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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Proproteinkonvertasen (PCs) aktivieren eine Vielzahl von (patho)-physiologisch
relevanten Vorlduferproteinen im sekretorischen Pfad. Zur Aufrechterhaltung des
zelluldren Gleichgewichts muss ihre Aktivitét daher sehr genau reguliert werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Serpin B/-Spnl aus Branchiostoma lanceolatum,
einem nahen Verwandten der Wirbeltiere, die PCs Furin und PC1/3 mit physiologisch
relevanter Geschwindigkeit inhibiert und mit beiden Proteasen SDS-stabile Komplexe
bildet. Durch massenspektrometrische Analysen wurde nachgewiesen, dass die PCs die
reaktive Schleife (RSL, reactive site loop) von Bl-Spnl C-terminal von der Sequenz
Met-Met-Lys-Arg spalten, was mit der klassischen Erkennungs-/Spaltsequenz von
Vertebraten-PCs  libereinstimmt. B/-Spnl besitzt an seinem C-Terminus ein
Retentionssignal (KDEL) fiir das Endoplasmatische Retikulum. Eine Deletion dieses
Motivs bewirkt, dass der Inhibitor von transfizierten COS-7 Zellen sekretiert wird,
wihrend das Wildtyp-Protein im Zellinnern zuriickgehalten wird. Somit ist B/-Spnl
nach Dm-Spn4A aus Drosophila melanogaster erst das zweite Serpin, das aufgrund
seiner inhibitorischen FEigenschaft und seiner subzelluliren Lokalisation als
physiologischer Inhibitor von PCs in Frage kommt. Im Gegensatz zum
Drosophila-Serpin zeigt Bl-Spn1 keine inhibitorische Aktivitit gegentliber PC2, weshalb
das Branchiostoma-Serpin wichtige Hinweise fiir die Entwicklung selektiver
PC-Hemmstoffe liefert.

Weiterhin wurde die cDNA-Sequenz des neuen humanen Serpins SERPINE3 isoliert,
das wie B/-Spnl ein PC-Erkennungsmotiv im RSL besitzt und eine fiir inhibitorische
Serpine typische Hinge-Region aufweist. SERPINE3 wurde rekombinant in Bakterien
und Sidugerzellen exprimiert. Es wurden funktionelle Antikérper gegen das Serpin
produziert, die durch Affinititschromatographie gereinigt wurden. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das ca. 57 kD grof3e Protein eine extrazelluldre Lokalisation
aufweist. Gewebsexpressionsanalysen implizieren, dass SERPINE3 in der
extrazelluliren Matrix lokalisiert ist. Weiterhin wurden mehrere HEK-293-EBNA-
Zelllinien erzeugt, die kontinuierlich SERPINE3 und verschiedene Mutanten des
Serpins ins Medium sezernieren. Durch Immunoaffinititschromatographie mit Anti-
SERPINE3-Antiserum gelang es, SERPINE3 spezifisch aus den Kulturiiberstinden der
Brustkrebszelllinie MCF-7 anzureichern. Dadurch wurde erstmalig der Nachweis der
endogenen Expression von SERPINE3 auf Proteinebene erbracht. Weiterhin wurden mit
dieser Methode Proteine angereichert, die moglicherweise SERPINE3 in komplexierter
Form reprisentieren, was darauf hindeutet, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin
ist. Die Tatsache, dass eine inhibitorische Aktivitit des Serpins in vitro bislang nicht
demonstriert werden konnte, impliziert, dass rekombinantes SERPINE3 in einer
latenten Konformation vorliegt oder fiir seine Aktivitdt die Bindung eines Kofaktors
bendtigt. Diese Vermutung wird durch Mutagenesestudien gestiitzt.
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2 Einleitung

2.1 Proproteinkonvertasen

Viele Hormone, Wachstumsfaktoren, virale Hiillproteine und andere Proteine erlangen
ihre biologische Aktivitdt erst nach posttranslationaler proteolytischer Prozessierung.
Die Spaltung dieser inaktiven Vorlduferproteine erfolgt C-terminal von spezifischen
Sequenzmotiven und wird in den meisten Féllen von Proproteinkonvertasen (PCs)
vorgenommen. PCs sind hochkonservierte, Kalzium-abhéngige Serinproteasen, die im
sekretorischen Pfad und/oder auf der Zelloberflache lokalisiert sind und ihre Substrate
im Zellinnern, an der Zelloberfliche oder im extrazelluliren Milieu prozessieren
(Seidah & Chretien, 1999; Rockwell et al., 2002). Aufgrund ihrer Eigenschaft,
Proproteine und Propeptide zu aktivieren, spielen PCs eine bedeutende Rolle bei einer
Vielzahl physiologischer, aber auch pathologischer Prozesse. Sieben von bislang neun
identifizierten Mitgliedern der PC-Familie sind homolog zur Serinprotease Kexin aus
der Hefe. Diese sieben Mitglieder (Furin, PC1/3, PC2, PACE4, PC4, PCS5, PC7) spalten
thre Substrate C-terminal von basischen Aminosduren. Die erst kiirzlich identifizierten
PCs SKI-1 und NARC-1 spalten dagegen hinter nicht-basischen Aminosduren und
spielen eine Schliisselrolle bei der Cholesterin-Homdostase (Seidah et al., 2006). Die
folgenden Abschnitte behandeln Struktur, Funktion und (patho)-physiologische

Relevanz der PCs mit basischer Substratspezifitit.

2.1.1 Struktur, Aktivierung und subzellulare Lokalisation

PCs bestehen aus mehreren konservierten Domidnen (Abbildung 1). Auf ein
N-terminales Signalpeptid, das die Translokation des Proenzyms ins Endoplasmatische
Retikulum (ER) ermdglicht, folgt die so genannte Prodoméne, die entscheidend fiir die
Faltung, Aktivierung und den Transport der PCs ins Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) ist.
Bei allen PCs mit Ausnahme von PC2 wird die Prodomédne im ER autokatalytisch
gespalten, was zur Ausbildung eines nicht-kovalenten Komplexes aus PC und
Prodomine fiihrt. Diese erste Spaltung ist essenziell fiir den weiteren Transport der PCs
ins TGN (Molloy et al., 1994; Vey et al., 1994; Anderson et al., 1997; Nour et al.,
2003). Fiir Furin konnte gezeigt werden, dass die niedrigeren pH-Werte und die hoheren
Kalziumkonzentrationen im TGN eine weitere autokatalytische Prozessierung

begiinstigen, was schlieBlich zur Freisetzung der Prodoméne fiihrt (Abbildung 2). Erst



EINLEITUNG

nach Freisetzung der Prodoméne erlangt das Enzym seine volle katalytische Aktivitét
(Anderson et al., 1997). PC5A (eine Splicevariante von PC5) und mdoglicherweise auch
PACE4 verlassen die Zelle im Verbund mit der Prodoméne und sind daher erst
extrazelluldr aktiv (Mayer ef al., 2007). Der Aktivierungsprozess von PC2 unterscheidet
sich génzlich von dem der anderen PCs: Fiir den Transport vom ER zum TGN benoétigt
das Enzym die Unterstiitzung des neuroendokrinen Chaperons 7B2. Das Chaperon wird
im TGN durch Furin gespalten, bleibt aber mit PC2 assoziiert. In den noch unreifen
sekretorischen Granula wird die Prodomine autokatalytisch gespalten, bleibt aber
ebenso wie die 7B2-Fragmente mit dem Enzym verbunden. In den reifen sekretorischen
Granula werden die 7B2-Fragmente und die Prodomine degradiert, und das Enzym
erreicht seine volle biologische Aktivitdt (Muller ef al., 1997).

Variabel
,
1
1
[}
1
ﬂ
Ser/Thr-reiche Region  Cystein-reiche Region Transmembran-und  Region mit amphipatischen
cytoplasmatische Doméne a—Helices
----------------------------- Furin s=ssssssssssansansnnne Fyrin
............................. PCBA sasansassanssnnsnnsnnsnssnssnsnnsnnsnssnsansnnsnnnns PC5A
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............................. PACE4
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[ (025 i M R R N PC2
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Siuger-PCs. Alle Kexin-
dhnlichen PCs besitzen ein N-terminales Signalpeptid (Sp), eine Prodomine, eine katalytische Doméne
und eine P-Doméne. Der C-Terminus ist hoch variabel (siche Box) und beherbergt eine oder mehrere
Doménen, die die subzelluldre Lokalisation der jeweiligen PC determinieren. Die Aminosduren der
katalytischen Triade sind im Einbuchstabencode gezeigt.

Die katalytische Doméane mit ihrer streng konservierten katalytischen Triade (Ser, His,
Asp) ist die am stdrksten konservierte Domidne und homolog zu der Doméne der
bakteriellen Serinprotease Subtilisin (Siezen & Leunissen, 1997). C-terminal von dieser
Domaéne liegt die P-Doméne, die charakteristisch fiir alle Kexin-dhnlichen PCs ist. Sie
ist essenziell fiir die Aktivitdt der PCs und reguliert Kalzium- und pH-Abhingigkeit
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(Zhou et al., 1998). Der nur wenig konservierte C-Terminus beherbergt eine oder
mehrere Doménen sowie zelluldre Lokalisationssignale. PC7, Furin und PC5B besitzen
eine Transmembrandoméne. Diese PCs, ebenso wie PC4 und PACE4, prozessieren
ausschlieSlich Proteine, die iiber den konstitutiven sekretorischen Pfad sekretiert
werden (Seidah & Chretien, 1999). Studien haben gezeigt, dass Furin, die am besten
charakterisierte PC, vom TGN zur Plasmamembran und von dort iiber die Endosomen
zum TGN rezirkuliert. Gelenkt wird dieser dynamische Prozess von verschiedenen, in

der cytoplasmatischen Doméne beherbergten Signalsequenzen (Molloy et al., 1999).

@— Transmembranproteine === & @ Idsliche Proteine D H s
D H S
ER * [ | l
|
X D H s l

I '

o D

Golgi N 1
TGN @@ V #:
/ ‘ \ v \ D H s Ahives Furin
Endosom @ ~
Plasma- \\ D

membran =
\ﬁ
.

regulierter Slgnal konstitutiver
sekretorischer sekretorischer
Pfad Pfad
! !
PC1/3, PC2, PC5A Furin, PC5A, PC5B,
PACE4, PC7

Abbildung 2: Reifung von PCs. Im linken Bildausschnitt sind die Transportwege des sekretorischen
Pfades dargestellt Es ist angezeigt, welche PCs im konstitutiven und welche PCs im regulierten
sekretorischen Pfad wirken. Der rechte Bildausschnitt zeigt die verschiedenen Stufen der PC-Reifung am
Beispiel von Furin (Die Bezeichnung der Furin-Doménen ist Abbildung 1 zu entnehmen.). Nach Abspal-
tung des Signalpeptides im ER durchlduft das noch inaktive Profurin verschiedene Faltungsprozesse, an
denen die als Chaperon fungierende Prodoméne mafgeblich beteiligt ist. Noch im ER wird die Prodo-
méne autokatalytisch abgespalten. Die abgespaltene Prodoméne verbleibt nicht-kovalent mit der
katalytischen Doméne verbunden und wirkt als Autoinhibitor. Der Komplex aus Prodoméne und
gespaltenem Enzym verldsst das ER und gelangt iiber den Golgi-Apparat zum TGN. Das leicht saure und
Kalzium-reiche Milieu begiinstigt dort eine weitere autokatalytische Spaltung. Die gespaltene Prodoméne
16st sich vom Enzym ab, wodurch dieses seine volle Aktivitét erlangt.

Die neuroendokrinen Konvertasen PC1/3 und PC2 werden dagegen in die Granula des

regulierten sekretorischen Pfades gelenkt, wo sie Proteine aktivieren, die erst nach
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Stimulus freigesetzt werden (De Bie et al., 1996; Muller & Lindberg, 1999). PC5A
prozessiert sowohl konstitutiv als auch regulativ sekretierte Proteine. In Zellen mit
reguliertem sekretorischem Pfad wird PC5A wie die neuroendokrinen PCs in die dicht
gepackten Granula geleitet. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass a-helikale Strukturen
essenziell fiir diese subzelluldre Lokalisation sind (Dikeakos ef al., 2007).

