig G (Kaninchenplasma) -
Kollagen Typ I (Rind) -
Lactoferrin (menschliche Milch) +)
Laminin (Mensch) -
Lysozym (Hiihnerei) -
apx-Makroglobulin (menschliches Plasma) -
Plasminogen (menschliches Plasma) -

Transferrin (menschliches Plasma) -

- kein Abbau; (+) unvollstindiger Abbau; + vollstindiger Abbau

In der SDS-PAGE war ein unvollstindiger Abbau durch eine Abnahme der Intensitit der Bande des
Substratleerwertes und/oder durch neu entstandene Banden bei kleineren Molmassen gekennzeich-
net. Bei vollstindigem Abbau des Substrats war die Bande des Substratleerwertes nach Zugabe der
ICMP nicht mehr sichtbar. Bei fehlendem Abbau blieb die Bande des Substratleerwertes unverin-
dert. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt.
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a) Abbau von Aktin b) Abbau von Lactoferrin

I 2 3 4 5 1 2 3 4 5

c) Abbau von Casein d) Abbau von Globin
1 23 4 5 1 2 3 4 5

i

b s

Abb. 5 Abbau von Proteinen durch die ICMP in der SDS-PAGE nach Coomassiefirbung
a) Aktin (10% Acrylamid), b) Lactoferrin (10% Acrylamid), c¢) Casein-Gemisch (15% Acrylamid),
d) Globin (15% Acrylamid). Spuren a) und b): 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt), 2 Enzymleer-
wert ICMP, 3 Substratleerwert, 4 Hauptwert a) 1h Inkubation, b) 4h Inkubation, 5 Hauptwert a) 2h
Inkubation, b) 8h Inkubation. Spuren c) und d): 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt), 2 Substrat-
leerwert, 3 Enzymleerwert ICMP, 4 Hauptwert 1h Inkubation, 5 Hauptwert 2h Inkubation.
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Der Abbau von Fibrinogen wurde unter nicht reduzierenden und unter reduzierenden Bedingungen
untersucht. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war eine Verschiebung der Bande des Substra-
tes hin zu einer kleineren Molmasse zu beobachten (siche Abb. 6a)). Aullerdem waren im mittleren
Bereich des Gels nach Einwirkung der ICMP weitere Banden sichtbar, u.a. im Bereich des Enzym-
leerewertes. Eine eindeutige Interpretation war nicht moglich, da das intakte Fibrinogenmolekiil
aufgrund seiner hohen Molmasse nicht in das Trenngel einwanderte und im Sammelgel verblieb.
Nach Zugabe von Mercaptoethanol zur Reduktion von Disulfidbriicken nach Abstoppen der Reak-
tion waren die einzelnen Ketten des Fibrinogenmolekiils als Banden in der SDS-PAGE sichtbar.
Das Fibrinogenmolekiil besteht aus zwei o-, zwei - und zwei y-Ketten. Wie in Abb. 6b) zu sehen,
sind die o~ und B-Ketten nach zwei Stunden Inkubationszeit in der SDS-PAGE nicht mehr nach-
weisbar, wohingegen die y-Ketten als schmale Bande sichtbar bleibt. Unter reduzierenden Bedin-
gungen zeigte sich demzufolge ein vollstédndiger Abbau der o- und B-Ketten sowie in ihrer Grofe

unverdnderte y-Ketten.

a) b)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Pt — S—

Abb. 6 Abbau von Fibrinogen durch die ICMP in der SDS-PAGE nach Coomassiefdrbung

a) unter nichtreduzierenden Bedingungen (10% Acrylamid), b) unter reduzierenden Bedingungen
(7,5% Acrylamid). Spuren: 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt), 2 Substratleerwert Fibrinogen,
3 Enzymleerwert ICMP, 4 Hauptwert 2h Inkubation, 5 Hauptwert 4h Inkubation

3.1.4 Interaktionen mit Plasminogen

Das chromogene Plasminsubstrat Chromozym ® PL mit der Struktur Tos-Gly-Pro-Lys-pNA wird
durch Plasmin hydrolytisch zu Tos-Gly-Pro-Lys und p-Nitroanilin gespalten. Es sollte so iiberpriift

werden, ob die ICMP Plasminogen zu Plasmin aktivieren kann. Bei den Versuchen zeigte sich, dass
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das verwendete Plasminogen eine relativ hohe Plasminaktivitit besitzt. Es war eine deutliche
Zunahme des pNA-Gehaltes nach der Reaktion von Plasminogen mit dem Substrat allein (Substrat-
leerwert) zu beobachten. Bei der Reaktion der ICMP mit dem Substrat (Enzymleerwert) kam es
ebenfalls zu einer deutlichen Zunahme des pNA-Gehaltes der Proben. Diese war geringfiigig hoher
als bei dem Substratleerwert. Die ICMP konnte demzufolge selbst Plasmin-Aktivitét besitzen. In
den Proben, in denen zunichst eine Inkubation der ICMP mit Plasminogen stattfand, war eine
hohere Aktivitdt messbar als im Substrat- und Enzymleerwert. Hier kam es moglicherweise zu
einer additiven Wirkung der beiden Einzelaktivitdten. Eine eindeutige Aussage iiber eine Aktivie-
rung von Plasminogen zu Plasmin durch die ICMP kann aus den Versuchen mit diesem chromoge-
nen Substrat nicht abgeleitet werden.

Die Plasminogenaktivierung wurde mit dem fluorogenen Plasminsubstrat Boc-Glu-Lys-Lys-AMC
untersucht, weil damit eine Beurteilung mit hoherer Empfindlichkeit moglich war. Ein weiterer
Vorteil war, dass die ICMP gegeniiber diesem Substrat nur eine sehr geringe proteolytische Aktivi-
tdt besitzt. Plasminogen selbst verursachte keine Zunahme der Fluoreszenz bei Einwirkung auf
dieses Substrat. Nach Inkubation der ICMP mit Plasminogen kam es zu einer geringen, aber ein-
deutigen Zunahme der Fluoreszenz (Abb. 7). Diese war im Verlauf von 1 und 2 Stunden weiter
leicht ansteigend. Unter Einwirkung der ICMP auf Plasminogen erfolgt demnach eine gering

ausgeprigte Zunahme der Plasminaktivitidt und damit eine Aktivierung des Plasminogens zu Plas-
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Abb. 7 Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin unter Einwirkung der ICMP. Messung der

Plasminaktivitit mit dem fluorogenen Substrat Boc-Glu-Lys-Lys-AMC

3.1.5 Versuche mit Inhibitoren

Die ICMP wird durch den Inhibitor EEDQ in ihrer Aktivitdt nicht beeinflusst. Bei Inhibitorkon-

zentrationen zwischen 0 und 1,5mM ist nach 30min Reaktionszeit zwischen ICMP und Inhibitor

39



eine gleichbleibende Enzymaktivitit gegeniiber radioaktiv markiertem Insulin messbar. Das

spricht gegen das Vorhandensein einer Carboxylgruppe im aktiven Zentrum des Enzyms.

3.2 Charakterisierung der CCMP von Bacillus cereus
3.2.1 Spaltspezifitit der CCMP

Als Substrate mit definierter Aminosduresequenz wurden die Insulin A- und Insulin B-Kette ver-
wendet. Beide wurden durch die Protease abgebaut. Die Spaltstiicke wurden mittels HPLC ge-
trennt. Nach einer Retentionszeit von ca. 40min erscheint der Peak, der der intakten Insulin A- bzw.
B-Kette entspricht. Dieser nahm an GrofBe ab, wohingegen die Peaks, die den einzelnen Spaltstii-
cken zugeordnet werden konnten, mit zunehmender Einwirkungszeit des Enzyms auf die jeweiligen

Insulin-Ketten an Grofle zunahmen.
P6
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Retentionszeit (min)

Abb. 8 Trennung der Bruchstiicke durch HPLC nach Spaltung der Insulin-B-Kette durch die
CCMP. a) Leerwert der Insulin-B-Kette (P6) b) nach 30min ¢) nach 60min d) nach 90min e) nach
120min Inkubationszeit der Insulin-B-Kette mit der CCMP

Das Molekulargewicht der Spaltstiicke wurde durch Massenspektrometrie bestimmt. Die Identifi-

zierung der Bruchstiicke erfolgte entsprechend der massenspektrometrischen Ergebnisse, in Zwei-

felsféllen durch N-terminale Sequenzierung. Damit konnten die Bruchstiicke eindeutig identifiziert
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und die Spaltstellen zugeordnet werden. In der Insulin A-Kette fanden sich folgende Spaltstellen:
Ala®-l- Ser’, Tyr'*-l- GIn"®, GIn" -l- Leu', Tyr'”-1- Cys®. Die Insulin B-Kette wurde an folgen-
den Stellen gespalten: Leu'' -0- Val'?, Glu" -l- Ala", Tyr'® -0- Leu"’, Leu'” -0~ Val'®, Tyr® -{-
Thr”. Eine Unterscheidung zwischen primiren und sekundiren Spaltstellen war nicht moglich.

Uber die gefundenen Spaltstellen lisst sich verallgemeinernd sagen, dass die CCMP bevorzugt
Peptidbindungen zwischen zwei aliphatischen Aminoséduren oder zwischen zwei Aminosduren mit
einer hydrophilen Seitenkette (-OH, -SH, -CONH,) oder Peptidbindungen zwischen je einer Ami-

nosdure dieser beiden Gruppen spaltet.

3.2.2 Abbau synthetischer Proteasesubstrate

(a) Abbau von chromogenen Proteasesubstraten

Fiir keines der drei getesteten Proteasesubstrate konnte ein messbarer Abbau gefunden werden.
Auch in einer vorangegangenen Arbeit war fiir weitere elf synthetische Substrate mit pNA kein
Abbau durch die CCMP nachgewiesen worden [109]. Aus den Ergebnissen der Untersuchungen zu
den Spaltstellen der Insulin-Ketten geht hervor, dass Camelysin hydrophobe Reste in der P,’-
Position meidet. Wahrscheinlich ist der Grund fiir den fehlenden Abbau solcher Substrate nicht ihre
Aminosduresequenz, sondern die Struktur und die Grofle der chromogenen Gruppe, in diesem Fall
para-Nitroanilid. Eine Interpretation der Ergebnisse dahingehend, dass Substrate mit diesen Amino-

sduresequenzen nicht abgebaut werden, ist daher nicht moglich.

(b) Abbau von fluorogenen Proteasesubstraten

Proteasesubstrate mit der fluorogenen Gruppe AMC sind sensitiver als pNA-Substrate. Der Abbau
der Substrate mit mehr als zwei Aminosduren wurde aus den unter 2.6.2 erlduterten Griinden je-
weils in einem Ansatz mit und ohne Aminopeptidase M getestet. Ohne Aminopeptidase M war fiir
die AMC-Substrate nur ein sehr schwach ausgeprigter Abbau nachweisbar und dieser auch nur
dann, wenn sich die Aminosidure Arg in P;-Position befand. Unter Zusatz von Aminopeptidase M
waren die Abbauraten insbesondere bei Substraten mit aliphatischen Aminosiuren in der Kette zum
Teil deutlich hoher. Wie auch para-Nitroanilid ist 7-Amino-4-methylcoumarin eine grof3e aromati-
sche Gruppe. Bei der Spaltung der Insulin-Ketten wurde gezeigt, dass Camelysin aromatische
Aminosiurereste in der P, -Position meidet. Das konnte den fehlenden Abbau dieser Substrate in
den Versuchen ohne Aminopeptidase M erkldren. Eine das Ergebnis beeinflussende Reaktion der
Aminopeptidase M mit den Substraten ohne Einwirkung der CCMP ist nicht anzunehmen, da
keines der Substrate einen freien N-Terminus hat und fiir die Calpainsubstrate Boc-Leu-Met-AMC
und Boc-Leu-Leu-Met-AMC keine Zunahme der Fluoreszenz unter Einwirkung der Aminopeptida-
se M gemessen werden konnte.