Mehrere PCs weisen eine ausgeprigte Cystein-reiche Region (CRR) auf. Die CRR von
Furin unterstiitzt die proteolytische Freisetzung einer 16slichen Variante dieses Enzyms
(Denault et al., 2002). Im Falle der sekretierten und Heparin-bindenden PCs PACE4 und
PC5A fungiert die CRR als Zelloberflaichen-Anker (Tsuji et al., 2003; Nour et al.,
2005). Bislang ist unklar, ob die Bindung dieser Enzyme an die Zelloberfliche auf einer
direkten oder indirekten Interaktion der CRR mit Heparin-Proteoglykanen innerhalb der
extrazelluliren Matrix (ECM) beruht. Fiir PC5A konnte nachgewiesen werden, dass
durch Abspaltung der CRR eine verkiirzte, nicht membranassozierte PC5A-Variante
entsteht (Nour et al., 2005).

2.1.2 Spezifitat und (patho)-physiologische Relevanz

Die proteolytische Spezifitit der Kexin-dhnlichen PCs wurde in zahlreichen
Koexpressionsstudien mit Vorlduferproteinen und in vitro mit Peptid-Substraten
analysiert (Rockwell et al., 2002). Diese Studien zeigten, dass Kexin-dhnliche PCs ihre
Substrate C-terminal von basischen Aminosduren spalten. In den liberwiegenden Fillen
ist die Position P1 des Substrates mit einem Arginin und die Position P2 mit einem
Lysin besetzt (Nomenklatur nach Schechter & Berger, 1967; Positionen N-terminal von
der Spaltstelle werden mit P1, P2, ... bezeichnet, Positionen C-terminal zu der
Spaltstelle mit P1°, P2°, ...). Viele PC-Substrate weisen N-terminal zu der Spaltstelle
noch weitere basische Aminosduren auf. Besonders héufig treten solche an der Position
P4 auf, aber auch an den Positionen P3, P5, oder P6. Fiir Furin wurde gezeigt, dass eine
effiziente Spaltung nur dann stattfindet, wenn neben einem P1-Arginin noch mindestens
zwel weitere basische Aminosduren an den Positionen P2, P4 oder P6 im Substrat
vorhanden sind (Nakayama, 1997; Rockwell et al., 2002). Die Enzyme PC1/3 und PC2
prozessieren dagegen auch sehr effizient Substrate, die ausschlieBlich an den Positionen
P1 und P2 basische Aminosduren aufweisen (Day et al., 1998; Bergeron et al., 2000).
Die weiteren PCs (PC4, PCS, PACE4 und PC7) sind weniger gut charakterisiert. Die
bisherigen Studien deuten allerdings darauf hin, dass PC7 und PACE4 eine dhnliche
Selektivitdt/Spezifitit wie Furin aufweisen (Munzer et al., 1997; Sucic et al., 1999).
Studien zur Charakterisierung der Enzyme PC4 und PCS5 zeigten, dass diese PCs,
ebenso wie PC1/3 und PC2, auch effizient nach dibasischen Motiven spalten (Basak et
al., 1999; Cain et al., 2002).
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Die erst in jiingerer Zeit verdffentlichte Kristallstruktur von Furin im Komplex mit dem
irreversiblen Inhibitor Decanoyl-RVKR-Chlormethylketon (dec-RVKR-cmk) (Henrich
et al., 2003) und darauf aufbauende Homologie-Modellierungen der anderen PCs
(Henrich et al., 2005) liefern eine Erkldrung fiir die Priaferenz der PCs fiir basische
Aminoséduren. Die Substrat-Binderegionen aller PCs weisen eine hohe Dichte an negativ
geladenen Aminoséduren auf, wobei diese bei Furin am hochsten ist. PC1 und PC2
enthalten im Bereich der S4- und S6-Bindetasche eine geringere negative
Ladungsdichte, was eine Erkldrung fiir die geringere Praferenz dieser PCs fiir basische
Aminoséuren an den Positionen P4 und P6 ist (Henrich et al., 2005).

Trotz dieser Unterschiede sind die Prozessierungseigenschaften der PCs in vielen Féllen
redundant. /n vivo wird ihre Selektivitit flir bestimmte Substrate hdufig durch ihre
unterschiedliche subzelluldre Lokalisation (Abschnitt 2.1.1) und Gewebeverteilung
bestimmt (Bergeron et al., 2000; Henrich et al., 2005). PC1/3 und PC2 werden z. B. fast
ausschlieflich in neuroendokrinen Geweben exprimiert, wo sie eine Vielzahl von
Prohormonen und Neuropeptid-Vorldufern, wie z.B. Proinsulin, Proglucagon,
Proenkephalin oder Proopiomelanocortin (POMC) prozessieren (Benjannet et al., 1991;
Smeekens et al., 1992; Rouille et al., 1995; Johanning et al., 1996). Furin wird dagegen
ubiquitir exprimiert (Bergeron et al., 2000). In-vivo- und in-vitro-Studien haben gezeigt,
dass dieses ubiquitdr exprimierte Enzym mit seiner breiten subzelluldren und teilweise
auch extrazelluldren Lokalisation eine groBe Vielzahl von Proproteinen aus vollig
unterschiedlichen Klassen prozessiert. Furin aktiviert Wachstumsfaktoren, Hormone,
Serumproteine, Zelloberflichenproteine, Rezeptoren, Proteine der extrazelluldren
Matrix, virale Proteine und andere Proteine (Thomas, 2002). Fiir PACE4, PC5 und PC7
konnte eine breite, aber nicht ubiquitire Gewebeverteilung nachgewiesen werden. PC4
wird dagegen fast ausschlieflich in den Keimbahnen der Hoden exprimiert (Seidah et
al., 1992; Mbikay et al., 1997).

Die physiologische Relevanz/Funktion der PCs wurde u. a. durch Inaktivierung ihrer
Gene bei Méusen untersucht. Die Vielzahl der Phinotypen deutet auf distinkte
physiologische Funktionen der PCs hin. Furin und PC5/6 sind essenziell fiir die
Embryonalentwicklung. Die Inaktivierung ihrer Gene verursacht eine frithe embryonale
Letalitdt (Roebroek et al., 1998; Essalmani et al., 2006). Die oftmals ausgeprigten
Missbildungen bei PACE4-Knockout-Embryonen implizieren ebenso eine wichtige
Funktion dieser PC wihrend der Embryonalentwicklung (Constam & Robertson, 2000).
Diese Studien unterstreichen die Ergebnisse zahlreicher Prozessierungsstudien, die
belegen, dass PC5, PACE4 und Furin Proteine prozessieren, die eine wichtige Rolle
wihrend der Embryonalentwicklung spielen (Lissitzky et al., 2000; Dubois et al., 2001;
Ulloa et al., 2001). Weniger schwerwiegend sind die Defekte bei Mausen, bei denen die
Loci fiir die Gene PC4, PC1/3, PC2 oder PC7 inaktiviert wurden. PC7-Knockout-Méause
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wachsen normal und zeigen auch sonst keinen abnormalen Phénotyp (Constam et al.,
1996; Scamuffa et al., 2006). PC4-Knockout-Méuse sind unfruchtbar (Mbikay et al.,
1997). PC1/3- bzw. PC2-defiziente Méuse zeigen Wachstumsdefekte und weisen einen
erhohten Proinsulinspiegel auf (Furuta et al., 2001; Zhu et al., 2002). Dariiber hinaus ist
die Prozessierung vieler weiterer Prohormone und Propeptide bei diesen Méusen
gestort, wobei Art und Menge der unvollstindig prozessierten Zymogene bei PC2- bzw.
PC1/3-defizienten Miusen teilweise unterschiedlich sind (Scamuffa et al., 2006).

Tabelle 1: Phinotypen von PC-Knockout-Miusen

Gewebeverteilung  Zelluldre Lokalisation Knockout-Phéanotyp

embryonal letal; ventraler
) o TGN, Endosomen, Furchungsdefekt; Fehler in der
Furin ubiquitér . .
extrazellular axialen Drehung
(Roebroek et al., 1998)
starke Wachstumsdefekte,
neuroendokrines . Hyperproinsulindmie; Stérung der
PC1/3 sekretorische Granula . . .
System endokrinen Peptidprozessierung
(Zhu et al., 2002)
verringertes Wachstum;
. Hypoglykdmie, Proinsulindmie;
neuroendokrines i . .
PC2 sekretorische Granula Storung der endokrinen
System . .
Peptidprozessierung
(Furuta et al., 1997)
PC5A: sekretorische Granula,
) extrazelluldar, ECM letal
PC5 breit .
PC5B: TGN, Endosomen, (Essalmani et al., 2006)
extrazellular
teilweise embryonal letal;
starke Missbildungen an Herz und
PACE4 breit extrazellular, ECM Kopf; Defekte im zentralen
Nervensystem
(Constam & Robertson, 2000)
unklar, moglicherweise
. Membran-assoziiert reduzierte Fruchtbarkeit
PC4 Keimbahn .
(Gyamera-Acheampong et al., | (Mbikay et al., 1997)
2006)
. TGN, Endosomen, keine offensichtlichen Defekte
PC7 breit .
extrazellular (Constam et al., 1996)

In den letzten Jahren hat sich immer deutlicher herauskristallisiert, dass die PC-Familie

nicht nur bei vielen physiologischen Prozessen eine bedeutende Rolle spielt, sondern
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auch bei einer Reihe von pathologischen Prozessen. Mittlerweile ist klar, dass viele
bakterielle und virale Pathogene die Prozessierungsmaschinerie ihres Wirts zu ihren
Gunsten ausnutzen. Die Spaltung des Hiillproteins gp-160 des human immunodeficiency
virus (HIV) durch Furin oder eine andere PC ist essenziell fiir die Membranfusion, die
gleichzeitig die Virusinfektion einleitet. Auch die Hiillproteine von Ebolaviren,
Influenzaviren, Masern-Viren, SARS-Viren und H5N1-Influenzaviren werden von PCs
prozessiert (Subbarao et al., 1998; Taylor et al., 2003; Bergeron et al., 2005). Weiterhin
aktivieren PCs verschiedene bakterielle Toxine wie z. B. das Anthrax-Toxin, das
Diphterie-Toxin oder das Botulinum-Toxin (Bergeron et al., 2000).

PCs werden auch mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen und anderen
krankhaften Prozessen wie z. B. Krebs in Verbindung gebracht. Viele PC-Substrate wie
z. B. Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Matrixmetalloproteasen oder Integrine
spielen eine direkte Rolle bei der Tumorentstehung und Metastasierung. In vielen
Tumoren konnte eine erhohte PC-Expression nachgewiesen werden. Ebenso zeigen
mehrere Studien, dass die Aggressivitit und Invasivitit von Tumoren direkt mit dem

Expressionsniveau von PCs korreliert (Bassi ef al., 2005).

2.2 Regulation/Inhibition von Proproteinkonvertasen

Da PCs viele zelluldre Prozesse beeinflussen, muss ihre Aktivitdt sehr genau reguliert
werden. Interessanterweise sind die zelluldiren Mechanismen, die an der Regulation
dieser wichtigen Enzymfamilie beteiligt sind, weitgehend unbekannt. Intrazellulére pH-
und Kalziumgradienten sowie die PC-eigenen Prodominen verhindern eine vorzeitige
autokatalytische Aktivierung dieser Enzyme (Abschnitt 2.1.1). Die vorzeitige
Aktivierung von PC2 wird durch das neuroendokrine Protein 7B2 verhindert, dessen
C-Terminus stark inhibierend wirkt (Martens et al., 1994). Ein weiterer physiologischer
Regulator von PC2 ist moglicherweise CRES (cystatin-related epididymal
spermatogenic protein), ein Protease-Inhibitor aus der Familie der Cystatine (Cornwall
et al., 2003). Das neuroendokrine Protein proSAAS kdnnte ein endogener Inhibitor von
PC1/3 sein. Eine Uberexpression dieses Vorlduferproteins in AtT-20-Zellen reduziert die
Prozessierung des PC1/3-Substrates POMC (Fricker et al., 2000). Mehrere Studien
deuten darauf hin, dass auch Mitglieder aus der Superfamilie der Serpine (Serin-
Protease-Inhibitoren) eine wichtige Rolle bei der zelluldren Regulation von PCs spielen
konnten (Abschnitt 2.3.1). In Drosophila melanogaster wurde ein Serpin identifiziert,
dessen inhibitorische Eigenschaften und subzellulire Lokalisation darauf hindeuten,
dass das Serpin ein physiologischer Regulator der Furin- und PC2-Homologe in
Drosophila ist (Oley et al., 2004; Osterwalder et al., 2004; Richer et al., 2004). Neuere
Ergebnisse implizieren, dass das humane Serpin Protease-Inhibitor 8 (P18, SERPINBS),
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das in vitro sehr potent Furin inhibiert, die Aktivitit von Furin wéhrend der Himostase
reguliert (Leblond et al., 2006).

Da PCs in viele pathologische Prozesse involviert sind (Abschnitt2.1.2), ist die
Identifikation von PC-Inhibitoren auch von medizinischer Relevanz. In den letzten
Jahren wurde eine Vielzahl von synthetischen PC-Hemmstoffen entwickelt. Der
bekannteste und am héufigsten fiir Funktionsstudien eingesetzte Inhibitor ist dec-
RVKR-cmk. Im Gegensatz zu vielen anderen Inhibitoren kann dec-RVKR-cmk
aufgrund seines hydrophoben Ankers leicht die Zellmembran passieren. Mit diesem
Inhibitor ist es u. a. gelungen, die PC-vermittelte Prozessierung von HIV-gp-160 zu
unterdriicken (Hallenberger et al.,, 1992). Fiir pharmakologische Anwendungen ist
dieser Inhibitor allerdings ungeeignet, da er sehr stark cytotoxisch wirkt. Ein weiterer
Nachteil ist seine mangelnde Selektivitit. Dec-RVKR-cmk unterdriickt die Aktivitét
aller Kexin-dhnlichen PCs. Da PCs aber an vielen physiologisch wichtigen Prozessen
beteiligt sind, konnte eine generelle Blockade ihrer Aktivitdt duflerst schéddlich sein
(Bergeron et al., 2000). Hinsichtlich Selektivitidt und Toxizitdt sind kurze polybasische
Peptide deutlich vielversprechendere Hemmstoffe. Es wurde gezeigt, dass kurze
Peptide, bestehend aus neun Argininen, die PCs Furin und PACE4 mit K-Werten im
nanomolaren Bereich inhibieren. Die Affinitit dieser Peptide fiir PC1/3 ist deutlich
geringer (K; = 2,5 uM), und PC2 wird gar nicht gehemmt (Cameron ef al., 2000). Auch
mit diesen Polyargininen ist es gelungen, die Prozessierung von HIV-gp-160
einzuddmmen (Kibler et al., 2004). Neben diesen synthetischen Inhibitoren wurden
auch viele Hemmstoffe auf der Basis von Proteinen entwickelt. Der bekannteste unter
thnen ist das Serpin o,-Antitrypsin-Portland (o;-PDX). Bei diesem Serpin handelt es
sich um eine genetisch modifizierte Variante des humanen Elastaseinhibitors o;-
Antitrypsin (SERPINAT1), bei dem durch ortsspezifische Mutagenese zwei Aminosduren
in der reaktiven Schleife durch basische Aminosduren ersetzt wurden (Anderson ef al.,
1993) (Abschnitt 2.3.1). Was die Selektivitit dieses Serpins anbelangt, so widersprechen
sich die Studien teilweise. Die urspriinglichen Entwickler berichten, dass o;-PDX ein
relativ spezifischer Inhibitor von Furin ist und z. B. PACE4, PC2 und PC7 gar nicht
inhibiert (Jean et al., 1998). Dem stehen die Ergebnisse einer japanischen Arbeitsgruppe
gegeniiber, die auf Basis von Ratten-o,-Antitrypsin einen &dhnlichen Hemmstoff
entwickelt hat. Dieses ,,Ratten“-o.;-PDX inhibiert sowohl Furin, PACE4 als auch PC5

mit K;-Werten im nanomolaren Bereich (Tsuji ef al., 2002).
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2.3 Serpine

Die Superfamilie der Serpine, von der zurzeit ca. 1500 Mitglieder bekannt sind, kommt
in allen Doménen des Lebens (Bakterien, Archaecen und Eukaryoten) und ebenso in
Viren vor (Gettins, 2002b; Law et al., 2006). Die Serpine der Vertebraten werden in 16
Klassen (Klassen A bis P) (Irving et al., 2000) oder alternativ in sechs Gruppen
eingeteilt (Ragg er al, 2001). Letzteres Klassifikationssystem basiert auf der
hochkonservierten, gruppenspezifischen Exon-Intron-Struktur der Serpingene.

Die iliberwiegende Zahl der etwa 40-60 kD grofen Proteine inhibiert spezifisch und
irreversibel Serinproteasen. Fiir die Inhibition ihrer Zielenzyme nutzen Serpine einen
einzigartigen Selbstmord-Mechanismus, der in der Ausbildung von irreversiblen
Komplexen aus Inhibitor und Zielenzym endet. Diese Komplexe sind SDS- und
hitzestabil und kénnen durch Western-Blot nachgewiesen werden (Gettins, 2002b). Ein
auBergewohnliches Kennzeichen der Serpin-Protease-Interaktion ist die gravierende
Konformationsédnderung des Inhibitors, insbesondere die der reaktiven Schleife
(reactive site loop, RSL). Dieser hochflexible und an der Oberfliche des Serpins
exponierte Strang bestimmt maligeblich die Proteasespezifitit des Serpins und wird der
Zielprotease als Pseudosubstrat priasentiert. Nach der anfianglichen Acylierungsreaktion,
die in der Freisetzung des C-Terminus resultiert, wird das katalytische Zentrum der
Protease irreversibel deformiert (Huntington et al., 2000; Gettins, 2002b; Dementiev et
al., 2006). Durch diese Deformation wird eine Deacylierungsreaktion, die die
Freisetzung der Protease zur Folge hitte, verhindert. Inhibitorische Serpine regulieren
vielfaltige proteolytische Prozesse wie z. B. die Blutgerinnung, Fibrinolyse, Apoptose
oder Nekrose (Silverman et al., 2001; Gettins, 2002b; Luke et al., 2007). Neben diesen
Serinprotease-Antagonisten beinhaltet die strukturell hochkonservierte Serpin-
Superfamilie aber auch Cysteinprotease-Inhibitoren und nicht inhibitorische Serpine.
Nicht inhibitorische Serpine {iben ganz unterschiedliche Funktionen aus, dazu gehdren
z. B. der Hormontransport, die Tumorsuppression oder auch die Blutdruckregulation.
Trotz dieser funktionellen Unterschiede und einer Aminosdure-Identitit von zuweilen
nur 30 % haben alle Mitglieder der Serpin-Familie die gleiche Tertidrstruktur, die immer
aus drei [-Faltbliattern (sA—sC) und acht bis neun oa-Helices (hA-hl) besteht
(Abbildung 3) (Gettins, 2002b).

Entscheidend fiir die Inhibitionsreaktion sind ein exponierter RSL und das B-Faltblatt A.
Nach der Spaltung der P1/P1’-Bindung des RSLs durch die Protease wird der
N-terminale Bereich des RSLs in das B-Faltblatt A des Inhibitors eingelagert. Dieser
N-terminale Bereich ist bei den meisten Serpinen 17 Aminosduren lang. Durch die

Einlagerung wird die kovalent iiber eine Esterbindung verbundene Protease an den
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entgegengesetzten Pol des Inhibitors verlagert (Abbildung 3 B) (Stratikos & Gettins,
1999). Die gespaltene Serpin-Konformation (relaxed, R) ist thermodynamisch deutlich
stabiler als die metastabile, RSL-exponierte Konformation (stressed, S) (Silverman et
al., 2001). Neben diesen beiden Konformationen gibt es noch die so genannte latente
Serpin-Konformation, bei der der ungespaltene RSL in das B-Faltblatt des Inhibitors
inseriert ist (Abbildung 3 C). Vom thermodynamischen Gesichtspunkt aus gesehen liegt
diese Konformation zwischen derjenigen von R- und S-Form. ,,Latente* Serpine kénnen
thre Zielprotease nicht mehr inhibieren, da der RSL nicht frei zuginglich ist (Gettins,
2002b).

Abbildung 3: Serpinstruktur und Konformationsinderungen. (A) Dargestellt ist o,-Antitrypsin
(PDB-Struktur: 1QLP) in seiner aktiven, RSL-exponierten Konformation (S-Konformation). Helices sind
gelb, B-Faltblitter rot (sA), blau (sB) und griin (sC) gekennzeichnet. Der RSL ist schwarz bzw. lila
(Hinge-Region) eingefarbt. Die Proteasespaltstelle (P1-P1°) ist in der Kalottendarstellung gezeigt.
Weiterhin gekennzeichnet sind die Breach-Region und die Shutter-Region, die fiir die Insertion des RSLs
zwischen die Stringe s3A und s5A wichtig sind. (B) o;-Antitrypsin im Komplex mit Elastase
(PDB-Struktur: 2D26); die kovalente Bindung zwischen dem P1-Methionin des Inhibitors und dem Ser'”
der Protease ist als Kalottendarstellung gezeigt. (C) Latente Konformation des Serpins PAI-1 (PDB-
Struktur: 1DVN). Die P1-P1°-Positionen sind als Kalotten dargestellt. Die Abbildungen wurden mit dem
Swiss-PDB-Viewer erstellt.
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Der latente Zustand wurde zum ersten Mal in einer Kristallstruktur von Plasminogen-
Aktivtor-Inhibitor-1 (PAI-1, SERPINEI) entdeckt (Mottonen et al, 1992). Unter
physiologischen Bedingungen geht PAI-1 innerhalb von wenigen Stunden von der S-
Form in die latente Form iiber, wodurch seine Aktivitit zeitlich begrenzt wird (Hekman
& Loskutoff, 1985).

Der Ubergang von der S-Form in die R-Form ist ein integraler Bestandteil des
Inhibitionsmechanismus von Serpinen. Diese Konformationsinderung wird durch
verschiedene Regionen im Serpin kontrolliert und moduliert (Abbildung 3). Bei
inhibitorischen Serpinen ist die so genannte Hinge-Region (P15-P9) hochkonserviert.
P15 ist meistens ein Glycin und P14 ein Threonin oder ein Serin. Die Positionen P12—
P9 sind allesamt mit kleinen Aminosduren besetzt. Die Hinge-Region ermdoglicht eine
schnelle und effiziente Insertion des RSLs in das B-Faltblatt A (Hopkins et al., 1993).
Bei den meisten nicht inhibitorischen Serpinen ist diese Region nicht konserviert.
Haufig treten grole Aminosduren auf, die eine effiziente und schnelle Insertion des
RSLs verhindern (Gettins, 2002b). Die Breach- und die Shutter-Region sind zwei
weitere stark konservierte Regionen, die fiir den Ubergang von der S-Form in die
R-Form wichtig sind. Die Breach-Region, die oberhalb des -Faltblatts A lokalisiert ist,
ist die Region, in der die Insertion des RSLs beginnt. Die Shutter-Region liegt in der
Néhe des Zentrums von B-Faltblatt A. Zusammen mit der Breach-Region ermdglicht sie
die Offnung des B-Faltblatts, so dass der RSL inserieren kann (Whisstock et al., 2000).

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Inhibition der Protease ist eine schnelle Insertion
des RSLs. Bei unphysiologischen Interaktionen oder bei mutierten Serpinen ist die
RSL-Verlagerung langsamer als die konkurrierende Deacylierungsreaktion. Dies hat zur
Folge, dass das Serpin als Substrat der Protease fungiert. Die beiden
Konkurrenzreaktionen werden iiber den Branched-Pathway-Mechanismus beschrieben
(Abbildung 4) (Huntington et al, 2000; Gettins, 2002b). Uber die
Geschwindigkeitskonstanten des Branched-Pathway ist auch der SI-Wert (stoichiometry
of inhibition) definiert: SI = (k3 + ka) / kq. Der SI-Wert gibt an, wie viele Molekiile
Serpin benétigt werden, um ein Molekiil Zielenzym zu inhibieren. Reaktionen von
physiologischer Relevanz zeichnen sich durch niedrige SI-Werte (~1) aus (Gettins,
2002b).
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Abbildung 4: Branched-Pathway-Mechanismus von Serpinen. Bei der Interaktion von Protease (E)
und Serpin (I) bildet sich zundchst ein nicht-kovalenter Michaelis-Komplex (E-I) aus. Dieser Komplex
kann dissoziieren oder nach Spaltung der P1-P1’-Bindung in ein kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat
ibergehen [E-I]. Fiir das Acyl-Enzym-Intermediat gibt es zwei Wege: Bei der irreversiblen Inhibition
wird das katalytische Zentrum der Protease durch Einlagerung des RSLs in das p-Faltblatt irreversibel
deformiert; das Resultat ist ein kovalenter Komplex (E-I"). Alternativ kann auch ein nicht inhibitorischer
Weg eingeschlagen werden: Wenn die Geschwindigkeit der RSL-Insertion (k4) viel kleiner ist als die
konkurrierende Deacylierungsreaktion (k;), fungiert das Serpin als Substrat (I*), was mit der Freisetzung
der aktiven Protease einhergeht. Die Abbildung wurde aus der Literatur iibernommen (Huntington et al.,
2000) und modifiziert.