Anders verhilt es sich mit den intramolekular gequenchten Substraten. Diese wurden mit hoher
Spezifitdt mit niedrigen K,,-Werten abgebaut. Bei Substraten der Matrixmetalloproteasen sowie
beim TACE-Substrat war eine starke Fluoreszenzzunahme nach Reaktion mit der CCMP zu ver-

zeichnen. Bei den Berechnungen der relativen Abbauraten wurde die durchschnittliche Zunahme

41



der Fluoreszenz in relativen Fluoreszenzeinheiten iiber Ssec iiber eine Gesamtzeit von 300sec
zugrunde gelegt. Dabei entspricht der Wert fiir das Substrat mit dem hochsten Umsatz (hier das
MMP-2-Substrat) 100%. Alle anderen Abbauraten sind hierzu in Relation gesetzt. Um die Umsatz-
raten bei Substanzen mit zwei verschiedenen fluorogenen Gruppen vergleichen zu kénnen, wurde

der Umrechnungsfaktor 1,085 verwendet. Dieser war nach der unter 2.6.2 beschriebenen Methode

ermittelt worden. Es ergaben sich folgende relative Abbauraten:

Tab. 6 Abbau von fluorogenen Substraten durch die CCMP

Substrat Typisches Substrat fiir Relative Abbaurate %
ohne Amino-  mit Amino-
peptidase M peptidase M

Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC Furin, Kex2 Endoprotease - 46,18
Boc-Glu-Ala-Arg-AMC Faktor XIa, Plasmin 0,63 2,36
Boc-Glu-Lys-Lys-AMC Plasmin - 0,48
Boc-Gly-Lys-Arg-AMC Kex2 Endoprotease 3,87 4,26
Boc-Leu-Leu-Met-AMC Calpain - -
Boc-Leu-Met-AMC Calpain - -
Boc-Met-Met-AMC Calpain - 0,58
Boc-Val-Gly-Arg-AMC Faktor Xa, Plasminogenaktivator 9,03 17,41
Boc-Val-Leu-Lys-AMC Plasmin 1,47 5,12
Bz-Phe-Val-Arg-AMC Thrombin - 0,52
MCA-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-Dap(Dnp)-  TNF-a-converting enzyme 95,60 n.b.
Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH, (TACE), Matrixmetalloprotease

MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH,  Matrixmetalloprotease 2 100,00 n.b.
MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,  Matrixmetalloprotease 2/7 47,20 n.b.
MCA-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Lys(Dnp)-OH Thimet-Oligopeptidase 12,20 n.b.
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC Subtilisin, Thermolysin - 3,89
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC Chymotrypsin, Papain, Calpain 0,08 26,26
Suc-Leu-Tyr-AMC Calpain, E. coli Protease Ti - 6,07
Z-Arg-Arg-AMC Cathepsin B 1,65 14,63
Z-Phe-Arg-AMC Kallikrein 2,97 5,28

Es sollte tiberpriift werden, welches Spaltstiick bei der Spaltung des MMP-2/7-Substrates durch die
CCMP entsteht. Die fiir die HPLC vorbereiteten Proben ergaben eine nahezu lineare Abhingigkeit
der Menge des entstandenen Spaltproduktes von der Zeit. Die typische Spaltstelle der Matrixmetal-
loproteasen ist die Bindung Gly-4-Leu im MMP-2/7-Substrat MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-
Arg-NH,, sodass das Spaltprodukt MCA-Pro-Leu-Gly entsteht. Der kleinere aliphatische Rest ist in
der P;-Position. Welches Spaltstiick unter Einwirkung von Camelysin entsteht, konnte mittels
HPLC eindeutig nachgewiesen werden. Zunédchst wurden hierfiir HPLC-Liufe mit den in reiner
Form vorliegenden Spaltstiicken MCA-Pro-Leu und MCA-Pro-Leu-Gly durchgefiihrt. Es wurde
jeweils ein reproduzierbarer Peak fiir jedes Substrat nach definierten Retentionszeiten nachgewie-

sen. Nach Einwirkung von Camelysin auf das MMP-2/7-Substrat konnte MCA-Pro-Leu als Spalt-
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stiick eindeutig identifiziert werden. Es wurde eine proportionale Zunahme der Hohe des Peaks in
Abhingigkeit von der Zeit festgestellt (siche Abb. 9). Die CCMP spaltet demnach an der Bindung
Leu-J-Gly und bevorzugt den kleineren aliphatischen Rest in der P,’-Position. Das gleiche Bruch-
stiick MCA-Pro-Leu konnte bei den Substraten fiir die MMP-2 und TACE gefunden werden (Spalt-
stelle Leu-J-Ala).
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Abb. 9 Trennung der Bruchstiicke mit HPLC nach Spaltung des MMP-2/7-Substrates MCA-Pro-
Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, durch die CCMP

(c) Bestimmung von enzymKinetischen Parametern

Fiir die Reaktion der CCMP mit einzelnen Substraten wurden enzymkinetische Messungen zur
Bestimmung von K, und k., durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunéchst eine Eichkurve erstellt, um den
entsprechenden relativen Fluoreszenzeinheiten Substratkonzentrationen zuordnen zu kénnen.

Bei der graphischen und rechnerischen Bestimmung der kinetischen Konstanten ergaben sich

folgende Ergebnisse:



Tab. 7 Enzymkinetische Parameter fiir die Reaktion der CCMP mit fluorogenen Substraten

Substrat Ko (UM) ke 57)  kea/Ky (UM s
Suc-Leu-({)-Leu- 4 -Val-Tyr-AMC + Aminopeptidase M 91,80 50,70 0,55
Boc-Arg- | -Val-Arg-({)-Arg-AMC + Aminopeptidase M 20,00 29,82 1,49
MCA-Pro-Leu- { -Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, 8,09 6,18 0,76
MCA-Pro-Leu- | -Ala-Gln-Ala-Val-Dap(Dnp)-Arg-Ser- 9,32 18,90 2,03
Ser-Ser-Arg-NH,

MCA-Pro-Leu- | -Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH, 7,70 23,40 3,04

Die K,-Werte fiir die gequenchten MCA-Substrate sind deutlich niedriger als fiir die AMC-
Substrate. Hier ist zusétzlich die Wirkung der Aminopeptidase M zu beriicksichtigen. Das zeigt
eine hohe Affinitit der CCMP zu den Substraten der MMPs und TACE. Die Spezifitit fiir das
MMP-2-Substrat ist unter den hier verwendeten Substraten am hochsten. Die enzymkinetischen
Messungen korrelieren gut mit den relativen Hydrolyseraten der einzelnen Substrate unter Einwir-
kung der CCMP.

3.2.3 Abbau von Proteinen

Tab. 8 Abbau von Proteinen durch die CCMP

Protein Abbau durch die CCMP
Aktin (Rindermuskel) +

0,-Antiplasmin (menschliches Plasma) +

Antithrombin III (menschliches Plasma) (Hk

0-Antitrypsin (menschliches Plasma) +

C-reaktives Protein (menschlicher Aszites) -

Casein-Gemisch (Rindermilch) +)
Fibrin (menschliches Plasma) +
Fibrinogen (menschliches Plasma) +
Fibronektin (Mensch) -
Globin (menschliches Himoglobin) +

Haptoglobin (menschliches Plasma) -
Humanes Serumalbumin (+)

IgA (menschliches Plasma) -

IgG (Kaninchenplasma) -
Kollagen Typ I (Rind) +
Lactoferrin (menschliche Milch) +)

Laminin (Mensch) -
Lysozym (Hiihnerei) -
o,L-Makroglobulin (menschliches Plasma) -
Plasminogen (menschliches Plasma) (Hk

Transferrin (menschliches Plasma) -

- kein Abbau; (+) unvollstindiger Abbau; + vollstindiger Abbau; (+)kx Bildung eines Komplexes
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Die in Tab. 8 genannten im menschlichen Korper vorkommenden Proteine (Ausnahme Casein)
wurden unter der Frage getestet, ob sie von der CCMP abgebaut werden. Es zeigte sich hierbei
insbesondere eine Beeinflussung der Proteaseinhibitorsysteme des Plasmas sowie von Komponen-
ten des fibrinolytischen Systems.

In der SDS-PAGE war ein unvollstindiger Abbau durch eine Abnahme der Intensitéit der Bande des
Substratleerwertes und/oder durch neu entstandene Banden bei kleineren Molmassen gekennzeich-
net. Bei vollstindigem Abbau des Substrats war die Bande des Substratleerwertes nach Zugabe der
CCMP nicht mehr sichtbar. Bei fehlendem Abbau blieb die Bande des Substratleerwertes unverin-
dert. Die CCMP ist in der SDS-PAGE mit Coomassiefirbung nicht nachweisbar, aber in der ge-

wihlten Verdiinnung noch eindeutig aktiv.

a) Aktin b) Lactoferrin
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Abb. 10 (S.45-47) Abbau von Proteinen durch die CCMP in der SDS-PAGE nach Coomas-
siefidrbung

a) Aktin (10% Acrylamid), b) Lactoferrin (10% Acrylamid), c) Kollagen Typ I (10% Acryla-
mid), d) o,-Antiplasmin (10% Acrylamid), e) o;-Antitrypsin (15% Acrylamid), f) Globin
(15% Acrylamid), g) Casein (15% Acrylamid), h) HSA (10% Acrylamid)

Spuren: a) bis ¢) 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt), 2 Enzymleerwert CCMP, 3 Substrat-
leerwert, 4 Hauptwert 1h Inkubation, 5 Hauptwert 2h Inkubation

d) bis h) 1 Merck FEichproteine (unverdiinnt), 2 Substratleerwert, 3 Enzymleerwert CCMP,
4 Hauptwert 1h Inkubation, 5 Hauptwert 2h Inkubation
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¢) Kollagen Typ I d) ap-Antiplasmin
1 2 3 4 5 I 2 3 4 5

e) o-Antitrypsin f) Globin
I 2 3 4 5 I 2 3 4 5
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g) Casein h) Humanes Serumalbumin
1 2 3 4 5

p

Der Abbau von Fibrinogen wurde sowohl unter nicht reduzierenden (Abb. 11a)) als auch unter

reduzierenden (Abb. 11b)) Bedingungen untersucht.

Il 2 3 4 5 1.2 3 45

Abb. 11 Abbau von Fibrinogen durch die CCMP in der SDS-PAGE nach Coomassiefirbung.

a) unter nicht reduzierenden Bedingungen (10% Acrylamid), b) unter reduzierenden Bedingungen
(7,5% Acrylamid). Spuren: 1 Merck Fichproteine (unverdiinnt), 2 Substratleerwert Fibrinogen,
3 Enzymleerwert CCMP, 4 Hauptwert 2h Inkubation, 5 Hauptwert 4h Inkubation

47



Unter nicht reduzierenden Bedingungen wanderte das Molekiil im Substratleerwert auch bei
7,5%igen Gelen nicht in das Trenngel ein. In den Hauptwerten nach Inkubationszeiten von 2 und 4
Stunden fand sich eine Verschiebung der Bande des Substrats zu einer kleineren Molmasse. Das
unter Einwirkung der CCMP entstandene Protein wanderte in das Trenngel ein (sieche Abb. 11a)).
Hieraus lisst sich eine proteolytische Spaltung durch die CCMP vermuten. Eine eindeutige Aussa-
ge ist jedoch nicht moglich. Aus diesem Grund wurden die Versuche unter reduzierenden Bedin-
gungen wiederholt. Nach Zugabe von Mercaptoethanol zur Reduktion nach Abstoppen der Reakti-
on waren im Substratleerwert die einzelnen Ketten des Fibrinogenmolekiils als Banden sichtbar.
Wie in Abb.11b) zu sehen, werden die o- und B-Ketten nach zwei Stunden Inkubationszeit voll-
stindig abgebaut, wohingegen die y-Ketten als schmale Bande sichtbar bleiben.