2.3.1 Serpine als Inhibitoren von Proproteinkonvertasen

Die Proteasespezifitit von Serpinen wird vorwiegend durch die Aminoséuresequenz des
RSLs bestimmt. Zahlreiche Mutagenesestudien und Analysen natiirlich vorkommender
Serpin-Mutanten zeigten, dass dabei die Positionen in der benachbarten Umgebung der
Proteasespaltstelle — allen voran die P1-Position, an die die Protease bindet — besonders
wichtig fiir die Zielspezifitdt des Serpins sind (Gettins, 2002b). Ein Beispiel hierfiir ist
die Pittsburgh-Variante des Serpins o;-Antitrypsin, die zum ersten Mal bei einem
Patienten mit starken Blutungen nachgewiesen wurde (Owen et al, 1983). Das
physiologische Target von o-Antitrypsin, dessen P1-Position mit einem Methionin
besetzt ist, ist die neutrophile Elastase. Die Pittsburgh-Variante besitzt an der Position

P1 ein Arginin. Diese Mutation fiihrt dazu, dass die neutrophile Elastase nur noch
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schwach inhibiert wird. Stattdessen inhibiert die Mutante sehr stark Thrombin, das
zentrale Enzym der Blutgerinnung.

Die Moglichkeit, die Spezifitit von Serpinen durch ortsspezifische Mutagenese gezielt
zu verdandern, wurde im Jahre 1993 dazu genutzt, auf der Basis von humanem
o -Antitrypsin (A*’-I-P-M***!) durch Verdnderung der Positionen P1 und P4 einen sehr
effizienten Furin-Hemmstoff (R**>-1-P-R**{) zu erzeugen (Anderson et al., 1993).
Dieses als a;-PDX designierte ,,Designer*-Serpin hemmt neben Furin auch noch PCS5.
Allerdings fungiert ein grofler Anteil von o;-PDX als PC5-Substrat (Anderson et al.,
1993). In der Zwischenzeit wurde vielfach gezeigt, dass durch Transfektion oder
exogene Zugabe von o-PDX die Prozessierung zahlreicher PC-Substrate eingeddmmt
werden kann (Jean et al., 2000; Khatib et al., 2002; Basak, 2005). Diese Studien waren
nicht nur aus pharmakologischer Sicht interessant, sie lieferten auch den wichtigen
Hinweis, dass Serpine moglicherweise als physiologische Inhibitoren von PCs in Frage
kommen. Im Jahre 1998 wurde in einer in-vitro-Interaktionsstudie gezeigt, dass das
humane Serpin PI8 Furin mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit inhibiert
(Dahlen et al., 1998). Dieses Serpin besitzt in seinem RSL mehrere basische
Aminosduren und gehdrt zur Klasse B der Vertebraten-Serpine. Serpine dieser Klasse
besitzen kein N-terminales Signalpeptid und sind daher nicht wie PCs im sekretorischen
Pfad lokalisiert. Daher ist unklar, ob diese in vitro nachgewiesene Interaktion von
physiologischer Relevanz ist. Eine neuere Studie deutet aber darauf hin, dass PI8
moglicherweise eine Rolle bei der Regulation der Furin-Aktivitit wihrend der
Héamostase spielt (Leblond et al., 2006). Die Autoren zeigen, dass der Inhibitor in
Thrombozyten exprimiert wird und nach deren Aktivierung iiber einen bislang noch
ungekliarten Mechanismus in den extrazelluldiren Raum gelangt, wo er SDS-stabile
Komplexe mit einer 16slichen Form von Furin bildet. PI8 ist bislang das einzige
natiirliche Vertebraten-Serpin mit nachgewiesener PC inhibierender Aktivitit.

Der bislang potenteste Furin-Inhibitor stammt aus der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster. Im Jahre 2002 wurde gezeigt, dass durch alternatives Splicen des
Dm-Spn4-Gens mehr als zehn verschiedene Spn4-mRNAs generiert werden. Diese
Transkripte kodieren fiir acht verschiedene Proteinisoformen mit jeweils vier
unterschiedlichen RSLs und unterschiedlicher intra- und extrazelluldrer Lokalisation
(Kriiger et al., 2002). Eine dieser Isoformen, das Serpin Dm-Spn4A, ist von einem
N-terminalen Signalpeptid und einem C-terminalen ER-Retentionssignal (HDEL)
flankiert. Ebenso wie die intrazelluldre Isoform Spn4E besitzt diese Isoform in ihrem
RSL mehrere basische Aminosiuren (Positionen P1, P2, P3 und P4). Dm-Spn4A und
Dm-Spn4E inhibieren in vitro sehr effizient humanes Furin (Oley et al., 2004;
Osterwalder et al., 2004; Richer et al., 2004). Ebenso hemmen sie das Dm-PC2-
Homolog (Richer et al., 2004) und bilden SDS-stabile Komplexe mit den Drosphila-
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Furin-Homologen Dfurinl und Dfurin2 (Briining et al, 2007). Durch
massenspektrometrische Analysen konnte nachgewiesen werden, dass die PC-Spaltung
C-terminal von der Sequenz RRKRY im RSL erfolgt. Vieles deutet darauf hin, dass die
Isoform Dm-Spn4A ein physiologischer Inhibitor von PCs in Drosophila melanogaster
ist. Durch Kotransfektionsstudien konnte gezeigt werden, dass Dm-Spn4A die
Prozessierung des Furin-Substrates Apolipoprotein in Insektenzellen unterdriickt
(Briining et al., 2007). Nach Uberexpression von Dm-Spn4A in neuronalen Zellen
zeigten die Fliegen einen Phénotyp, der eine gestorte Prozessierung von Neuropeptiden
impliziert (Osterwalder et al., 2004). Immunfluoreszenzstudien von COS-7-Zellen, die
transient Dm-Spn4A exprimierten, zeigten, dass der Inhibitor im ER lokalisiert ist. Eine
Deletion des Signals bewirkte, dass das Serpin von transfizierten COS-7 Zellen
sekretiert wurde, wohingegen die natiirliche Variante mit HDEL-Signal im Zellinnern
zuriickgehalten wurde. Die Ergebnisse der Ko- und Uberexpressionsstudien sowie die
subzelluldre Lokalisation von Dm-Spn4A gehen konform mit einer generellen Rolle des
Serpins als Inhibitor von PCs im sekretorischen Pfad. Die neueren Untersuchungen zur
Funktion des intrazelluliren Furin-Inhibitors PI8 deuten darauf hin, dass die
intrazelluldre Spn4-Variante Dm-Spn4E ebenso eine physiologische Rolle bei der
Regulation der PC-Aktivitét spielen kdnnte, wenn auch nicht im vesikuléren System des

sekretorischen Pfades.

2.4 Serpine und Proproteinkonvertasen in Branchiostoma

Der Cephalochordat Branchiostoma lanceolatum (Amphioxus, Lanzettfischchen) wird
nach den Tunicaten als der engste noch lebende Verwandte der Vertebraten angesehen
(Delsuc et al., 2006). Aufgrund seiner nahen Verwandtschaft zu Vertebraten ist
Branchiostoma ein beliebter Modellorganismus zur Erforschung entwicklungs- und
evolutionsbiologischer Zusammenhinge. Vom anatomischen Standpunkt aus betrachtet
ist das im Meer lebende Lanzettfischchen den niederen Vertebraten sehr &hnlich,
allerdings ist es deutlich weniger komplex aufgebaut (Abbildung 5). Statt eines Gehirns
besitzt Branchiostoma z. B. nur eine Ansammlung von Neuronen. Branchiostoma hat
keine Knochen, kein richtiges Herz, keine Blutkapillaren, kein Himoglobin und keine
Erythrocyten. Der einfache Korperbau spiegelt sich ebenso in der geringen Komplexitét
seines Genoms wider (Furlong & Holland, 2002; Holland et al., 2004).

In Branchiostoma californiensis konnten drei PC-Gene identifiziert werden. Zwei dieser
Gene weisen eine hohe Aminoséureidentitit zu den Séuger-PCs PC1/3 und PC2 auf,
weshalb davon ausgegangen wird, dass es sich bei diesen Genen (aPC1/3 und aPC2) um
Orthologe der neuroendokrinen Vertebraten-PCs handelt (Oliva et al., 1995). Das dritte
PC-Gen (aPC6) von Branchiostoma kodiert fiir drei verschieden PC-Isoformen (aPC6A,

15



EINLEITUNG

aPC6B, aPC6C) deren konservierter Bereich am stirksten mit dem des Vertebraten-
PC6-Gens iibereinstimmt. Allerdings ist die Ubereinstimmung mit Vertebraten-PACE4
und -Furin nur geringfiigig niedriger, weshalb das aPC6-Gen auch das Orthologe dieser
PC-Gene reprisentieren konnte (Oliva et al., 1995; Bertrand et al., 2006).

Vertebrat

Branchiostoma

Abbildung 5: Schematischer Vergleich des Cephalochordaten Branchiostoma mit einem primitiven
Vertebraten. Die Abbildung wurde aus der Literatur entnommen (Finnerty, 2000) und modifiziert.

Neben PC-Genen wurden in Branchiostoma auch mehrer Serpin-Gene identifiziert: Mit
Hilfe eines RT-PCR-Ansatzes mit degenerativen Primern konnte gezeigt werden, dass
Branchiostoma lanceolatum mindestens fiinf unterschiedliche Serpine exprimiert
(O. Kriiger, AG Zelluldare Genetik, nicht publizierte Daten). Zwei dieser Serpine
(BI-Spnl und BI-Spn2) sind mit einem C-terminalen ER-Retentionssignal ausgestattet,
weshalb sie als ,,Wichter* des sekretorischen Pfades in Frage kommen. Allerdings sind
die RSL-Sequenzen dieser beiden Serpine stark unterschiedlich. B/-Spn1 besitzt an den
mutmalBlichen P2/P1-Positionen basische Aminoséuren, B/-Spn2 dagegen hydrophobe
Aminosduren (Abbildung 6).

P15 P9 Pl
| | |
Bl-Spnl : [@SIHVVNENM SLDGTFH INTINDNDSINS ILFIBGRLVRPEGIT Tig
BI-Spn2 : T‘GDIGPTY—D A TINDNDINNS T LENMGRLVRPEGENTT

Abbildung 6: Vergleich der RSL-Sequenzen von BI/-Spnl und B/-Spn2. Das Alignment wurde mit
CLUSTALW erstellt. Identische Aminosduren sind invertiert (weil auf schwarz) dargestellt. Die
mutmaBlichen P2/P1-Positionen sind durch Boxen gekennzeichnet.

Bl-Spnl wurde von Ulf Tédtmann im Rahmen seiner Doktorarbeit rekombinant in

E. coli exprimiert und in aktiver Form gereinigt (Todtmann, 2004). Er konnte
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nachweisen, dass B/-Spnl SDS-stabile Komplexe mit der Serinprotease Thrombin
bildet. Allerdings war die Interaktion sehr langsam, und ein Grofiteil des Serpins
fungierte als Substrat der Protease. Es wurden Antiseren gegen B/-Spnl gewonnen, mit
denen das Serpin in den Extrakten von B. lanceolatum als 62 kD grofles Protein
nachgewiesen werden konnte. Ebenso konnte in den Extrakten ein 97 kD grofes Protein
detektiert werden, das moglicherweise B/-Spnl im Komplex mit einer natiirlichen
Zielprotease reprasentiert (Todtmann, 2004). Die physiologische Funktion von B/-Spnl
ist bislang unklar. Die Pridsenz basischer Aminosduren im RSL und das C-terminale
KDEL-Retentionssignal deuten allerdings darauf hin, dass B/-Spnl eine Rolle bei der

Regulation PC-dhnlicher Proteasen in Branchiostoma spielen konnte.
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3 Ziele der Arbeit

Vor kurzem wurde gezeigt, dass das Serpin Dm-Spn4A aus Drosophila melanogaster
sehr effizient PCs hemmt und mit diesen im sekretorischen Pfad kolokalisiert. Bislang
ist unklar, ob auch Vertebraten die inhibitorische Aktivitit von Serpinen zur Regulation
von PCs im sekretorischen Pfad nutzen. In Branchiostoma, einem nahen Verwandten
der Wirbeltiere, wurde kiirzlich ein Serpin (B/-Spnl) identifiziert, das aufgrund seiner
basischen Aminosduren im RSL und wegen seines C-terminalen ER-Retentionssignals
(KDEL) als ,,Wachter* von PCs im sekretorischen Pfad in Frage kommt.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob PCs Zielenzyme des
Branchiostoma-Serpins sind. Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollten
Komplexierungstests und kinetische Analysen mit verschiedenen PCs durchgefiihrt wer-
den. Durch Massenspektrometrie sollte weiterhin die Spaltstelle der Zielenzyme von
BI-Spnl identifiziert werden. Eine weitere Zielsetzung war es, herauszufinden, ob das
KDEL-Motiv von BIl-Spnl funktionell ist und das Serpin somit im sekretorischen Pfad
zurlickgehalten wird. Da Branchiostoma ein interessanter Modellorganismus flir die
Erforschung der Evolution von Vertebraten ist, war weiterhin die Aufklidrung der
Organisation des B/-Spn1-Gens von Interesse.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Analyse des neuen humanen Serpins SERPINE3,
dessen Expression im Jahre 2006 im Rahmen einer PCR-Studie postuliert wurde.
SERPINE3 weist wie Bl-Spnl eine klassische PC-Erkennungssequenz im RSL auf. Die
tatsdchliche Expression dieses neuen Serpins war allerdings unklar, da die Sequenz fiir
SERPINE3 lediglich aus dem Humangenom abgeleitet worden war. Es sollte zunédchst
untersucht werden, ob SERPINE3 exprimiert wird. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung sollte die cDNA-Sequenz von SERPINE3 isoliert werden. Weiterhin
sollten Antikorper gegen das Serpin gewonnen werden, so dass die Expression von
SERPINE3 auf Proteinebene analysiert werden konnte. Hierfiir sollte das Protein in
ausreichenden Mengen in rekombinanter Form produziert werden. Durch
Lokalisations-, Interaktions- und weitere Studien sollte dariiber hinaus die Funktion

dieses neuen Serpins beleuchtet werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Alle im Folgenden nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in hochst moglichem Rein-
heitsgrad von den Firmen Merck, Roth, Roche Diagnostics, Sigma oder Serva bezogen.
Spezialchemikalien, Enzyme, Antikorper, Primer und Kits sowie weitere Materialien
sind im Text aufgefiihrt oder dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8). Fiir die Herstel-
lung von Losungen wurde Reinstwasser (dH,O) verwendet (Milli®—Q—Anlage,
Millipore). Alle Versuche wurden mit sterilen Gefdllen und Pipettenspitzen durchge-
filhrt. Medien fiir Bakterien und Losungen, die fiir enzymatische Versuche bendtigt

wurden, wurden durch Autoklavieren oder Filtration sterilisiert.

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Kultivierung von Escherichia coli-Stammen

Die Anzucht von E. coli-Stimmen erfolgte in LB-Medium, das nach Bedarf mit
Ampicillin oder Kanamycin versetzt wurde (Tabelle 2). Fiir molekularbiologische
Arbeiten wurde der Stamm TOPI0 verwendet. Die Expression rekombinanter
Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine erfolgte im Stamm BL21(DE3)
(Tabelle 2). Die Kulturen wurden auf Festmedium, in Roller- oder Schiittelkulturen bei
220 rpm und 37 °C iiber Nacht inkubiert. Als Ausgangsmaterial fiir Fliissigkulturen
dienten Einzelkolonien von Kulturplatten. Fiir die Langzeitlagerung von E. coli-
Stimmen wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurde das Pellet einer 2 mL-Kultur
in 500 uL LB-Medium mit 20 % (w/v) Glycerin resuspendiert und bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 2: Bakterienstimme und Medien

Bakterienstimme und Medien Zusammensetzung

F- merAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
E. coli TOP10 (Invitrogen) deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endAl
nupG

E. coli BL21(DE3
coli BL21(DE3) F- ompT hsdSp(rs’ mg ) gal dem (DE3)

(Novagen)
) 1 % (w/v) Trypton/Pepton (Roth, #8952.2)
LB-Medium
0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt (DIFCO, #0127-17-9)
(Lennox L Broth Base)
0,5 % (w/v) NaCl
LB-Medium-Amp LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin (Roth, #K029.2)
LB-Medium-Kan LB-Medium mit 30 pg/mL Kanamycin (Invitrogen, #11815)

1 % (w/v) Trypton/Pepton

0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt
0,5 % (w/v) NaCl

1,2 % (w/v) Agar (Sigma, #A-7002)
LB-Agar-Amp LB-Agar mit 100 pg/mL Ampicillin

LB-Agar (Lennox L Agar)

LB-Agar-Kan LB-Agar mit 30 pg/mL Kanamycin

0,5 % (w/v) SELECT Hefe Extrakt
2 % (w/v) Trypton

10 mM NaCl

2,5mM KCl

10 mM MgSO,

2 mM Glukose

SOC-Medium

Die Medien wurden in dH,O angesetzt und durch Autoklavieren sterilisiert. Antibiotika wurden nach
Abkiihlen der Losungen zugesetzt.

4.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach der CaCl,-Methode
(Sambrook & Russel, 2001). Hierzu wurden 250 mL LB-Medium mit 10 mL einer
frischen Ubernachtkultur beimpft und die Zellen bei 37 °C bis zu einer ODgop von 0,5
kultiviert. Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (4 °C,
4000 x g, 10 min) und in 65 mL einer eiskalten MgCl,-Losung (100 mM) resuspendiert.
Nach 5-miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Suspension erneut zentrifugiert und das
Pellet in 13 mL einer CaCl,-Losung (100 mM) resuspendiert. Nach einer letzten
Inkubationsperiode auf Eis (20 min) wurden die Bakterien abzentrifugiert, in 2,6 mL
85 mM CaCly, 15 % (v/v) Glycerin aufgenommen und in 50 pL-Aliquots bei -80 °C
gelagert.

Fiir die Transformation wurde ein 50 pL-Aliquot mit 100-300 ng Plasmid-DNA fiir
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 s bei 42 °C) wurden die Zellen
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flir 4 min auf Eis inkubiert, anschlieBend mit 750 uL. SOC-Medium (Tabelle 2)
vermischt und bei 37 °C fiir eine Stunde unter Schiitteln inkubiert. Es wurden verschie-
dene Volumina auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgestrichen und die Platten {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 RNA-Isolierung aus tierischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus tierischen Zellen erfolgte mit TRIZOL, einer
monophasischen Lodsung, bestehend aus Guanidiniumthiocyanat und Phenol
(Chomczynski, 1993). Fiir die RNA-Isolierung wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieBend in 1 mL TRIZOL (Tabelle 3) pro 10 cm® Kulturoberfliche
resuspendiert. Nach 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden
unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation (10 min, 12000 x g, 4 °C) entfernt. Der
Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt, mit 200 pL Chloroform —
Isoamylalkohol (24:1) je mL TRIZOL versetzt und die Proben anschlieBend 2 min
heftig geschiittelt. Nach Zentrifugation (15 min, 12000 x g, 4 °C) wurde die obere
wissrige Phase vorsichtig in ein neues Gefal3 tiberfiihrt und der Chloroform-Schritt so
lange wiederholt, bis keine weile Interphase mehr sichtbar war. Zur Féllung der RNA
wurde die Losung mit einem halben Volumen Isopropanol gemischt, 10 min bei RT
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (s. o0.). Das Pellet wurde zweimal mit 70 %
Ethanol gewaschen (5 min Inkubation, 5 min Zentrifugation), die RNA bei
Raumtemperatur fiir ca. 10 min getrocknet und anschlieBend in DEPC-Wasser gelost.
Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

Tabelle 3: Losungen fiir die RNA-Isolierung mit TRIZOL
Losung Zusammensetzung ‘
3,05 g Ammoniumthiocyanat
9,44 g Guanidiniumthiocyanat
5,75 mL Glycerin
TRIZOL 3,33 mL 3 M Natriumacetat (NaAc), pH 8,0
40 mL DEPC-Wasser
pH 5,0 einstellen mit Essigsdure und autoklavieren
38 mL Roti®-Aqua-Phenol (Roth, #A980.1)
DEPC-Wasser 0,1 % (v/v) DEPC in Wasser, 1 h rithren, autoklavieren
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4.3.2 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird RNA mit RNA-abhingigen DNA-Polymerasen in
cDNA (copy-DNA) umgeschrieben. Fiir die Reverse Transkription wurde das RevertAid
H Minus M-MuLV RT-Kit (Fermentas, #K1631) mit Oligo(dT);s-Primern nach den
Herstellerangaben verwendet (Fermentas, 2004). Die im Kit enthaltene Reverse
Trankriptase ist eine genetisch modifizierte Version der Reversen Transkriptase des
Moloney-Maus-Leukémie-Virus. Fiir jede Reaktion wurden standardméBig 5 pg Ge-

samt-RNA eingesetzt.

4.3.3 Isolierung genomischer DNA aus Branchiostoma lanceolatum

Zur Isolierung genomischer DNA aus adulten Lanzettfischchen (Branchiostoma
lanceolatum) wurde das DNeasy Tissue Kit der Firma Qiagen (#69504) entsprechend
den Herstellerangaben verwendet (Qiagen, 2004). Die Tiere (Alfred-Wegener-Institut
fiir Polar- und Meeresforschung, Helgoland) wurden lebendig in Meerwasser geliefert
und direkt nach Erhalt in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
Fiir die Isolierung wurde ein Tier mit einem Maorser unter fliissigem Stickstoff zu feinem
Pulver zerstoBen und 25 mg Gewebe mit Proteinase K enzymatisch iiber Nacht
aufgeschlossen (Qiagen, 2004). AnschlieBend wurde die genomische DNA selektiv an

eine Silikamembran gebunden, gewaschen und mit 200 pL Elutionspuffer eluiert.

4.3.4 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein in-vitro-Verfahren zur exponentiellen
Vervielfiltigung definierter DNA-Abschnitte (Saiki ef al., 1985). Die Methode wurde
zur Amplifikation gezielter Bereiche von ¢cDNA und genomischer DNA und zur
gerichteten Einfiihrung von Mutationen in Template-DNAs eingesetzt.

Fiir die meisten PCRs wurden der in Tabelle 4 beschriebene PCR-Ansatz und das in
Tabelle 5 dargestellte Programm verwendet. Wenn die Sequenz-Integritidt der
Amplifikate entscheidend war, wurde Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus als
Syntheseenzym eingesetzt, da diese Polymerase iiber eine 3’-5’-Korrekturlesefunktion
verfiigt (Lundberg et al., 1991). Analytische PCRs wurden mit 7ag-Polymerase aus
Thermus aquaticus durchgefiihrt. Zur Bestimmung von Primer-Annealing-Temperaturen
(Ta) wurde das Programm Oligo Analyzer 3.0 verwendet (Abschnitt 8.4). Die
Primersequenzen sind im Anhang aufgefiihrt (Abschnitt 8.2).
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Tabelle 4: Standard-PCR-Ansatz

Komponente

MATERIAL UND METHODEN

Konzentration der Stammldsung

cDNA: 250 ng/uL

Volumen

Template Plasmid-DNA: ca. 0,3-0,5 ng/uL 1 pL
genomische DNA: ca. 180 ng/uL

10 x Puffer

(PeqLab, #01-1020) 10 x 5uL

(Promega, #M774)

Primer 10 uM je2uL

dNTPs (Fermentas, #R0181) 10 mM je ANTP 1 uL

Polymerase
Taq: 5 U/uL

Taq (PeqLab, #01-1020) 0,5 uL
Pfu: 2,5 U/uL

Pfu (Promega, #M774)

H,0 ad 50 uL

Tabelle 5: Standard-PCR-Programm
Zyklenzahl | Zeit

Temperatur

Schritt

1 x 3 min 95 °C 1. Denaturierung
30s 95 °C Denaturierung
25-40 x 30-40 s variabel Annealing
1 min/kb (7ag) bzw. 2 min/kb (Pfu) 72 °C Elongation

1 x 10 min

72 °C

Finale Elongation

1 x 0

4°C

Lagerung

Die Einfithrung gezielter Punktmutationen erfolgte in Anlehnung an die QuickChange
Site®-Directed Mutagenesis-Methode von Stratagene (Stratagene, 2004). Diese Methode

nutzt komplementéire Primerpaare, die die gewiinschten Mutationen mittig, flankiert von

jeweils 15-20 komplementiren Nukleotiden, tragen.