Die Herstellung von Fibrin erfolgte in Form von Fibringerinnseln aus Fibrinogen und Thrombin.
Um ein festes Fibringerinnsel herzustellen, war vorab ein grolerer methodischer Aufwand erforder-
lich. Bei Reaktion von Fibrinogen und Thrombin entstand lediglich eine gelartige Masse, von der
sich durch Zentrifugation kein Uberstand abtrennen lieB. Nach Zugabe von Calcium in einer Kon-
zentration von 0,1mM im Ansatz entstanden in der Reaktion zwischen Fibrinogen und Thrombin
feste weille Gerinnsel nach Zentrifugation, die weiterverarbeitet werden konnten. Der Substratleer-
wert Fibrin ist aufgrund des grolen Molekiils in der SDS-PAGE nicht sichtbar. Nach Einwirken der
CCMP auf das Fibringerinnsel waren in der SDS-Gelelektrophorese eindeutig neue Banden im
kleineren Molmassebereich nachweisbar, die sich weder im Enzymleerwert noch im Substratleer-
wert fanden (siehe Abb. 12). Diese Spaltstiicke haben eine dhnliche GroBe wie die einzelnen Ketten
des Fibrinogenmolekiils. Damit konnte fiir die CCMP neben der fibrinogenolytischen auch eine

fibrinolytische Aktivitit nachgewiesen werden.

1 2 3 4 5

g T Abb. 12 Abbau von Fibrin durch die CCMP
in der SDS-PAGE (7,5% Acrylamid) nach
______ Coomassiefdarbung unter nicht reduzieren-
’::"' den Bedingungen
- Spuren: 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt),
PAN—— i 2 Enzymleerwert CCMP, 3 Substratleerwert
Wissni Fibrin 4h Inkubation, 4 Hauptwert 2h Inku-
bation, 5 Hauptwert 4h Inkubation

3.2.4 Versuche zur Aktivierung von Progelatinasen durch die CCMP

In Versuchen, in denen die Wirkung der CCMP auf Progelatinasen im Gelatine-Zymogramm

untersucht wurde, zeigte sich, dass die Progelatinase A unter Einfluss der CCMP abgebaut wurde,
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reife Gelatinase A jedoch nicht verdndert wurde. Unter Wirkung der B. cereus Protease wurden die
Banden von drei Formen der Progelatinase B zu kleineren Molekulargewichten verschoben. Die
Differenz gegeniiber der Kontrolle betridgt ca. 5kDa. Eine solche Grofleninderung konnte einem
Aktivierungsprozess entsprechen. Diese Versuche wurden von Dr. Arkona (Institut fiir Bioche-
mie I, Jena) durchgefiihrt.

Bei den hierzu von uns durchgefiihrten Versuchen zeigte sich, dass die CCMP selbst kollagenolyti-
sche Aktivitit besitzt. In der SDS-PAGE fand sich ein vollstindiger Abbau des Kollagens in den
Proben, die mit Kollagen und CCMP allein inkubiert wurden gegeniiber dem Substratleerwert mit
Kollagen. In den Proben, fiir die zuerst eine Reaktion zwischen Progelatinasen und CCMP herbei-
gefiihrt wurde, fanden sich Banden, die identisch mit dem Substratleerwert fiir Kollagen waren. Das
heifit, dass das Kollagen durch die Zugabe von mit CCMP vorinkubierten Progelatinasen nicht
abgebaut wurde. Eine Aktivierung der Progelatinasen liegt demzufolge nicht vor. Vielmehr muss
bei ginzlich fehlender kollagenolytischer Aktivitdt in den Proben, in denen Progelatinasen und
CCMP vorinkubiert wurden, eine Inaktivierung der CCMP durch die Progelatinasen stattgefunden
haben.

1 2 3 4 5 6 7 8

: Sl el Jeeeel By .
. e B 3 Abb. 13 Versuch der Aktivie-
- W [ l = |

rung von Progelatinasen durch
die CCMP; Nachweis einer ko-
lagenolytischen  Aktivitit der
CCMP in der SDS-Page (10%
Acrylamid) nach Coomassie-

farbung

Spuren: 1 Merck Eichproteine (unverdiinnt), 2 Enzymleerwert CCMP, 3 Substratleerwert Kollagen,
4 CCMP mit Kollagen 1h Inkubation, 5 CCMP mit Kollagen 2h Inkubation, 6 Progelatinasen mit
CCMP und Kollagen 1h Inkubation, 7 Progelatinasen mit CCMP und Kollagen 2h Inkubation, 8
Enzymleerwert Progelatinasen mit CCMP

3.2.5 Interaktionen mit Antithrombin III

Fiir das Plasmaprotein Antithrombin III konnte in der SDS-Gelelektrophorese kein Abbau nachge-
wiesen werden. Auffillig war jedoch, dass neue Banden entstanden, die weniger weit in das Gel
einwanderten als der Substratleerwert, also eine hohere Molmasse besallen als das Ausgangssub-
stratprotein. Die Banden waren weder beim Substratleerwert noch beim Enzymleerwert erkennbar.

Das lésst auf eine Komplexbildung unter Einwirkung der CCMP schlieBen.
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' ' F <+ Komplex

Abb. 14 Reaktion der CCMP mit An-
““u tithrombin III mit Bildung eines in der

SDS-PAGE sichtbaren Komplexes (10%

Acrylamidgel)

Spuren: 1 Merck Eichproteine (unver-

diinnt), 2 Enzymleerwert CCMP, 3 Sub-

stratleerwert AT III, 4 Hauptwert 1h Inku-

e ———— - o) bation, 5 Hauptwert 2h Inkubation

Ein moglicher Einfluss auf die Aktivitdt von Antithrombin III durch die CCMP wurde iiber die
AT III-Wirkung auf Thrombin getestet. Hierfiir ergaben sich folgende Fluoreszenzwerte (relative

Fluoreszenzeinheiten, RFU):

Thrombinaktivitit mit Boc-Phe-Val-Arg-AMC 272
Thrombinaktivitit unter Einfluss von AT III 76
Thrombinaktivitit unter Einfluss der CCMP
a) Thrombin : CCMP = 1:2 229
b) Thrombin : CCMP = 1:4 253
Thrombinaktivitit nach Reaktion CCMP + AT III
a) ATIII : CCMP = 1:1 260
b) AT I : CCMP = 1:2 216
Aktivitidt der CCMP gegeniiber dem MMP-2-Substrat
a) ohne Einfluss von AT III 150
b) unter Einfluss von AT III 142

Die Thrombinaktivitit wurde mit dem fluorogenen Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-Arg-AMC
gemessen. In Anwesenheit von AT III sinkt die Thrombinaktivitit auf etwa ein Viertel der Aus-
gangsaktivitit ab. Nach Einwirkung der CCMP auf AT III iiber eine Zeit von 15min ergaben sich
nach Hinzufiigen von Thrombin &hnliche Werte fiir die Thrombinaktivitdt wie ohne Antithrom-
bin III. Das heif}t, dass eine nahezu vollstindige Inaktivierung von Antithrombin III unter Einwir-
kung der CCMP angenommen werden muss, die vermutlich durch Komplexbildung zwischen
CCMP und AT I bedingt ist. Der Effekt ist bei einem molekularen Verhéltnis von 1:2
(AT III:CCMP) etwas geringer ausgeprigt als bei einem Verhiltnis von 1:1. Die Aktivitdt der
CCMP gegeniiber dem MMP-2-Substrat dndert sich in Anwesenheit von Antithrombin III nicht.
Die CCMP hat keinen Einfluss auf die Aktivitit von Thrombin gegeniiber dem Substrat Bz-Phe-
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Val-Arg-AMC. Die CCMP besitzt keine Aktivitit gegeniiber dem Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-
Arg-AMC.

3.2.6 Interaktionen mit Plasminogen
Nach Reaktion der CCMP mit Plasminogen zeigen sich in der SDS-PAGE neue Proteinbanden bei

einem hoheren Molekulargewicht als der Substratleerwert fiir Plasminogen. Auch hier lédsst sich
eine Komplexbildung zwischen Plasminogen und CCMP vermuten. Ein Abbau von Plasminogen

findet nicht statt.

1 2 3 4 5

<4— Komplex 1
—

) b b

Komplex 2

Abb. 15 Reaktion der CCMP mit
Plasminogen mit Bildung von in der
SDS-PAGE sichtbaren Komplexen
(10% Acrylamidgel nach Coomassie-
farbung)

S — | . ——

T —

Das chromogene Plasminsubstrat Chromozym ® PL mit der Struktur Tos-Gly-Pro-Lys-pNA wird
durch Plasmin hydrolytisch zu Tos-Gly-Pro-Lys und p-Nitroanilin abgebaut. Mit diesem Substrat
sollte tiberpriift werden, ob die CCMP Plasminogen zu Plasmin aktivieren kann. Bei den Versuchen
zeigte sich, dass das verwendete Plasminogen eine relativ hohe Plasminaktivitit besitzt. Es war eine
deutliche Zunahme des pNA-Gehaltes nach der Reaktion von Plasminogen mit dem Substrat allein
zu beobachten. Die CCMP hatte nur eine minimale Aktivitdt gegeniiber dem Substrat. In dem
Ansatz, bei dem zunichst eine Inkubation der CCMP mit Plasminogen erfolgte, zeigte sich bei
gleichem Verhiltnis von Plasminogen und Plasminsubstrat wie im Leerwert eine geringere Menge
an entstandenem pNA wihrend der gleichen Zeit. Dies konnte eine Hemmung der Plasminaktivitit
durch die CCMP bzw. einen Abbau von Plasmin bedeuten. Fine eindeutige Aussage ist aus den
Versuchen nicht ableitbar.

Der Versuch einer Plasminogenaktivierung wurde ebenfalls mit dem fluorogenen Plasminsubstrat
Boc-Glu-Lys-Lys-AMC durchgefiihrt. Die CCMP besitzt gegeniiber diesem Substrat keine proteo-
Iytische Aktivitit (sieche Tab. 6, S. 42). Auch die Einwirkung von Plasminogen auf dieses Substrat

hatte nur eine geringe Zunahme der Fluoreszenz zur Folge. Nach Inkubation der CCMP mit Plas-
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minogen kommt es zu einer nur wenig stirkeren Zunahme der Fluoreszenz. Eine weitere Zunahme
der Fluoreszenz im Verlauf von ein und zwei Stunden im Vergleich zur sofortigen Messung nach
Reaktion erfolgte nicht. Da nach diesen Ergebnissen keine oder nur eine sehr schwache Aktivierung
von Plasminogen zu Plasmin durch die CCMP vorliegt, wurde von einer grafischen Darstellung

abgesehen.

3.2.7 Versuche mit Inhibitoren

(a) Hemmung durch Diethylpyrocarbonat

Diethylpyrocarbonat (DEPC) reagiert bei pH 6 mit Histidylresten eines Proteins. Die CCMP wurde
bereits nach 10min bis zu einem Minimum an Restaktivitit von ca. 35% durch DEPC gehemmt.
Mit Hydroxylamin kann eine Decarbethoxylation erreicht werden, sodass wieder die urspriingli-
chen Histidinreste entstehen. Die CCMP erreichte nach Zugabe von Hydroxylamin innerhalb

weniger Minuten wieder ihre urspriingliche Aktivitét.