Tabelle 6: Mutagenese-PCR

Mutagenese-PCR-Ansatz Mutagenese-PCR-Programm

50 ng Plasmid-DNA

5 uL 10 x Pfu-Puffer
250 ng je Primer

1 pL Pfu-Polymerase

1 uL dNTPs (je 10 mM)
ad 50 pL mit HO

3 min bei 95 °C
30 s bei 95 °C

1 min bei 55 °C

2 min/kb bei 72 °C

10 min bei 72 °C

1 x

18 x

1x
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Jeder Strang des zirkuldren Parentalplasmids wird, ausgehend von den Primern, mit
Hilfe einer Proofreading-Polymerase kopiert, so dass jeder neu synthetisierte Plasmid-
Strang die gewiinschte Mutation enthélt (Tabelle 6). Im Anschluss an die PCR wird die
methylierte, nicht-mutierte Parental-DNA durch Verdau mit Dpnl (10 U, 1 h bei 37 °C)
abgebaut und SpuL des Ansatzes in kompetente Bakterien transformiert
(Abschnitt 4.2.2).

4.3.5 Agarosegelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten

Nukleinsduren lassen sich mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese entsprechend ihrer
GroBe  auftrennen. Im  elektrischen Feld wandern die aufgrund ihres

Phosphodiesterriickgrates negativ geladenen Molekiile zur Anode.

Tabelle 7: Puffer und Reagenzien fiir die Agarosegelelektrophorese

Puffer/Reagenz Zusammensetzung

40 mM Tris

TAE-Puffer 40 mM Natriumacetat (NaAc)

1 mM EDTA, pH 8,0

50 % (v/v) Glycerin

0,1 % (w/v) Bromophenolblau
10 x DNA-Ladepuffer 0,1 % (w/v) SDS

0,1 M EDTA

in 10 x TAE-Puffer
GeneRuler ™ 1 kb DNA-Leiter (Fermentas, #SM0312)
100 Bp DNA-Leiter (Genecraft, # GC-015-004)
10 mM MOPS

MOPS-Puffer 4 mM NaAc

0,5 mM EDTA, pH 7,0

0.15 % (v/v) 10 x MOPS-Puffer
RNA-Ladepuffer 0,19 % (v/v) Formaldehyd

0,66 % (v/v) Formamid

1,5 % (w/v) Agarose

10 % (v/v) 10 x MOPS-Puffer
Formaldehyd-Gel 3,5 % (v/v)

37 % Formaldehyd

in Wasser

DNA-Grofenstandards

DNA-Fragmente wurden in 0,8-3,0 %igen (w/v), mit 1 x TAE gegossenen Agarosegelen
aufgetrennt. Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Beladen mit 10 x DNA-

Ladepuffer vermischt. Zur GroBenabschidtzung der DNA-Fragmente wurde parallel ein
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DNA-GroBenstandard aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer konstanten Spannung
von 140 Vin 1 x TAE-Puffer.

Zur Uberpriifung der Qualitit von RNA-Priparationen wurde eine denaturierende
Formaldehyd-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Fiir die Probenvorbereitung wurden 8 uL
RNA (ca. 1-3 pg) mit 20 pL RNA-Ladepuffer gemischt und flir 15 min bei 65 °C
erhitzt. Nach der Zugabe von 3,9 uL Glycerin mit Bromphenolblau wurden die Proben
auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von
100 V.

DNA- und RNA-Gele wurden in einem 0,5 %igen Ethidiumbromidbad fiir 5 min
gefdarbt, 10 min gewdssert und schlieBlich unter UV-Licht (312 nm) mit einem
Doc-Print II System der Firma Vilber Lourmat photographiert.

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das OIdquick® Gel
Extraction Kit (Qiagen, #28706) gemiB3 den Herstellerangaben verwendet (Qiagen,
2002). Die Elution der DNA erfolgte mit 30 pL 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

4.3.6 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde photometrisch mit UV/VIS-
Spektrophotometern der Firmen Shimadzu (UV-1602) bzw. Nanodrop Technologies
(Nanodrop® ND-1000) bei einer Wellenldnge von 260 nm (ODy¢) bestimmt. Grundlage
fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren ist das Lambert-
Beer’sche Gesetz. Eine ODy6 von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/mL
doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/mL einzelstringiger RNA (Sambrook & Russell,
2001).

Tabelle 8: Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiurelosungen

A: Absorption
Lambert-Beer’sches Gesetz €: molarer Absorptionskoeffizient[L - mo! -l -cm_l]
A=¢-c-d ¢: Konzentration [mol -L™']

d: Weglinge des Lichtes [cm]

) . Shimadzu-Photometer: 1 cm
Wegliange des Lichts
Nanodrop: 0,1 cm und 0,02 cm

Zur Bestimmung der Reinheit von Nukleinsdurelosungen wurden zusitzlich die Ex-
tinktionswerte bei 280 nm gemessen. Ein Quotient ODsgong0 zeigt an, ob eine
Nukleinsdureldsung mit Proteinen verunreinigt ist. Bei reinen DNA-Ldsungen liegt das
Verhiéltnis oberhalb von 1,8, bei reinen RNA-Ldsungen oberhalb von 2,0 (Sambrook &
Russell, 2001).
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4.3.7 Plasmidisolierung

Zur Reinigung von Plasmiden aus E. coli im analytischen MafBstab wurde das
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit eingesetzt (Fermentas, #K0503). Fiir die priparative
Plasmidgewinnung wurde das HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen, #12662) verwendet.
Nach Freisetzung der Plasmid-DNA durch alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979)
wurde die Plasmid-DNA durch Adsorptionschromatographie an einer Silicamembran
(Miniprep) oder iiber Anionenaustauschchromatographie mit anschlieBender Iso-
propanol Fillung (Maxiprep) gereinigt. Die Reinigungen wurden gemal
Herstellerprotokoll durchgefiihrt (Qiagen, 2005; Fermentas, 2006). Mit dem GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit konnten durchschnittlich 5 bis 20 pg Plasmid-DNA aus 3 mL
Bakterienkultur isoliert werden. Die Ausbeuten bei Maxipriparationen aus
250 mL-Kulturvolumen beliefen sich auf 200 bis 600 pg Plasmid-DNA.

4.3.8 Restriktionsspaltung

Die Spaltung von Plasmid-DNA und ¢cDNA wurde mit Restriktionsendonukleasen der
Firmen New England Biolabs (NEB) und Fermentas gemdfl den Herstellerangaben
durchgefiihrt. Fiir analytische Zwecke (300 ng DNA) betrug die Inkubationszeit 1 bis
3 h, fiir préparative Spaltansitze (1 bis 3 ng DNA) 5 bis 24 h.

4.3.9 Ligation

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde das Quick Ligation™ Kit der Firma NEB
(#M2200) entsprechend der Herstellerangaben verwendet (New England Biolabs,
2006). Um eine Religation des Vektors zu verhindern, wurde der Vektor zuvor mit
alkalischer Phosphatase (Fermentas, #EF0341) dephosphoryliert. Hierzu wurden 30 pL
gereinigter Vektor mit 1 U alkalischer Phosphatase vermischt und 1 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym durch Hitze inaktiviert (10 min, 85 °C).

4.3.10 , TA“-Subklonierung

PCR-Produkte wurden durch Subklonierung in so genannte ,,TA*“-Vektoren gesichert.
Verwendet wurden die Vektoren pCR®4-Topo® (Invitrogen, #K4575) und pGEM®-T
(Promega, #A3600). Die Klonierung erfolgte gemiB3 den Herstellerangaben (Invitrogen,
2006; Promega, 2007).
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4.3.11 Expressionsplasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene bakterielle und eukaryotische
Expressionsplasmide fiir die Serpine B/-Spnl, SERPINE3 und deren Mutanten erzeugt.
Ausgangspunkt fiir die Herstellung der verschiedenen Expressionskonstrukte waren
Plasmide mit entsprechenden cDNA-Inserts oder cDNA-Pools, aus denen mit
spezifischen Primern das zu klonierende Zielfragment amplifiziert wurde. PCR-
Amplifikate wurden zur Sicherung wie beschrieben subkloniert (Abschnitt 4.3.10). Die
Insert tragenden Plasmide und der Ziel-Vektor wurden mit den in Tabelle 10
aufgefiihrten Restriktionsenzymen gespalten (Abschnitt 4.3.8). Insert-und Vektor-
Fragmente wurden durch Gelextraktion gereinigt (Abschnitt 4.3.5), ligiert (4.3.9) und
anschlieBend in E. coli TOP10-Zellen transformiert (Abschnitt 4.2.2). Aus den
Einzelkolonien wurden 3 mL-Fliissigkulturen angezogen (4.2.1) und die Plasmide der
Bakterien wie unter Abschnitt 4.3.7 beschrieben isoliert. Die Integritdt der Konstrukte
wurde durch Sequenzierung (4.3.12) oder im Falle einfacher Umklonierungen durch
Restriktionsspaltung bestétigt. In Tabelle 9 sind alle Konstrukte aufgelistet, die in dieser
Arbeit verwendet wurden. In Tabelle 10 ist dargestellt, wie die verschiedenen
Expressionsvektoren hergestellt wurden. Alle bakteriellen Expressionskonstrukte
basieren auf dem Vektor pKM-263 (Melcher, 2000). Zur Herstellung eukaryotischer
Expressionskonstrukte wurden die Vektoren pcDNA3.1+, pSecTag2B oder pCEP4
verwendet. Der Aufbau dieser Vektoren ist im Anhang dargestellt (Absatz 8.1).

Tabelle 9: Verwendete Plasmide

Plasmidname

. Kodiert fiir / Kommentar Hersteller/Bezugsquelle

(interne Nummer)

pKM-263 . . Karsten Melcher
bakterieller Expressionsvektor

(Nr. 133) (Melcher, 2000)

pcDNA3.1+ . . .
eukaryotischer Expressionsvektor Invitrogen

(Nr. 73)

pSecTag2B . . .
eukaryotischer Expressionsvektor Invitrogen

(Nr. 148)

pCEP4 . . .
eukaryotischer Expressionsvektor Invitrogen

(Nr. 240)

pUTI16 i} ® ® iy
enthilt B/-Spnl cDNA pCR™4 Topo~ | Ulf Todtmann

(Nr. 125) -

pUTI8 .
GST-BI/-Spnl (AS 16-407) pGEX-4T-3 Ulf Tédtmann

(Nr. 127)

pUT19 . Ulf Tédtmann
Hiss-GST-BI-Spnl (AS 16-407) pKM-263 .

(Nr. 128) (Todtmann, 2004)

pKM-V1 Hiss-GST-Spn4A/E Mareke Oley

pKM-263
(Nr. 134) (AS 1-392 von Dm-Spn4E) (Oley, 2006)
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Fortsetzung der Tabelle 9

Plasmidname

(interne Nummer)

Kodiert fiir / Kommentar

MATERIAL UND METHODEN

Hersteller/Bezugsquelle

pCB3.1Spnl BI-Spnl (AS 15-407)/ )
o ) pcDNA3.1+ Caterina Bentele
(Nr. 169) kein Signalpeptid
pCB3.1SpnlwSp .
BI-Spnl (AS 1-407) pcDNA3.1+ Caterina Bentele
(Nr. 170)
BI-Spn1 AKDEL (AS 1-403)/
pCB3.1Spn1Mut ) .
(NI 171) BI-Spn1 ohne C-terminales KDEL- pcDNA3.1+ Caterina Bentele
L.
Motiv
pTOPO_E3 enthdlt SERPINE3 cDNA (AS 1-404) ® ® )
. . pCR™4 Topo~ | Caterina Bentele
(Nr. 199) Sequenz, siche Abschnitt 8.3.3 -
pFUK E3 )
SERPINE3 (AS 1-404) pcDNA3.1+ Caterina Bentele
(Nr. 200)
pKM INA E3 ) .
Hisc-GST-SERPINE3 (AS 18-404) pKM-263 Caterina Bentele
(Nr. 201)
LuckyLoop BI-Spn1-Mutante mit SERPINE3 )
pKM-263 Caterina Bentele
(Nr. 202) RSL-Sequenz (P9-P2’)
pTerminator3C Hiss-SERPINE3 (AS 21-404)/ Oliver Kramer
. pSecTag2B .
(Nr. 242) IgG « Signalsequenz (Kramer, 2007)
pKKS-E3 SERPINE3 (AS 1-404)/ .
. L pcDNA3.1+ Caterina Bentele
(Nr. 210) mit optimierter Kozak-Sequenz
pT3C-P1A SERPINE3 (AS 21-404) mit Alanin )
o ] pSecTag2B Caterina Bentele
(Nr. 244) an Position P1; IgG « Signalsequenz
pT3C-P2A SERPINE3 (AS 21-404) mit Alanin )
. ] pSecTag2B Caterina Bentele
(Nr. 245) an Position P2; IgG « Signalsequenz
pCEP4-T3C SERPINE3 (AS 21-404); )
. pCEP4 Caterina Bentele
(Nr. 243) IgG « Signalsequenz
pCEP4-T3C-P1A | SERPINE3 (AS 21-404) mit Ala an )
. pCEP4 Caterina Bentele
(Nr. 246) P1; IgG « Signalsequenz
pCEP4-T3C-P2A | SERPINE3 (AS 21-404) mit Ala an .
. pCEP4 Caterina Bentele
(Nr. 247) P2; IgG « Signalsequenz
pCEP4-EGFP )
EGFP pCEP4 Caterina Bentele
(Nr. 248)
pWTBII
(NL.1) HCII (AS 1-527) pCDMS& Hermann Ragg
r.
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Tabelle 10: Konstruktion von Expressionsplasmiden

Plasmidname Vektor Herkunft des Inserts Kloniert tiber
pCB3.1Spnl pcDNA3.1+ pUT18 BamHI, EcoRI
pCB3.1SpnlwSp | pCB3.1Spnl pUT16 Nhel, Bsgl
PCR mit Primerpaar 8/12
pCB3.1Spn1Mut | pCB3.1Spn1wSp Sacll, EcoRI
Template: pCB3.1SpnlwSP
Nested-PCR mit den Primerpaaren
pTOPO E3 pCR®4_Topo® 13/14 und 15/16; TA Klonierung
Template: A549 cDNA
pFUK E3 pcDNA3.1+ pTOPO_E3 EcoRI
PCR mit Primerpaar 17/18
pKM INA E3 pKM-263 Xhol, Ncol
Template: pTOPO_E3
Mutagenese-PCR mit Primerpaar 19/20
pLuckyLoop pKM-263
Template: pUT19
Mutagenese-PCR mit Primerpaar 23/24
pKKS-E3 pcDNA3.1+ EcoRI
Template: pFUK_E3
Mutagenese-PCR mit Primerpaar 25/26 ]
pT3C-P1A pSecTag2B ) Hindlll, Xhol
Template: pTerminator3C
Mutagenese-PCR mit Primerpaar 27/28 .
pT3C-P2A pSecTag2B i Hindlll, Xhol
Template: pTerminator3C
pCEP4-T3C pCEP4 pTerminator3C Nhel, Xhol
pCEP4-T3C-P1A | pCEP4 pT3C-P1A Nhel, Xhol
pCEP4-T3C-P2A | pCEP4 pT3C-P2A Nhel, Xhol
pCEP4-EGFP pCEP4 pIRES-EGFP (M. Kathib) Kpnl, Notl

Zur Herstellung der verschiedenen Expressionsplasmide (Spalte 1) wurden Vektor- (Spalte 2) und
Insertplasmide (Spalte 3) mit Restriktionsenzymen gespalten (Spalte 4), durch Gelextraktion gereinigt,
ligiert und transformiert. Die Sequenzen von Primern, die zur Herstellung von /nsertsequenzen benotigt
wurden, sind dem Anhang zu entnehmen (Abschnitt 8.2). Die Karten der kommerziell erhéltlichen
Vektoren pCEP4, pSecTag2B, pcDNA3.1+ und pKM-263 sind ebenfalls im Anhang dargestellt
(Abschnitt 8.1).

4.3.12 Sequenzierung

Die Sequenzierung von cDNA-Sequenzen in Plasmiden erfolgte, wie beschrieben
(Todtmann, 2004), nach der von Sanger entwickelten Kettenabbruchmethode mit Hilfe
eines LiCor DNA Sequencer 4200S-1-Sequenziersystems (Sanger, 1977). Teilweise
wurden die Sequenzierungen in Auftrag gegeben (MWG-Biotech oder AG Weishaar,
Uni Bielefeld). Die verwendeten Sequenzierprimer sind im Anhang aufgefiihrt
(Abschnitt 8.2).
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4.4 Expression und Reinigung von Hisec-GST-Serpin-
Fusionsproteinen

Zur Expression von Hisg-GST-Fusionsproteinen wurde der E. coli Stamm BL21(DE3),
mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transformiert (Tabelle 11). AnschlieBend
wurden 200 mL LB-Medium-Amp (Tabelle 2) mit 10 mL einer frischen E. coli
BL21(DE3) Ubernachtkultur beimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgoy von 0,5-1 unter
Schiitteln in Anzuchtkolben (1 L) kultiviert. Die Expression der Fusionsproteine wurde
durch die Zugabe von 0,1-0,5 mM IPTG induziert. Nach weiterer Kultivierung bei
30° C (5 h) oder RT (12 h) wurden die Bakterien auf Eis abgekiihlt und bei 4000 x g
und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (Tabelle 11). Das Pellet wurde einmal mit PBS
(Tabelle 12) gewaschen und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

Tabelle 11: Expressionsparameter

Fusionsprotein ‘ ‘Plasmid (Abschnitt 4.3.11) ‘ ‘Expressionsparameter
. 0,5 mM IPTG
Hiss-GST-BI-Spnl pUT19 .
5 h Expression, 30 °C
. 0,2 mM IPTG,
Hise-GST-SERPINE3 pKM-INA-E3 .
12 h Expression, RT
Hiss-GST-LuckyL LuckyL 0.2 mM PTG
iS6- -LuckyLoo uckylLoo
6 yhoop pruckytoop 12 h Expression, RT
. 0,2 mM IPTG
His¢-GST-Spn4A/E pKM-V1 )
12 h Expression, RT

Zur Reinigung von Hise-GST-Fusionsproteinen wurden die Bakterienpellets auf Eis
aufgetaut und in Equilibrierungspuffer (Tabelle 12) mit 1 mM PMSF resuspendiert
(5 mL pro Pellet). Losliche Proteine wurden durch zwei French-Press-Passagen
(SLM Aminco) bei 1415 bar freigesetzt und unldsliche Zelltriimmer durch
Zentrifugation (30000 x g, 4°C, 10 min) entfernt. Der geklirte Uberstand wurde
sterilfiltriert (0,2 um) und Fusionsproteine im Batch-Verfahren oder mit einer fast
perfmormance liquid chromatography (FPLC)-Anlage (GE Healthcare) an Glutathion-
Sepharose wie folgt gereinigt:

Tabelle 12: Puffer und Materialien fiir die Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Puffer/Material Zusammensetzung/Bezugsquelle ‘
PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 5,4 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,2
Equilibrierungspuffer PBS, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA

Waschpuffer 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,3

Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI, 10 mM reduziertes Glutathion, pH 8,2
Glutathion-Sepharose 4B | GE Healthcare, #17-0756-01

PD-10 Séulen GE Healthcare, #17-0435-01
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Reinigung im Batch-Verfahren:

Der geklirte Uberstand wurde mit equilibrierter Glutathion-Sepharose (250 uL
Suspension pro Pellet) fiir 1,5 h bei 4° C und 0,5 h bei RT unter leichtem Schiitteln in
PD-10 Saulen inkubiert. Nach Waschen mit Equilibrierungs- und Waschpuffer (jeweils
dreimal, 10 mL) wurden gebundene Proteine mit 3 mL Elutionspuffer eluiert und in
500 pL-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen wurden durch SDS-PAGE analysiert
(Abschnitt 4.7.1) und Fraktionen mit hohem Fusionsproteinanteil vereinigt. Die
Fraktionen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert oder zur Entfernung des
Hisg-GST-Tags mit TEV-Protease behandelt (4.4.1).

Reinigung tiber FPLC:

Der Aufbau der FPLC-Anlage wurde bereits ausfiihrlich in vorangehenden Arbeiten
beschrieben (Todtmann, 2004; Eckert, 2005). Alle Puffer wurden auf Eis gekiihlt und
unmittelbar vor der Verwendung mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast.

Zur Reinigung wurde eine mit 5 mL Glutathion-Sepharose-Suspension gepackte C10/10
Leersdule (GE Healthcare) zundchst mit 10 Sdulenvolumen (column volume, cv)
Equilibrierungspuffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von 1 mL/min equilibriert. Die
Beladung der Séule mit gekldrtem French-Press-Lysat erfolgte iiber eine externe 5 mL
Injektionsschleife am Motorventil MV7 mit einer Flussrate von 0,2 mL/min. Nach der
Probenauftragung wurde zundchst mit 10 c¢v Equilibrierungspuffer gewaschen.
AnschlieBend wurde solange mit Waschpuffer gewaschen, bis das UV-Signal den
Ausgangswert erreicht hatte (Flussrate: 1 mL/min). Zur Elution gebundener Proteine
wurde Elutionspuffer mit 0,3 mL/min iiber die Sdule geleitet und 0,5 oder 1 mL
Fraktionen gesammelt. Alle weiteren Schritte erfolgten wie fiir das Batch-Verfahren

beschrieben.

Bradford-Assay:

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde der Bradford-Assay angewendet.
Dieser Test beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie G-250 an Proteine,
wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs im sauren Milieu von 465 nm
nach 595 nm verschiebt (Bradford, 1976). Der Test wurde in Mikrotiterplatten mit dem
Coomassie Protein Assay Reagent der Firma Pierce (#23200) durchgefiihrt. Zunéchst
wurden 20 pL Probe, Eichstandard (25-1000 pg/mL BSA) oder Referenzlosung mit
250 uL. Coomassie-Reagenz vermischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurde die Absorption der Proben in einem Mikrotiterlesegerdt (BioTek) bei 595 nm
gemessen und anhand der Eichgeraden (linearer Bereich) die Proteinkonzentration der

Proben bestimmit.
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4.4.1 Entfernung des GST-Tags durch die TEV-Protease

Zur Abtrennung des Hise-GST-Tags an Fusionsproteinen wurde die TEV-Protease aus
dem Tobacco Etch Virus (TEV) eingesetzt. Die TEV-Protease erkennt die
Aminosiuresequenz E-N-L-Y-F-Q-4-(G’/S’) und hydrolysiert die Peptidbindung
zwischen der sechsten (P1) und der siebten (P1”) Aminosdure ihrer Erkennungssequenz.
Mutagenesestudien zeigten, dass die TEV-Protease an der P1’-Position eine Vielzahl
von Aminosduren toleriert (Kapust et al., 2002). Fusionskonstrukte konnen daher so
konzipiert werden, dass die nach der Spaltung freigesetzten Proteine keine zusétzlichen
Aminosduren der TEV-Erkennungsstelle beinhalten, sondern mit ihrer natiirlichen
Aminosdure beginnen. Die in dieser Arbeit verwendete AcTev-Protease
(Invitrogen, #12575) ist eine genetisch verdnderte Form der TEV-Protease, die sich
durch eine hohere Stabilitdt auszeichnet, iiber einen breiten Temperaturbereich aktiv ist
und N-terminal mit einem Hisg¢-7ag versehen ist (Invitrogen, 2003).