Zugabe von
Hydroxyl-

amin \L

Aktivitit der CCMP (PU/ml)

0 T T T ) 1
0 20 40 60 80 100

Zeit (min)

Abb. 16 Hemmung der CCMP durch DEPC und Reaktivierung durch Hydroxylamin

(b) Hemmung durch EEDQ

EEDQ reagiert mit Carboxylgruppen sauer Aminoséuren eines Proteins. Die CCMP wird durch den
Inhibitor EEDQ in ihrer Aktivitit nicht beeinflusst. Bei Inhibitorkonzentrationen zwischen 0 und
1,5mM ist nach 30min Reaktionszeit zwischen CCMP und Inhibitor eine gleichbleibende Enzym-
aktivitit gegeniiber Azokasein messbar. Das l4sst darauf schlieBen, dass keine Aminosdurereste mit
Carboxylgruppen (Asparaginsidure, Glutaminsidure) im aktiven Zentrum des Enzyms vorhanden

sind.
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4 Diskussion

4.1 ICMP von Pseudomonas aeruginosa

4.1.1 Vergleich mit anderen insulinspaltenden Enzymen

Die einzelnen Ketten des Insulinmolekiils (Insulin A- und Insulin B-Kette) werden eingesetzt, um
die Spaltspezifitit von Proteasen zu untersuchen und daraus Aussagen iiber bevorzugte Spaltstellen
der Enzyme ableiten zu konnen. So konnen Proteasen verglichen und klassifiziert werden. Insulin
ist ein Substrat, das nur von wenigen Proteasen gespalten wird. Sowohl fiir Eukaryonten als auch
fiir Prokaryonten sind wenige Enzyme bekannt, die einen Abbau des kompletten Insulinmolekiils,
bestehend aus Insulin A-Kette und Insulin B-Kette katalysieren. Diese Enzyme sind héufig auch in
vivo am Insulinabbau beteiligt.

Insulinspaltende Enzyme sind in vielen Geweben von eukaryontischen Lebewesen vorhanden.
Jedes Gewebe, an dem Insulin eine Wirkung entfaltet, besitzt auch die Fihigkeit, das Insulinmole-
kiil abzubauen. Das wichtigste insulinspaltende Enzym der Eukaryonten ist die IDE (Insulin degra-
ding enzyme = Insulinase = Insulysin, EC 3.4.24.56). Die hochste insulinspaltende Aktivitét befin-
det sich in Leber- und Nierengewebe. Der Insulinstoffwechsel ist nicht nur fiir den Abbau des
intakten und damit biologisch aktiven Molekiils im Rahmen der Regulation des Blutzuckerspiegels
von Bedeutung. Insulysin spielt eine multifunktionale Rolle bei grundlegenden zellulidren Prozessen
[121]. Beispielsweise besteht ein Zusammenhang zwischen dem Insulinstoffwechsel und der Ent-
stehung der nicht vererbten Form der Demenz vom Alzheimer-Typ, wobei die IDE eine hohe
Bedeutung hat [122-124].

Unter den bakteriellen Proteasen ist Pitrilysin von Escherichia coli (EC 3.4.24.55) als insulinspal-
tendes Enzym gut untersucht. Dieses auch als Protease III bezeichnete Enzym wurde zuerst 1979
von Cheng und Zisper beschrieben [44]. Es zeigt starke Homologien zu dem bei Siugetieren vor-
kommenden insulinspaltenden Enzym Insulysin. In drei Regionen des Enzyms fanden sich Uber-
einstimmungen mit Insulysin im Ausmaf von 54 und 80% [125]. Beide Enzyme sind Metallopro-
teasen, die zur gleichen Proteasenfamilie gehoren. Pitrilysin ist im periplasmatischen Raum lokali-
siert [126]. Seine Funktion ist bislang noch nicht endgiiltig geklart.

In den Zellhiillen von Pseudomonas aeruginosa fand sich insulinolytische Aktivitdt. Die insulin-
spaltende Protease konnte als fest an die Aulenmembran des gramnegativen Bakteriums gebunde-
nes Enzym identifiziert werden und wurde deshalb als insulinspaltende Membranprotease (ICMP)
bezeichnet. Fiir die ICMP konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Enzym ebenso wie bei
Insulysin und Pitrilysin um eine Zinkmetalloprotease mit Histidinresten im aktiven Zentrum han-
delt [107].

Eine der Hauptaufgaben dieser Arbeit war die Ermittlung der Substrat- und Spaltspezifitit der
ICMP. Einen Vergleich der dabei gefundenen Spaltstellen in der Insulin B-Kette mit denjenigen

anderer Proteasen zeigt Abb. 17.
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Insulysin i 1
Pitrilysin 1 1

Abb. 17 Spaltstellen der ICMP von P. aeruginosa in der Insulin B-Kette im Vergleich zu Insulysin
[127] und Pitrilysin [44]

Ein Vergleich der Spaltstellen in der Insulin B-Kette zeigt groBe Ahnlichkeit zwischen den drei
Enzymen. Die Spaltstelle Tyr'® -- Leu'” ist allen drei insulinspaltenden Enzymen gemeinsam. Die
zweite primire Spaltstelle der ICMP (Glu" -J- Ala') ist identisch mit dem zweiten Angriffspunkt
von Insulysin. Eine der sekundiren Spaltstellen der ICMP (Phe® -{- Tyr*®) gleicht einer der Spalt-
stellen von Pitrilysin. Damit ist insbesondere die Ahnlichkeit der primiren Spaltstellen der ICMP
mit denjenigen von Insulysin auffillig. Diese Ubereinstimmung in der Spaltspezifitit bei der Spal-
tung der Insulin B-Kette der drei verglichenen Enzyme legt die Vermutung nahe, dass zwischen der
ICMP und Insulysin bzw. Pitrilysin verwandtschaftliche Beziehungen bestehen. Weiteren Auf-
schluss hieriiber konnten Untersuchungen der jeweils codierenden Gene geben, was Gegenstand
einer weiterfiihrenden Arbeit sein konnte.

In ihren enzymatischen Eigenschaften unterscheiden sich die ICMP, Pitrilysin und Insulysin von-

einander (vgl. nachfolgende Tabelle).

Tab. 9 Vergleich der enzymatischen Eigenschaften verschiedener insulinspaltender Enzyme

ICMP von P. aerugi- Pitrilysin von E. coli ~ Insulysin von Eukary-
nosa [107, 111] [44, 128] onten [129, 130]
Molmasse 44,6 kDa 110 kDa 110 kDa
Lokalisation Membrangebunden an der Periplasma Cytosol
ZellauBenseite
pH-Optimum 6,0-7,0 7,0-7,5 6,5-8,5
Isoelektrischer Punkt 5,3 5,7 52
Temperaturoptimum 37°C 45°C 37°C
Hemmung durch
pCMB + - +
Todacetamid - -
EDTA + +

Im Unterschied zu Pitrilysin ist die ICMP in der Lage, auler Peptiden wie Insulin auch groflere
Proteine wie Casein, Globin, Aktin und Fibrinogen zu spalten [131]. Uber einen Abbau dieser
Proteine durch Insulysin ist ebenfalls nichts bekannt.

Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei der ICMP eindeutig um ein von der Protease III und
der IDE verschiedenes Enzym mit insulinspaltender Aktivitit handelt. Verwandtschaftliche Bezie-

hungen sind wahrscheinlich.
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4.1.2 Vergleich mit anderen Pseudomonas-Proteasen

Die bekannten extrazelluldren Proteasen von P. aeruginosa sind unterschiedlich gut untersucht.
Detailierte Kenntnisse liegen iiber die Alkalische Protease (neuerer Name Aeruginolysin) und iiber
die Elastase (neuerer Name Pseudolysin) vor, worauf in Kap. 1.2.3 eingegangen wurde. Zwei
weitere extrazellulidre Proteasen wurden ebenfalls in genanntem Kapitel erwihnt: Staphylolysin und
die Protease IV. Weiterhin ist eine Lysin-spezifische Protease bekannt. Sie gehort in die Gruppe der
Serinproteasen, spaltet Fibrinogen und ist eine Protease mit hoher Spezifitit, die nur Peptidbindun-
gen mit Lysylresten hydrolysiert [132]. Wahrscheinlich liegt hier eine Verwandtschaft mit der
Protease IV vor, die dhnliche Eigenschaften hat [88].

Die ICMP unterscheidet sich in ihren Eigenschaften von diesen Proteasen. Versuche mit Protea-
seinhibitoren ergaben eine Inaktivierung durch typische Metalloproteaseinhibitoren wie EDTA und
o-Phenanthrolin. Kein Aktivitdtsverlust erfolgte hingegen bei Reaktion mit dem typischen Se-
rinproteaseinhibitor PMSF [107]. Durch HPLC in Verbindung mit einer speziellen massenspektro-
metrischen Nachweismethode fiir Metallionen (inductively coupled plasma mass spectrometry)
wurde das Metallion im aktiven Zentrum der ICMP als Zinkion identifiziert, wobei pro Protease-
molekiil ein Zinkion nachgewiesen wurde. Proteingebundene Calciumionen fanden sich nicht
[133]. Als Metalloprotease unterscheidet sich die ICMP hinsichtlich des Aufbaus des aktiven
Zentrums von den als Serinproteasen charakterisierten Pseudomonas-Proteasen Protease IV und der
Lysin-spezifischen Protease.

Es konnte eine nahezu vollstindige Inaktivierung der ICMP durch DEPC und eine Reaktivierung
durch Hydroxylamin gezeigt werden [107]. Das ldsst auf das Vorhandensein von Histidinresten im
aktiven Zentrum der Protease schliefen. In den bekannten Metalloproteasen sind Histidinreste
typische Liganden von Zinkionen im aktiven Zentrum. Auch die gut untersuchten Pseudomonas-
Proteasen Pseudolysin und Aeruginolysin besitzen Histidinreste als Liganden des zentralen Zinki-
ons. Allerdings bestehen hinsichtlich ihrer Substrat- und Spaltspezifitit wesentliche Unterschiede
zur ICMP.

Bei einem Vergleich der Spaltstellen der ICMP in der Insulin B-Kette mit denen der bekannten
P. aeuruginosa Proteasen fillt auf, dass sich fiir die ICMP nur vier Spaltstellen fanden (Abb. 18).
Diese stimmen zum groflen Teil zwar mit Spaltstellen der Alkalischen Protease sowie der Elastase
tiberein. Es besteht jedoch eine wesentlich groflere Spezifitit, und der grofite Teil der fiir die ande-
ren Enzyme beschriebenen Spaltstellen konnte fiir die ICMP nicht nachgewiesen werden. Wahr-
scheinlich benotigt die Protease eine ldngere Erkennungssequenz in der Peptidkette. Hinsichtlich
der Spaltspezifitit ist die ICMP Insulysin und Pitrilysin dhnlicher als den bisher bekannten Protea-
sen von P. aeruginosa (s. Kap. 4.1.1). Die priméren Spaltstellen der ICMP sind identisch mit den

Spaltstellen von Insulysin in der Insulin B-Kette.
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Abb. 18 Vergleich der Spaltstellen beim Abbau der Insulin B-Kette fiir verschiedene Proteasen von
P. aeruginosa: ICMP, Pseudolysin [134] und Aeruginolysin [134]

Weitere Unterschiede liegen im Sekretionsvorgang und der Bindung an die Zellmembran. Die
ICMP ist als aktives Enzym an die AuBenmembran gebunden [111]. Andere, in Form aktiver
Vorstufen oder in ihrer aktiven Form an die Zellmembran gebundene Proteasen sind fiir
P. aeuruginosa nicht bekannt. Pseudolysin wird zunéchst als Preproenzym synthetisiert. Wihrend
des Sekretionsvorgangs wird ein 2.400 Da grofles Signalpeptid in der inneren Bakterienmem-bran
durch eine Signalpeptidase abgespalten. Dadurch entsteht das Proenzym. Die Abspaltung des
18kDa groflen Propeptids erfolgt autoproteolytisch im Periplasma. Das abgespaltene Propeptid
bleibt an das Enzym gebunden. Dieser Komplex ist inaktiv. Das Propeptid wirkt als Proteaseinhibi-
tor und schiitzt so die Zelle vor Selbstzerstdrung [135]. AuBlerdem spielt das Propeptid fiir den
Sekretionsvorgang der Protease eine wichtige Rolle, indem es als Chaperon wirkt und eine Infor-
mation iiber die endgiiltige Lokalisation von Pseudolysin enthélt. Innerhalb der Zellhiille gibt es
Proteinsekretionssysteme, die erforderlich sind, um die Proteine in den Extrazelluldrraum zu trans-
portieren [136]. Pseudolysin bleibt nicht an die Zellmembran gebunden. Fiir Aeruginolysin ist kein
N-terminales Signalpeptid beschrieben. Die Sekretion erfolgt iiber das Typ I Sekretionssystem
[137]. Eine Membranbindung ist nicht bekannt.

Auch gegeniiber Proteaseinhibitoren verhilt sich die ICMP anders als Pseudolysin. Inhibitoren wie
Phosphoramidon, Zincov, Captopril und Thiorphan, die typischerweise Proteasen der Thermolysin-
familie, zu der auch Pseudolysin gehort [138], hemmen, verminderten die Aktivitit der ICMP nicht
oder nur in geringem Ausmaf [107]. Demzufolge ist eine Zugehorigkeit der ICMP zu dieser Pro-
teasenfamilie nicht anzunehmen. Ein dhnlicheres Verhalten gegeniiber Inhibitoren findet sich im
Vergleich mit Aeruginolysin [74]. Das konnte eine Einordnung der ICMP in den Clan MB der

Metalloproteasen, zu dem auch Aeruginolysin gehort, nahelegen.

Tab. 10 Vergleich enzymologischer Eigenschaften verschiedener Proteasen von P. aeruginosa

ICMP [107, 111] Elastase [78] Alkalische Protease [74]

Molekulargewicht 44,6 kDa 33 kDa 46,4 kDa
Isoelektrischer Punkt 5,3 5,9 4,1
pH-Optimum 6,0-7,0 7,0-8,0 6,0-10,0
Temperaturstabilitét bis 40°C bis 50°C bis 60°C
Substratspezifitit

FAGLA - + -

Z-Phe-Arg-AMC - n.b. +
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4.1.3 Einfluss auf das Gerinnungssystems und das fibrinolytische System
Fiir zahlreiche Bakterienproteasen konnte ein Eingreifen in die Gerinnungskaskade und das fibrino-
lytische System nachgewiesen werden. Ein kurzer Uberblick hieriiber wurde bereits in Kap. 1.1.4
gegeben. Ausfiihrliche Untersuchungen hieriiber gibt es fiir Proteasen von Pseudomonas, Candida
und Serratia. So konnte gezeigt werden, dass es unter Einwirkung der alkalischen Protease von
P. aeruginosa zu einer starken Aktivierung von Faktor XII, Faktor X und Prothrombin kommt.
Diese Aktivierung von Gerinnungsfaktoren an Schliisselstellen der Kaskade wurde durch endogene
Plasmaproteaseinhibitoren nicht beeinflusst [26]. Eine Spaltung von Fibrinogen konnte fiir die
Protease IV von P. aeruginosa gezeigt werden. Die drei Ketten des Fibrinogenmolekiils werden
innerhalb einer Stunde vollsténdig abgebaut [88].

In der Gerinnungskaskade wird Fibrinogen unter Einwirkung von Thrombin durch Proteolyse zu
Fibrinmonomeren umgewandelt, die sich dann zu grofen Einheiten zusammenlagern und unter
Einwirkung von Faktor XIII ein quervernetztes Fibringerinnsel bilden. Fiir die ICMP konnte der
Abbau von Fibrinogen nachgewiesen werden. Unter nicht reduzierenden Bedingungen bleibt eine
scharf abgegrenzte Proteinbande in der SDS-PAGE bei etwas geringerer Molmasse im Vergleich
zur Bande des Fibrinogens sichtbar. Unter reduzierenden Bedingungen zeigten sich im Substrat-
leerwert verschiedene Banden bei geringeren Molmassen, die den einzelnen Ketten des Fibrino-
genmolekiils zuzuordnen sind. Nach Einwirkung der ICMP bleibt lediglich die Bande mit der
kleinsten Molmasse, die den y-Ketten entspricht, weiterhin sichtbar. Im niedrigeren Molmassebe-
reich treten vorher nicht sichtbare Banden auf. Es scheint demzufolge ein spezifischer Abbau der o.-
und B-Ketten des Fibrinogens vorzuliegen, wodurch es zu einer gestorten Blutgerinnung kommen
kann. Ein Abbau von Fibrin durch die ICMP konnte nicht festgestellt werden. Der Mechanismus
der Fibrinogenspaltung unterscheidet sich deutlich von dem der Protease IV. Die Reaktion mit der
Serinprotease hat einen vollstindigen Abbau aller drei Ketten des Fibrinogens innerhalb kurzer Zeit
zur Folge. Bei Reaktion mit der ICMP hingegen werden die o~ und die B-Kette abgebaut, die -
Ketten bleiben als Bande in der SDS-Elektrophorese sichtbar.

Bei den von uns durchgefiihrten Untersuchungen ergaben sich auSerdem Hinweise fiir das Eingrei-
fen der ICMP in das fibrinolytische System, welches der Aufrechterhaltung des hidmostatischen
Gleichgewichts dient. Zur Einleitung der Fibrinolyse wird zunichst Plasminogen in Plasmin um-
gewandelt. Diese Umwandlung erfolgt durch verschiedene Plasminogenaktivatoren. Man unter-
scheidet intrinsische (Blutgerinnungsfaktoren XI und XII, Prékallikrein) und extrinsische Plasmi-
nogenaktivatoren (Urokinase aus Harnwegsepithelien, t-PA aus Gefilendothelzellen). Plasmin ist
in der Lage, Peptidbindungen in den Verbindungsregionen zwischen den Fibrinmonomeren zu
spalten. Eine physiologische Hemmung des fibrinolytischen Systems erfolgt sowohl auf der Ebene
der Plasminaktivatoren als auch auf der Ebene des aktiven Plasmins durch o,-Antiplasmin. Mit der
Frage, ob die ICMP zu einer Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin fiihrt, wurden Versuche mit
dem chromogenen Plasminsubstrat Chromozym ® PL durchgefiihrt. Hierin war sowohl unter
Einwirkung der ICMP auf das Substrat ohne Plasminogen als auch unter Einwirkung von Plasmi-

nogen allein auf das Substrat eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz nachweisbar. Diese war
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etwas ausgeprigter, wenn zunéchst die ICMP mit Plasminogen reagierte und dann die Plasminakti-
vitdt bestimmt wurde. Fine Aussage iiber die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch die
ICMP kann aufgrund der hohen Aktivitit des Plasminogens gegeniiber dem Substrat nicht getroffen
werden. Die Ergebnisse sprechen jedoch dafiir, dass die ICMP selbst Plasminaktivitit und damit
fibrinolytische Aktivitit besitzen konnte. Eine andere Moglichkeit, den Einfluss der ICMP auf die
Plasminogenaktivierung zu testen, waren Versuche mit dem fluorogenen Plasminsubstrat Boc-Glu-
Lys-Lys AMC. Hierin zeigte sich eine leichte Aktivierung des Plasminogens zu Plasmin unter der
Einwirkung der ICMP. Eine Hemmung der Plasminaktivitédt durch die ICMP liegt nicht vor.

Eine Fibrinogenolyse, eine mogliche Plasminaktivitit der ICMP und eine, wenn auch nur schwach
ausgeprigte, Plasminaktivierung wirken gleichsinnig in Richtung einer Aktivierung des fibrinolyti-
schen Systems bzw. wirken einer Thrombenbildung entgegen.

Im menschlichen Organismus besteht ein genau reguliertes Gleichgewicht zwischen den Kompo-
nenten der einzelnen Systeme. Die ICMP scheint das Gleichgewicht in Richtung des fibrinolyti-
schen Systems zu verschieben. Wie oben beschrieben, konnte fiir andere Pseudomonas-Proteasen
eine Aktivierung von Gerinnungsfaktoren nachgewiesen werden, die zu einer vermehrten Bildung
von Thromben fiihrt. Zwischen verschiedenen Pseudomonas-Proteasen besteht ein komplexes
Zusammenspiel durch das Eingreifen in beide Systeme.

Ebenfalls in diesem Zusammenhang ist zu sehen, dass andere, bereits lange bekannte Pseudomo-
nas-Proteasen wie das Pseudolysin und Aeruginolysin, in der Lage sind, am Aufbau von Basal-
membranen beteiligte Proteine, abzubauen [79]. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass kapillidre
Basalmembranen in der Augenlinse, in den Glomeruli der Niere und in der Lunge (Versuche je-
weils an Rindergewebe) durch Pseudolysin angegriffen werden [139]. Dadurch ist es den die Ge-
rinnungsvorginge beeinflussenden Proteasen moglich, an den Ort ihrer Wirkung, ndmlich in das
Blutplasma zu gelangen. Eine proteolytische Aktivitdt der ICMP gegeniiber Aktin, das am Aufbau
von GefidBwinden beteiligt ist, konnte hier von Bedeutung sein. Es ist anzunehmen, dass dieses
komplexe Zusammenwirken verschiedener Proteasen dazu beitrégt, die massiven und hiufig zum
Tode fithrenden Stérungen der Blutgerinnung im Rahmen einer bakteriellen Sepsis hervorzurufen.
Insgesamt gibt es weitere Ansatzpunkte, den Einfluss der ICMP auf das Gerinnungs- und das
fibrinolytische System zu untersuchen. Dass die von uns untersuchte Protease Auswirkungen auf

Faktoren des Gerinnungsystems hat, konnte eindeutig gezeigt werden.

4.2 CCMP von Bacillus cereus

4.2.1 Vergleich mit anderen Proteasen von Bacillus sp. und Fragilysin

Bislang sind zahlreiche intra- und extrazelluldre Proteasen bekannt, die vom Mikroorganismus
B. cereus produziert werden. Hierzu zihlen viele Enzyme, die nur sehr wenig charakterisiert sind
und bisher noch keiner Protease-Familie zugeordnet werden konnten. Zu den bestuntersuchten und
seit langem bekannten extrazelluldren Proteasen von Bacillus-Arten gehoren neutrale Metallopro-

teasen aus der Thermolysin-Familie und alkalische Serinproteasen aus der Subtilisinfamilie.
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Von den Subtilisinen unterscheidet sich die CCMP durch ihr Verhalten gegeniiber Inhibitoren und
durch ihre Substratspezifitit. Subtilisine werden durch typische Serinproteaseinhibitoren wie PMSF
und DFP inaktiviert [140]. Die CCMP zeigt eine Inaktivierung bei der Reaktion mit Metalloprotea-
seinhibitoren wie EDTA und o-Phenanthrolin. Serinproteaseinhibitoren haben keinen signifikanten
Einfluf} auf die Aktivitit der CCMP [108].

Bei der Reaktion von Histidin mit DEPC entstehen Dicarbethoxyhistidyl-Derivate [113]. Wird ein
Enzym in seiner Aktivitit durch DEPC gehemmit, so lédsst sich vermuten, dass Histidin im aktiven
Zentrum vorhanden ist und eine wesentliche Rolle fiir die Funktion der Protease spielt. Neben der
Reaktion von DEPC mit dem Histidinrest wird auch die Reaktion mit Tyrosinresten beschrieben.
Diese ist jedoch nicht in vollem Umfang unter dem Einfluss von Hydroxylamin reversibel. Die fiir
die CCMP gezeigte partielle Hemmung durch DEPC und die Wiederherstellung der vollen Aktivi-
tdat durch Hydroxylamin spricht fiir das Vorhandensein von Histidinresten im aktiven Zentrum.

Die Vollsequenzierung des Gens in weiteren Untersuchungen zeigte ebenfalls eindeutig, dass
Histidin im aktiven Zentrum der CCMP vorkommt. Es ist bekannt, dass Metalloproteasen, insbe-
sondere Zinkproteasen typischerweise Histidin als einen der Aminosiureliganden des Zinkions
besitzen. Die CCMP besitzt jedoch keine typische Metalloprotease-Consensus-Sequenz und gehort
zu einem neuen Typ von Zink-Metalloproteasen [141].

Die Spaltstellen der CCMP in der Insulin A- und B-Kette unterscheiden sich weitgehend von
denjenigen anderer Bacillus-Proteasen wie Thermolysin und Subtilisin. Einige wenige Spaltstellen
stimmen tiberein. Subtilisine sind relativ unspezifische Proteasen. Sie spalten die Insulin B-Kette an
zahlreichen Stellen. Im Vergleich hierzu ist die CCMP ein sehr viel spezifischeres Enzym, das
hohere Anforderungen an das Substrat stellt. Bei Untersuchungen mit Proteasesubstraten zeigten
die Subtilisine eine Bevorzugung grofer aromatischer Seitenketten in der P1- und P4-Position
[142]. Im Unterschied hierzu spaltet die CCMP eher Peptidbindungen zwischen aliphatischen
Aminosduren, zwischen Aminosiuren mit einer hydrophilen Seitenkette oder Bindungen zwischen
je einer Aminosdure dieser beiden Gruppen. Auch der Abbau der Insulin B-Kette durch Thermoly-
sin ist unspezifischer als die Spaltung durch die CCMP. Einen Vergleich der Spaltstellen in den
Insulin-Ketten zeigt die folgende Abbildung.

a) 1 2345 67 8 910 111213141516 17 18 19 20 21
G-I-V-E-Q-C-C-A-S-V-C-S-L-Y-Q-L-E-B-Y-C-B

CCMP 1 t 1 1

Thermolysin 1 1

b) 1 2 34 567 8 910 11 12131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
F-V-N-Q-H-L-C-G-S-H-L-V-E-A-L-Y-L-V-C-G-E-R-G-F-F-Y-T-P-K-A

CCMP ot t

Thermolysin 1 1 to1t Tt 1

Subtilisin 11 1 1 1 1 1 111 (R N

Abb. 19 Spaltspezifitit von Camelysin fiir a) die Insulin-A-Kette und b) die Insulin-B-Kette im
Vergleich zu Subtilisin [143] und Thermolysin [143]
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Subtilisine und Thermolysine werden als Preproenzyme synthetisiert und als Vorstufen durch die
Bakterienmembran transportiert. Die reifen Enzyme werden in den Extrazelluldrraum abgegeben
[144, 145]. Im Gegensatz hierzu ist die CCMP als reifes Enzym fest an die Zellmembran gebunden
[108]. Ein weiteres Indiz fiir die Lokalisation der CCMP an der AulBlenseite der Zellhiille ist der
Transfer dieses Proteins von intakten Bakterienzellen auf Liposomen. Da nur hohe Detergenzkon-
zentration oder organische Losungsmittel eine Solubilisierung der Protease bewirken, ist eine feste
Bindung an die Zellhiille anzunehmen [141].

Das genetisch mit B. cereus eng verwandte Pflanzenschutzbakterium Bacillus thuringiensis produ-
ziert ein gegen Motten wirksames Toxin, das Ahlichkeiten in der Aminosiuresequenz mit der
CCMP zeigt [146]. Fiir eine weitere Protease mit der Bezeichnung Camelysin von B. thuringiensis,
ein Enzym, das erst kiirzlich charakterisiert wurde, fanden sich Homologien mit der CCMP [147,
148].

Der Vergleich mit einer weiteren Bakterienprotease ist von Interesse. Zwischen dem Enterotoxin
Fragilysin von Bacteroides fragilis und der CCMP liegen eine Reihe von Ahnlichkeiten vor. So-
wohl B. cereus als auch B. fragilis sind in der Lage, beim Menschen Diarrhoen hervorzurufen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Protease Fragilysin aufgrund ihrer proteolytischen Aktivitit Tight
junctions zwischen Zellen des Darmepithels sowie die Basalmembran zerstort [149]. Dadurch
kommt es zu Fliissigkeitsverlusten in das Darmlumen und damit zu einer Diarrhoe [150]. Die
CCMP zeigt proteolytische Aktivitdt gegeniiber einem dhnlichen Spektrum an Proteinen wie Fragi-
lysin. Beide spalten Kollagen, Fibrinogen, Aktin und «-Proteaseinhibitor. Auflerdem konnte
gezeigt werden, dass Fragilysin in die Gruppe der Metalloproteasen gehort und die zinkbindende
Region eine fiir Matrixmetalloproteasen typische Aminosduresequenz enthélt [151]. Hier kdnnten
weitere Ahnlichkeiten vorliegen, da auch die CCMP eine hohe Aktivitit gegeniiber typischen
Substraten von Matrixmetalloproteasen zeigt. In weiterfithrenden Untersuchungen konnte gepriift
werden, ob die CCMP iiber einen dhnlichen Wirkmechanismus an den Darmepithelien Diarrhoen

auslost wie Fragilysin.

4.2.2 Einfluss auf das Gerinnungssystem und das fibrinolytische System

Der Einfluss der CCMP auf das Gerinnungssystem und das fibrinolytische System wurde von
verschiedenen Seiten untersucht. Zunichst zeigte sich ein eindeutiger Abbau des Fibrinogenmole-
kiils. Unter reduzierenden Bedingungen waren in der SDS-PAGE im Substratleerwert die einzelnen
Ketten des Fibrinogenmolekiils sichtbar. Nach Einwirken der CCMP iiber 2 Stunden war im Be-
reich der y-Kette noch eine scharf begrenzte, aber weniger starke Bande sichtbar, die sich bei einer
Einwirkzeit von 4 Stunden in ihrer Intensitit weiter verringerte. Die Banden der a- und -Ketten
waren schon nach 2 Stunden Reaktionszeit nicht mehr sichtbar. Eine erhaltene Funktion des Fibri-
nogenmolekiils ist nach diesen ausgedehnten proteolytischen Prozessen nicht mehr vorstellbar.
Damit vemindert die CCMP das fiir die Blutgerinnung zur Verfiigung stehende Fibrinogen und
hemmt so eine effiziente Koagulation des Blutes. Die CCMP ist auBlerdem in der Lage, Fibrin

abzubauen. Diese direkte Fibrinolyse verschiebt das Gleichgewicht der Gerinnungskaskade in die
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gleiche Richtung wie die Fibrinogenolyse. Es ist auflerdem bekannt, dass Fibrin- und Fibrino-
genspaltprodukte eine Polymerisation des Fibrins hemmen, die Wirkung von Thrombin beeintrich-
tigen sowie die Plittchenadhision an fremden Oberflichen vermindern, was zu einer weiteren
Gerinnungshemmung fiihrt. Fibrinolytische Aktivitit hat aulerdem eine grole Bedeutung bei der
Invasivitit und Ausbreitung von Bakterien, bei entziindlichen Prozessen und Reaktionen des Im-
munsystems [29].

Auf der Seite des fibrinolytischen Systems scheint die CCMP direkte Interaktionen mit Plasmino-
gen einzugehen. In der Elektrophorese war eine Komplexbildung zwischen Plasminogen und der
CCMP sichtbar, was einen Einfluss auf die Funktion haben konnte. Aussagen dariiber konnten aus
Versuchen mit einem chromogenen und einem fluorogenen Substrat nicht gewonnen werden.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass die CCMP zu einer partiellen Aktivierung von Plasminogen
fiihrt [108]. Interaktionen mit Plasminogen sind ein weit verbreiteter Pathomechanismus von Mik-
roorganismen, der ihre Invasivitdt und Ausbreitung begiinstigt. Beispielsweise konnte dies kiirzlich
fiir Cryptococcus neoformans gezeigt werden [152]. Die Fibrinolyse wird physiologisch auf der
Ebene der Plasminaktivatoren durch verschiedene Plasminaktivatorinhibitoren und auf der Ebene
des Plasmins durch o,-Antiplasmin reguliert. Die CCMP fiihrt zu einem vollstindigen Abbau des
Proteaseinhibitors o,-Antiplasmin. Die Wirksamkeit des Plasmins wird dadurch indirekt erhoht,
was zu einer weiteren Aktivierung der Fibrinolyse fiihrt.

Antithrombin III ist ein Regulator des Gerinnungssystems. Es wirkt als Proteaseinhibitor und
hemmt die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen durch Thrombinhemmung. Auflerdem hemmt An-
tithrombin III die Faktoren IXa, Xa, XIa und XIla sowie Plasmin. Die CCMP bildet mit An-
tithrombin III in der SDS-PAGE nachweisbare Komplexe. Unter Einwirkung der CCMP kommt es
zu einer nahezu vollstdndigen Inaktivierung von AT III. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es
durch Interaktionen der CCMP mit AT III zu einer hoheren Thrombinaktivitit kommt. Dies hitte
zur Folge, dass die Fibrinbildung begiinstigt wird. Auch die Aktivitit der Faktoren [Xa, Xa, XlIa
und XIla wiirde steigen. Am Ende der Kaskade steht eine vermehrte Thrombenbildung.

Die Wirkungen der CCMP auf Blutgerinnung und Fibrinolyse erscheinen komplex und beeinflus-
sen das Gleichgewicht durch verschiedene Angriffspunkte in beide Richtungen. Auch fiir Vibrio
vulnificus ist eine Protease mit einerseits fibrinolytischer Aktivitit und andererseits Aktivierung von
Prothrombin beschrieben worden [153]. Die Inaktivierung von AT III durch die CCMP hat eine
thrombogene Wirkung zur Folge, der Abbau von Fibrinogen und Fibrin sowie der Abbau des
Plasmininhibitors o,-Antiplasmin und eine partielle Aktivierung von Plasminogen bewirken eine
Verstirkung der Blutungsneigung. Im Rahmen schwerer bakterieller Infektionen kann es zum Bild
einer disseminierten intravasalen Koagulopathie kommen. Hierbei werden durch eine zunichst
tiberschieBende Blutgerinnung Gerinnungsfaktoren verbraucht, und es resultiert nachfolgend eine
verstirkte Blutungsneigung. Es ist vorstellbar, dass die CCMP an diesen Vorgingen beteiligt sein
konnte. Auch das Eindringen von B. cereus an fibrinbelegten Oberfldchen, beispielsweise Wunden,

wird durch die fibrinolytische Aktivitit begiinstigt.
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Bisher sind von B. cereus keine Proteasen bekannt, die in die Gerinnungsvorginge des Wirtsorga-
nismus eingreifen. Erstmalig konnte dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.
Aufgrund dieser Ergebnisse und der bisher bekannten Mechanismen der Beteiligung von Bakteri-
enproteasen an pathologischen Gerinnungsvorgéngen, z.B. bei einer Sepsis, liegt die Vermutung

nahe, dass die CCMP einen wichtigen Pathogenitiitsfaktor von B. cereus darstellt.

4.2.3 Interaktionen mit Proteaseinhibitorsystemen

Im menschlichen Plasma liegt der Anteil der Proteaseinhibitoren bei 10% der Gesamtproteinmenge.
Die groBte Bedeutung bei der Regulation verschiedener proteolytischer Enzyme haben o-
Antitrypsin, Cl-Inhibitor, 0,-Antiplasmin, Antithrombin III und o,-Makroglobulin [154]. Bei
normaler Funktion der wirtseigenen Proteaseinhibitorsysteme konnte den meisten der unter 1.1.4
(a)-(e) beschriebenen pathologischen Effekte, die durch Bakterienproteasen hervorgerufen werden
konnen, entgegengesteuert werden. Proteasen von Bakterien entziehen sich nicht nur den Regulati-
onsmechanismen der Proteaseaktivitit, sondern beeintrichtigen in erheblichem Ausmal} auch die
Proteaseinhibitoren in ihrer Funktion. Dieser Vorgang ist als wirkungsvoller indirekter pathogeneti-
scher Mechanismus anzusehen (siehe 1.1.4 (e)).

Inzwischen ist fiir zahlreiche Bakterienproteasen bekannt, dass sie ihre Wirkung unter anderem auf
der Ebene der Proteaseinhibitoren entfalten. Zuerst wurde der Abbau und damit auch die Inaktivie-
rung von o;-Proteaseinhibitor von Morihara et al. 1979 fiir die Elastase und die alkalische Protease
von P. aeruginosa gezeigt [47]. Auch Proteasen unterschiedlicher Stimme von Staphylococcus
aureus fiihren zu einer Inaktivierung von o,-Proteaseinhibitor durch Proteolyse und fiihren so zu
einer Dysregulation der neutrophilen Elastase [48]. Ebenso sind Proteasen von Serratia marcescens
in der Lage, Plasmaproteaseinhibitoren abzubauen und damit zu inaktivieren [46]. Fiir die CCMP
konnte eine hohe proteolytische Aktivitdt gegeniiber o -Antitrypsin und 0,-Antiplasmin gezeigt
werden. Hier ist eine Funktionseinschrinkung der Aktivitit der Proteaseinhibitoren anzunehmen.
Mit Antithrombin III bildet die CCMP stabile Komplexe, die selbst durch die SDS-Elektrophorese
nicht auflosbar sind. In weiteren Versuchen konnte eine Inaktivierung von AT III durch die CCMP
nachgewiesen werden.

Neben der CCMP gibt es fiir bisher bekannte Proteasen von B. cereus keine Hinweise darauf, dass
sie in Plasmaproteaseinhibitorsysteme des Wirtsorganismus eingreifen. Diese Mechanismen konn-

ten bei der Entstehung schwerer Infektionen bis hin zur Sepsis mit B. cereus von Bedeutung sein.

4.2.4 Zusammenhiinge mit Matrixmetalloproteasen

Matrixmetalloproteasen (MMPs) sind Enzyme, die Proteine der extrazelluldren Matrix (ECM),
z.B. Kollagen, Fibronektin, Laminin und Elastin, spalten. Sie kommen bei Tieren und Menschen
vor und spielen eine Rolle bei der Embryonalentwicklung, Morphogenese, beim Gewebeabbau und
vermutlich bei der Tumorgenese und Metastasierung. Die meisten von ihnen sind mit mehreren

verschiedenen Namen bezeichnet worden. Matrixmetalloproteasen werden als Proenzyme syntheti-
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siert. Durch Abspaltung des Propeptids entsteht das wirksame Enzym. Verschiedene Aktivatoren
und Inhibitoren sorgen fiir ein Gleichgewicht in der Aktivitit der Matrixmetalloproteasen [155].
Gelatinase A und Matrilysin, deren synthetische Substrate bei Versuchen zur Substratspezifitit mit
der CCMP eingesetzt wurden, entsprechen den Matrixmetalloproteasen MMP-2 (Gelatinase A) und
MMP-7 (Matrilysin). Fiir die CCMP konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sie
eine hohe Aktivitit gegeniiber Matrixmetalloproteasesubstraten besitzt, insbesondere gegeniiber
MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH, (MMP-2-Substrat). Damit liegt eine Ahnlichkeit in der
Substratspezifitit zu Matrixmetalloproteasen fiir intern gequenchte fluorogene Substrate vor. Das
bedeutet, dass die CCMP als extrazellulidre Protease mit dhnlicher Spaltspezifitit wie die MMP-2
auch in dhnlicher Weise in proteolytische Prozesse wie diese eingreifen konnte. Im Rahmen des
Geschehens beim septischen Schock werden erhohte Matrixmetalloprotease-Spiegel beobachtet.
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lésst sich schlieBen, dass eine MMP-2-Aktivitit der CCMP ein
zusétzlicher pathogener Faktor beispielsweise bei einem septischen Geschehen oder bei der Invasi-
vitit sein kann.

Aus Bakterien sind bislang keine Matrixmetalloproteasen isoliert worden. Neuere Untersuchungen
legen jedoch nahe, dass auch Bakterien Matrixmetalloproteaseaktivitit besitzen. Beispielsweise
konnte fiir Bacteroides fragilis gezeigt werden, dass bakterielle Metalloproteasen an der Penetration
der Darmwand und an der Entstehung einer transmuralen Entziindung beteiligt sind [156]. Kiirzlich
wurde ein matrixmetalloproteasedhnliches Enzym von Tanerella forsythia, einem wichtigen Erre-
ger bei der Genese von Periodontitiden, mit der Bezeichnung Karilysin beschrieben [157]. Dariiber
hinaus liegen zahlreiche Untersuchungen iiber Interaktionen zwischen Matrixmetalloproteasen des
menschlichen Organismus und Bakterien vor. Im Folgenden werden dafiir einige Beispiele ange-
fiihrt. Peptidoglycan von Staphylococcus aureus induziert einen raschen Anstieg des MMP-9-
Spiegels in der Leber, im Blut und in der Lunge von Ratten. Es wird vermutet, dass dieser Anstieg
Teil der septischen Reaktion des Wirtsorganismus auf die systemische Ausbreitung von Pepti-
doglycan ist [158]. Im Rahmen von Weichteilinfektionen und septischer Arthritis durch Infektion
mit Staphylococcus aureus wurden erhohte Spiegel fiir verschiedene Matrixmetalloproteasen
gemessen [159]. Das Exotoxin B von Streptococcus pyogenes scheint Matrixmetalloproteasen zu
aktivieren, welche zu einer Schidigung des Gewebes fithren und dariiber einen proapoptotischen
Effekt durch die Freisetzung von Tumornekrosefaktor o und 16slichem Fas Liganden haben [160].
Bei menschlichen Monozyten ruft Chlamydia pneumoniae durch die Induktion von Prostaglandin E
eine vermehrte Produktion von MMP-1 und -9 hervor. Dieser Mechanismus konnte bei der Ruptur
atherosklerotischer Plaques eine Rolle spielen [161]. Fusobacterium nucleatum, ein Erreger, der
vor allem bei periodontalen Erkrankungen, aber auch bei anderen Infektionen wie Endokarditis,
bakterieller Arthritis sowie Tonsillen- und Leberabszessen eine Rolle spielt, bewirkt eine Erhohung
des MMP-13-Spiegels [162]. Eine Infektion mit Helicobacter pylori hat einen Anstieg der Spiegel
von MMP-2 und MMP-9 in der Mukosa des Magenantrums zur Folge. Die Spiegel der MMP-
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 bleiben konstant. Es wird vermutet, dass die erhGhte MMP-

Aktivitdt einen wesentlichen Faktor der Gewebeschadigung wihrend einer Helicobacter pylori-
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assoziierten Gastritis darstellt [163]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine Helicobacter
pylori-Eradikation die MMP-9-Spiegel signifikant senkt [164]. Aktuelle Untersuchungen legen
einen moglichen Zusammenhang zwischen systemisch erhohten MMP-Spiegeln und extraintestina-
ler Manifestation, beispielsweise kardiovaskuldre Erkrankungen, bei Helicobacter pylori-
Infektionen nahe [165]. Bei pulmonalen Infektionen mit Francisella tularensis haben erhohte
MMP-9-Spiegel einen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf und die Schwere der Erkrankung
[166]. Die komplexen Wirkungen von MMPs bei Erkrankungen des Zahnhalteapparates sind
ausfiihrlich untersucht worden. Fiir Prevotella intermedia, ein Erreger, der hierbei eine wichtige
Rolle spielt, wurde eine Induktion verschiedener MMPs gezeigt [167, 168]. Bei einer durch
Candida albicans experimentell ausgeldsten Keratitis konnten erhohte Spiegel fir MMP-§,
MMP-9, MMP-13 sowie fiir TIMP-1 beobachtet werden [169]. Aufgrund ihrer Bedeutung bei
Infektionen und septischen Krankheitsbildern konnten die MMPs Ziel neuer antimikrobieller
Medikamente sein [170].

Die CCMP bewirkt einen Abbau von Aktin, das als Strukturprotein Bestandteil des Zytoskeletts
aller eukaryontischen Zellen ist. Auch hochwirksame Clostridientoxine fiihren zu einem Aktinab-
bau [17].

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen fand sich fiir die CCMP eine intensive
kollagenolytische Aktivitit in vitro bei Reaktion mit Kollagen Typ I. Durch die Lokalisation einer
Protease mit kollagenolytischer Aktivitit an der Aullenseite von B. cereus hat der Mikroorganismus
die Moglichkeit, kollagenhaltige Oberfldchen des Wirtsorganismus zu durchdringen und damit
seine Ausbreitung zu fordern. Diese Ergebnisse konnen in Zusammenhang mit der gefundenen
Aktivitit gegeniiber dem MMP-2-Substrat gesehen werden. Ein direkter Kollagenabbau fiihrt zum
Abbau der extrazelluldren Matrix. Auch die Storung der Zellkontakte bei der Wundheilung und die
Induktion von MMPs in menschlichen Epithelzellen durch eine Phospholipase C von B. cereus
wirken gleichsinnig in Richtung eines verstdarkten Abbaus von Proteinen der ECM [171]. Diese
Vorginge konnten eine Rolle bei der Stérung von Wundheilungsprozessen und bei der Invasivitit
der Bakterien spielen. Invasivitit ist eine Eigenschaft von Mikroorganismen, die auf verschiedenen
Mechanismen beruht. Hierzu gehort der Abbau von Proteinen der ECM, wodurch eine Ausbreitung
der Bakterien ermoglicht wird. Immer wieder werden schwere systemische Infektionen mit
B. cereus beschrieben. Die hier vorliegendenden Ergebnisse konnten ein Ausgangspunkt sein fiir
weitere Untersuchungen der Mechanismen von Invasion und systemischer Ausbreitung von

B. cereus.
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5  Zusammenfassung

Proteasen sind fiir die Funktion eines jeden lebenden Organismus essentiell. Sie sind wichtig fiir
den Abbau von Proteinen sowie die Einstellung der Proteinkonzentration und Proteinaktivitidt im
Stoffwechsel, bei der Zelldifferenzierung, bei Wachstumsprozessen und beim Zelltod. Sie sind
Bestandteile von Regulations- und Abwehrsystemen, z.B. Komplementsystem, Blutgerinnung,
Hormonsystem. In Bakterienzellen kommen ebenso wie bei Eukaryonten intra- und extrazellulire
Proteasen sowie Membranproteasen vor. Aufgrund ihres Eingreifens in verschiedene Funktionssys-
teme des Wirtsorganismus spielen Bakterienproteasen eine wesentliche Rolle bei Mechanismen zur
Auslosung bakteriell bedingter Erkrankungen. Sie entfalten ihre Wirkung direkt durch Gewebeab-
bau und indirekt durch einen Einfluss auf das Blutgerinnungssystem, das fibrinolytische System,
das Bradykininsystem, das Immunsystem, das Komplementsystem und Proteaseinhibitorsysteme.
Pseudomonas aeruginosa und Bacillus cereus sind Bakterienarten, die als humanpathogene Mikro-
organismen in der Medizin Bedeutung haben. Der gramnegative Erreger P. aeruginosa verursacht
bei immungeschwichten und hospitalisierten Patienten schwere Infektionen mit hoher Letalitit.
Das grampositive Bakterium B. cereus ruft durch Toxinwirkung Lebensmittelinfektionen mit
Erbrechen und Durchfall hervor. Auch schwere systemische Infektionen mit B. cereus treten auf.
Die insulinspaltende Membranprotease (ICMP) von P. aeruginosa ist eine an der AuBlenseite der
Zellmembran gebundene zinkhaltige Metalloprotease. Sie wurde nach einer Standardmethode in
mehreren Stufen gereinigt. Mit dem gereinigten Enzym wurden Versuche zur Substrat- und
Spaltspezifitit durchgefiihrt. Die Insulin B-Kette wird von der ICMP mit hoher Aktivitit gespalten.
Es fanden sich zwei primire (Glu"” -l- Ala", Tyr'® -l- Leu'”) und zwei sekundire Spaltstellen
(His" -4- Leu", Phe” -l- Tyr*®). Die ICMP bevorzugt hydrophobe Aminosiuren mit aliphatischen
Seitenketten in der P1’-Position und grofle, zum Teil aromatische oder ionisierte Aminosiuren in
der P1-Position. Es fand sich eine hohe Ubereinstimmung der Spaltstellen der Insulin B-Kette mit
anderen insulinspaltenden Enzymen (Insulysin von Eukaryonten und Pitrilysin von Escherichia
coli).

Die ICMP zeigte fluorogenen Substraten gegeniiber eine hohere Aktivitit als bei Versuchen mit
pNA-Substraten. Von den getesteten Substraten wurde das Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-Arg-
AMC unter Zugabe von Aminopeptidase M mit der hochsten Aktivitidt gespalten. Ebenfalls mit
hoher Aktivitdt wurden das Substrat des TNF-a-converting enzyme (TACE) und das Faktor Xa-
bzw. Plasminogenaktivatorsubstrat Boc-Val-Gly-Arg-AMC ohne Aminopeptidase M gespalten.
Bei Versuchen mit Proteinen zeigte sich proteolytische Aktivitit gegeniiber Aktin, Casein, Globin,
Lactoferrin und Fibrinogen. Aufgrund dieser Ergebnisse ist ein Eingreifen der ICMP in Aufbau und
Funktion des Wirtsorganismus anzunehmen. Von besonderem Interesse sind die Einfliisse auf das
Gerinnungssystem und das fibrinolytische System. Hierdurch konnte es zu einer Verschiebung in
Richtung der Fibrinolyse kommen, die im Zusammenhang mit einer Aktivierung von Gerinnungs-
faktoren durch andere Pseudomonas-Proteasen zu einer disseminierten intravasalen Koagulopathie

fiihren konnte. Ein Vergleich mit anderen Pseudomonas-Proteasen hinsichtlich Substrat- und
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Spaltspezifitidt sowie weiterer enzymatischer Eigenschaften zeigt, dass die ICMP ein von diesen
Proteasen deutlich verschiedenes Enzym ist.

Die caseinspaltende Membranprotease (CCMP) von B. cereus ist eine membrangebundene Metal-
loprotease, die an der Auflenseite der Bakterienzelle (Surface-Protease) lokalisiert ist. Das Enzym
wurde nach der Standardmethode gereinigt. Mit der gereinigten Protease wurden Versuche zur
Substrat- und Spaltspezifitit durchgefiihrt. Unter Einwirkung der CCMP auf die Insulin A- und B-
Kette und massenspektrometrische Analyse der Bruchstiicke fanden sich folgende Spaltstellen: Ala®
- Serg, Tyr14 - Glnls, Gln"-l- Leum, Tyr19 - Cy320 (Insulin A-Kette) und Leu' —$—Va112, Glu"
-L-Ala', Tyr16 d-Leu, Leu!” -d-val®®, Tyr26 -4-Thr?” (Insulin B-Kette). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die CCMP bevorzugt Peptidbindungen zwischen zwei aliphatischen Aminoséduren, zwischen
zwei Aminosduren mit einer hydrophilen Seitenkette oder Peptidbindungen zwischen je einer
Aminosdure dieser beiden Gruppen spaltet. Im Vergleich zu anderen wichtigen Bacillus-Proteasen
erscheint die CCMP als ein sehr viel spezifischeres Enzym. pNA-Substrate werden von der CCMP
nicht abgebaut. Hohe Aktivititen fanden sich gegeniiber den intern gequenchten fluorogenen
Substraten von MMP-2, MMP-2/7 und TACE sowie dem Furin- und Kex2 Endoprotease-Substrat
Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC mit Aminopeptidase M. Enzymkinetische Messungen ergaben niedri-
ge K, -Werte fiir die Substrate von MMP-2, MMP-2/7 und TACE. Die CCMP spaltet eine Vielzahl
physiologisch bedeutender Proteine. Dazu gehoren Aktin, 0,-Antiplasmin, o-Antitrypsin, Globin,
humanes Serumalbumin, Kollagen Typ I, Lactoferrin, Fibrinogen und Fibrin. Mit Plasminogen und
Antithrombin III bildet die CCMP in der SDS-PAGE sichtbare Komplexe. Es konnte eine Inakti-
vierung von AT III durch die CCMP gezeigt werden. Aufgrund der Aktivitit gegeniiber zahlreichen
Proteinen ist ein Eingreifen der CCMP in das Gerinnungssystem, das fibrinolytische System sowie
in Proteaseinhibitorsysteme moglich. Fibrinolytische Aktivitit konnte fiir die Invasion und Ausbrei-
tung von B. cereus von Bedeutung sein. Auflerdem scheint die untersuchte Protease aufgrund von
intensiver kollagenolytischer Aktivitit sowie aufgrund ihrer hohen Spezifitit gegeniiber Substraten
von Matrixmetalloproteasen an Abbauvorgingen der ECM beteiligt zu sein. Eine Spaltung von
Aktin konnte eine Destruktion des Zytoskeletts von Zellen zur Folge haben. Aus diesen Ergebnis-
sen kann man schlussfolgern, dass die CCMP an der Pathogenese von Infektionen durch B. cereus
beteiligt sein kann.

Eine genaue Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen der ICMP bzw. CCMP und einzelner
Funktionssysteme des Wirtsorganismus konnte Gegenstand weiterfithrender Arbeiten sein.

Auf der Basis der Ergebnisse dieser Arbeit zur Substratspezifitit konnte eine weitere Abgrenzung
der ICMP bzw. CCMP gegeniiber bekannten Proteasen von P. aeruginosa bzw. B. cereus vorge-
nommen werden und die molekularbiologische Charakterisierung mit der Identifikation der Gene

fiir diese beiden Proteasen erfolgen.
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THESEN

Bakterielle Proteasen spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenitéit von Mikroorganismen.
Sie schiddigen den Wirtsorganismus direkt durch den Abbau von Proteinen des Binde- und
Stiitzgewebes sowie indirekt durch das Eingreifen in verschiedene Funktionssysteme, z.B.
Blutgerinnungssystem, Immunsystem, Kallikreinsystem und Proteaseinhibitorsysteme.
Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives aerobes Stdbchenbakterium, welches hoch-
wirksame Toxine und zahlreiche Virulenzfaktoren, darunter extrazelluldre Proteasen, produ-
ziert, die die Entstehung schwerer systemischer Infektionen mit hoher Letalitit vor allem bei
abwehrgeschwichten Personen begiinstigen.

Die insulinspaltende Membranprotease (ICMP) von Pseudomonas aeruginosa ist eine zink-
haltige Metalloprotease mit einem Molekulargewicht von 44,6 kDa, die an der dufleren Zell-
membran lokalisiert ist.

Beim Abbau der Insulin B-Kette durch die ICMP fanden sich folgende Spaltstellen: Glu" -
Ala", Tyr'® -l- Leu'"als primire Spaltstellen und His'’ -1 Leu'', Phe® -{- Tyr*® als sekun-
dére Spaltstellen. In der P,-Position befinden sich grole Aminosiduren mit aromatischen (Tyr,
His, Phe) oder sauren Seitenketten (Glu). In der P,’-Position bevorzugt die ICMP hydropho-
be Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten, mit Ausnahme des Tyrosin in der P;’-
Position in einer der sekundéren Spaltstellen.

Bei der Spaltung synthetischer Proteasesubstrate zeigt die ICMP ein dhnliches Spektrum wie
Proteasen des Gerinnungssystems. Die Pseudomonas-Protease spaltet p-Nitroanilidsubstrate
von Thrombin, Faktor Xa, Plasmin und Plasminogenaktivator. Bei den getesteten fluoroge-
nen Substraten wird das Thrombinsubstrat Bz-Phe-Val-Arg-AMC unter Zugabe von Amino-
peptidase M mit der hochsten Aktivitit gespalten. Mogliche Spaltstellen sind Phe -4- Val
oder Val -|- Arg.

Gegeniiber Aktin, Casein, Globin und Lactoferrin besitzt die ICMP proteolytische Aktivitiit,
die sich in der SDS-PAGE nachweisen lésst.

Nach Reaktion der ICMP mit Fibrinogen war unter nicht reduzierenden Bedingungen in der
SDS-PAGE eine neue Bande bei hoher Molmasse sichtbar. Unter reduzierenden Bedingun-
gen fand sich nach zwei Stunden Inkubationszeit ein Abbau der a-und -Ketten von Fibrino-
gen durch die ICMP.

Die ICMP ist aufgrund ihrer fibrinogenolytischen Figenschaft in der Lage, in Interaktion mit
dem Blutgerinnungssystem des Wirtsorganismus zu treten und konnte gerinnungshemmend
wirken.

Bacillus cereus ist ein grampositives aerob oder fakultativ anaerob lebendes sporenbildendes
Stiabchenbakterium. Im Rahmen von Lebensmittelvergiftungen kann Bacillus cereus beim
Menschen Diarrhoen und Erbrechen hervorrufen. Auch schwere systemische Infektionen

kommen vor.
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Die caseinspaltende Membranprotease (CCMP) von Bacillus cereus ist eine neutrale Metal-
loprotease mit einem Molekulargewicht von 19kDa, die fest an die Zelloberflache gebunden
ist.

Die Insulin A-Kette wird von der CCMP zwischen Ala® -1- Serg, Tyr14 - GIn", GIn" -
Leu'®, Tyr19 - Cys20 gespalten. Die Insulin B-Kette wird zwischen Leu'' -l-val®, Glu"-l-
Ala" | Tyr'®-l-Leu", Leu'” -J-Val'®, Tyr’® -l-Thr*’ gespalten. Die Protease bevorzugt Pep-
tidbindungen zwischen zwei aliphatischen Aminosiduren oder zwischen zwei Aminosduren
mit einer hydrophilen Seitenkette (-OH, -SH, -CONH,) oder Peptidbindungen zwischen je
einer Aminosaure dieser beiden Gruppen.

Die CCMP spaltet verschiedene fluorogene Proteasesubstrate. Intramolekular gequenchte
Substrate von Matrixmetalloproteasen und das Substrat des TNF-a-converting enzyme wur-
den mit der hochsten Aktivitidt gespalten. Hierbei entstand das Peptidspaltstiick MCA-Pro-
Leu.

Im Rahmen enzymkinetischer Untersuchungen fanden sich niedrige K,-Werte fiir die Reak-
tion der CCMP mit dem MMP-2-Substrat MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH,, dem
MMP-2/7-Substrat MCA-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, und dem TACE-Substrat
MCA-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-Dap(Dnp)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH,. Die CCMP besitzt
eine hohe Affinitit gegeniiber diesen Substraten.

In der SDS-PAGE lasst sich fiir die CCMP proteolytische Aktivitit gegen Aktin, oOy-
Antitrypsin, 0,b-Antiplasmin, humanes Serumalbumin, Globin und Lactoferrin nachweisen.
Die CCMP besitzt kollagenolytische Aktivitdt und ist in der Lage, Kollagen Typ I, das
hauptsichlich in Haut und Knochen vorkommt, abzubauen. Eine Aktivierung von Progelati-
nasen durch die CCMP wurde nicht gefunden.

Die CCMP ist eine Membranprotease mit fibrinogenolytischer und fibrinolytischer Aktivitét.
Nach Reaktion der CCMP mit Antithrombin III ist in der SDS-PAGE eine Komplexbildung
sichtbar. Die Aktivitidt von Antithrombin III sinkt unter dem Einfluss der CCMP deutlich ab.
Die CCMP bildet in der SDS-PAGE sichtbare Komplexe mit Plasminogen. Ein Einfluss auf
die Plasminogenfunktion konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Diethylpyrocarbonat fiihrt zu einer partiellen reversiblen Hemmung der Aktivitit der CCMP.
Unter Einwirkung von Hydroxylamin erreicht die CCMP wieder ihre vollstindige Aktivitit.
Im aktiven Zentrum der CCMP befinden sich Histidin-Reste. Der mit Carboxylgruppen rea-
gierende Inhibitor N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinolon (EEDQ) hat keinen Ein-
fluss auf die Aktivitit der CCMP.

Aufgrund der nachgewiesenen proteolytischen Aktivitit, der Substratspezifitit und Interakti-
onen mit Antithrombin III und Plasminogen sind Wechselwirkungen der CCMP mit dem
Blutgerinnungssystem, Proteaseinhibitorsystemen sowie der extrazelluliren Matrix des
Wirtsorganismus méglich. Die CCMP konnte einen wichtigen Pathogenitétsfaktor von Bacil-

lus cereus darstellen.
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