Fir die Spaltung wurden ca. 0,5-1 mg gereinigtes Fusionsprotein mit 100 U
AcTev-Protease iiber Nacht (UN) bei 4 °C inkubiert. Die Protease und der freigesetzte
Hise-GST-Tag wurden anschlieBend durch immobilized metal affinity chromatography
(IMAC) abgereichert. Hierfiir wurden Protino® Ni 2000 Saulen (Macherey Nagel,
#745120, 1 mL Bettvolumen) mit 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,15 % Triton X-100,
pH 8,0 equilibriert und der TEV-Spaltansatz zur Verhinderung unspezifischer
Bindungen auf eine Endkonzentration von 300 mM NaCl eingestellt. Der Ansatz wurde
auf die Séule aufgetragen und der Durchlauf aufgefangen. AnschlieBend wurde mit
3 mL Equilibrierungspuffer gewaschen. Es wurden 0,5 mL Fraktionen aufgefangen, die
aliquotiert und bei -80 °C gelagert wurden. Die hochste Serpin-Konzentration lag
zumeist in der ersten Elutionsfraktion vor.

4.5 Gewinnung eines Anti-SERPINE3-Antiserums

Die Gewinnung polyklonaler Anti-GST-SERPINE3-Antikorper wurde als externe
Auftragsarbeit von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) vorgenommen. Fiir die
Immunisierung eines Kaninchens wurde Hise-GST-SERPINE3 in E. coli BL21(DE3)
exprimiert und das Fusionsprotein durch FPLC gereinigt (Abschnitt 4.4). Die
verschiedenen Fraktionen wurden vereinigt und mittels Amicon YM-30-Sdulen
ankonzentriert. Dem Unternehmen wurden schlieBlich vier Gefdfle mit jeweils 100 pg
gereinigtem Protein (250 ng/uL) auf Trockeneis zugeschickt. Die Immunisierung
erfolgte nach dem firmeneigenen Standardprotokoll mit jeweils vier 100 pg-Injektionen
in zweiwochigen bzw. vierwdchigen Abstinden. Die Blutentnahmen fanden 37, 65 und

85 Tage nach Start der Immunisierung statt (2 mL, 22 mL bzw. 60 mL Antiserum). Die
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SERPINE3-Antiseren, ebenso wie das mitgelieferte Praimmunserum (2 mL) wurden
aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Ein Teil des Serums des 85. Tages wurde durch
Affinitdtschromatographie gereinigt (Abschnitt 4.10.1).

4.6 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Reinraumwerkbank (Lamine Air HB2448, Heraeus) durchgefiihrt. Die Kultivierung
aller Zelllinien erfolgte im Brutschrank (Begasungsbrutschrank Forma Scientific;
Model 3336) in einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphére bei 37 °C und 6 % CO..

4.6.1 Zelllinien und Kulturmedien

Alle verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 13 aufgelistet. Die Zelllinien COS-7 und
HEK-293-EBNA wurden zur Expression rekombinanter Proteine eingesetzt. Alle

anderen Zelllinien wurden fiir analytische Zwecke kultiviert.

Tabelle 13: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung (Literatur) Bezugsquelle
Fibroblasten-dhnliche Nierenzellen der afrikanischen griinen ATCC
COS-7 Meerkatze; transformiert mit einer Replikationsursprungs- SCRL1651
defekten SV40-Mutante (Gluzman, 1981)
A549 epithelartige, humane Lungenkarzinom-Zelllinie ECACC
(Giard et al., 1973) #86012804
HepG2 epithelartige, humane Leberkarzinom-Zelllinie ECACC
(Aden et al., 1979; Knowles et al., 1980) #85011430
humane, embryonale Nierenkarzinom-Zelllinie; .
H. Thie

HEK-293T | exprimiert das grofle T-Antigen des SV40 Virus;

.. Uni. Braunschweig
Ursprungszelllinie: HEK-293 (Graham et al., 1977)

humane, embryonale Nierenkarzinom-Zelllinie; exprimiert das

HEK-293- ) ) AG Frey,
EBNA-1 Gen des Epstein-Barr-Virus ..
EBNA o Uni. Bielefeld
Ursprungszelllinie: HEK-293 (Graham et al., 1977)
MCE7 epithelartige, humane Brust-Adenokarzinom-Zelllinie ATCC
(Soule et al., 1973) #HTB22
R humane Burkitt-Lymphom-Zelllinie DMSZ
amos
(Klein et al., 1975; Farrell et al., 1991) #ACC 603
humane promyeloische Leukédmie-Zelllinie DMSZ
HL-60

(Collins et al., 1977; Gallagher et al., 1979; Dalton ef al., 1988) | #ACC 3
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4.6.2 Stammhaltung und Zellpassagierung

Alle Zelllinien wurden in Gewebekulturflaschen oder Gewebekulturschalen mit
Polystyroloberfliche geziichtet (Firma Nunc, Modell Nunclon). Die zur Kultivierung
verwendeten Medien sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Medien zur Kultivierung von Zelllinien
Zelllinie Medien

DMEM Flissigmedium (PAA, #E15-843)

10 % FCS (PAA, #A15-105)

DMEM Fliissigmedium

HEK-293-EBNA (nicht transfiziert) 250 pg/mL G418 (Invitrogen, #10153-219)
10 % FCS

DMEM Fliissigmedium

250 pg/mL G418 (Invitrogen, #10153-219)
400 pg/mL Hygromycin (Roth, #CP12.2)

20 % FCS (vier Wochen nach der Transfektion: 10 % FCS)
RPMI 1640 Fliissigmedium (PAA #E15-848)
10 % FCS

COS-7, A549, HEK-293T

HEK-293-EBNA (transfiziert)

HL-60, Ramos, MCF-7, HepG2

Adhidrent wachsende Zelllinen (alle Zelllinien mit Ausnahme von Ramos und HL-60)
wurden bis zur Konfluenz kultiviert und dann zur weiteren Expansion von der
Kulturoberflache gelost und in neue Gefdle iiberfithrt. Hierfiir wurden die Zellen
mehrmals mit PBS gewaschen, anschlieBend mit einem Gemisch aus 0,5 mg/mL
Trypsin und 0,22 mg/mL EDTA in PBS (PAA, #L11-044) bedeckt und fiir kurze Zeit
(1-3 min) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Ablosung von HepG2 Zellen wurde
EDTA-freies Trypsin verwendet (2,5 mg/mL in PBS, PAA, #LI11-001). Der
Trypsinierungsvorgang wurde durch die Zugabe von serumhaltigem Medium
abgestoppt. Die schnell proliferierenden Zelllinien COS-7, HEK-293T, HEK-293-
EBNA (Wildtyp) und A549 wurden alle drei Tage 1:3 bis 1:5 ausverdiinnt. Die Linien
MCF-7 und HepG2 wurden alle fiinf Tage 1:2 geteilt. Die in Suspension wachsenden
Zelllininen Ramos und HL-60 wurden zweimal wochentlich 1:3 verdiinnt. Hierfiir
wurden die Zellen bei 700 x g fiir 5 min abzentrifugiert, in neuem Medium

resuspendiert und auf neue Flaschen verteilt.

4.6.3 Zellzahlbestimmung

Zellzahlen wurden entweder manuell mit Hilfe einer Neubauer-Zadhlkammer oder
automatisch mit Hilfe des CEDEX-Zellzdhlgerdtes (Innovatis AG) bestimmt. Die
Viabilitidt der Zellen wurde durch Trypanblau-Ausschlussfirbung bestimmt (Tennant,
1964; Lindl, 2002).
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4.6.4 Kryokonservierung

Von allen verwendeten und selbst hergestellten Zelllinien wurden Sicherungsbanken
angelegt. Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in einem Kryotank (Chronos Biosafe
350, Messer-Griessheim) in der Dampfphase iiber fliissigem Stickstoff bei einer
Temperatur von -187 °C. Zum Einfrieren wurden ca. 5x10° Zellen abzentrifugiert oder
abtrypsiniert und in 1 mL frisch angesetztem Einfriermedium resuspendiert (RPMI bzw.
DMEM Fliissigmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO). Vor der Uberfiihrung in den
Kryotank wurden die Zellen zunichst fiir 2 h bei -20 °C und anschlieend fiir ca. 12 h
bei -80 °C gelagert. Bei Verwendung einer Kryokultur wurde die aufgetaute
Zellsuspension in frischem Medium aufgenommen, das zelltoxische DMSO durch
Zentrifugation (700 x g, 5 min) entfernt und das Zellpellet nach Resuspension in

frischem Medium in neue Kulturflaschen tiberfihrt.

4.6.5 Expression rekombinanter Proteine in COS-7-und HEK-293-
EBNA-Zellen

Fiir Expressionsanalysen und zur Untersuchung der Sekretion oder intrazelluldren
Retention der Serpine B/-Spnl, SERPINE3 und deren Mutanten wurden COS-7-Zellen
mit entsprechenden Plasmiden (Abschnitt 4.3.11) transfiziert. COS-7-Zellen
exprimieren konstitutiv das grole T-Antigen des SV40 Virus, das mit Hilfe seiner
Helicase-Aktivitdit die  Replikation von  Plasmiden mit einem  SV40-
Replikationsursprung einleitet. Die hohe Plasmid-Kopienzahl fiihrt zur Uberexpression
des transfizierten Gens (Gluzman, 1981; Dean et al., 1992; Edwards & Aruffo, 1993).
Fir die Transfektion von COS-7-Zellen wurden Konstrukte auf Basis der Vektoren
pcDNA3.1+ und pSecTag2B verwendet, die beide den SV40 Origin besitzen
(Abschnitt 8.1).

Fiir Produktionszwecke und zur Durchfiihrung von Wachstumsanalysen im Rahmen der
Untersuchungen zu SERPINE3 wurde auf das HEK-293-EBNA-System zuriickgegrif-
fen. HEK-293-EBNA Zellen exprimieren konstitutiv das EBNA-1 Gen des Epstein-
Barr-Virus (EBV), dessen Genprodukt {iber einen noch nicht vollstindig aufgeklirten
Mechanismus die episomale Replikation von Plasmiden, die den EBV-
Replikationsursprung (ori P) enthalten, bewirkt (Yates et al., 1985; Horlick et al., 1997).
Dariiber hinaus exprimieren sie stabil das Neomycin-Resistenz-Gen des
pRSV4neo-Plasmids (Lambert et al., 1988). Fiir die Transfektion der Zellen wurden
Konstrukte auf der Basis des Plasmids pCEP4 (Abschnitt 8.1) eingesetzt, der den EBV
ori P enthélt und eine Hygromycin-Resistenzkassette aufweist, so dass transfizierte Zel-

len selektioniert werden konnen.
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Expression in COS-7-Zellen:

Die Transfektion von COS-7-Zellen erfolgte in 9 cm’® Kulturschalen mit
Lipofectamin 2000 (Invitrogen, #11668), einem auf kationischen Lipiden basierenden
Transfektionsreagenz. Am Tag vor der Transfektion wurde eine konfluente
COS-7-Schale 1:2 verdiinnt. Fiir die Transfektion wurden 8,3 pL Lipofectamin 2000 mit
208 pL serumfreiem DMEM-Medium (DMEM-SF) gemischt, fiir 5 min bei RT inku-
biert und anschliefend mit 3,3 pg Plasmid-DNA in 208 uL DMEM-SF vereinigt. Nach
20-miniitiger Inkubation bei RT wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert
und durch leichtes Schwenken der Schale gleichmédBig verteilt. Die Zellen wurden 6-14
h nach der Transfektion dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 2 mL
DMEM-SF bedeckt. Die Analyse von Uberstinden und Extrakten (Abschnitt 4.6.6)
erfolgte 36-48 h nach Transfektion durch Western-Blot (Abschnitt 4.7.1).

Expression in HEK-293-EBNA-Zelllen:

Zur Transfektion von HEK-293-EBNA-Zellen wurde lineares Polyethylenimin (PEI)
verwendet (Tabelle 15). Dieses kationische Reagenz kondensiert DNA unter Bildung
von DNA/PEI-Komplexen. Die Komplexe interagieren mit den auf der Zelloberfliche
exprimierten Proteoglycanen und werden iiber Endozytose in die Zellen aufgenommen
(Kopatz et al., 2004). In den endolysosomalen Kompartimenten soll PEI als Protonen-
schwamm fungieren, den pH puffern und den Zusammenbruch der endolysosomalen
Membran bewirken, wodurch die DNA freigesetzt wird (Boussif et al., 1995; Akinc et
al., 2005). PEI wurde bereits erfolgreich zur Transfektion von HEK-293-EBNA-
Suspensionskulturen eingesetzt (Geisse & Henke, 2005).

Die Transfektion von HEK-293-EBNA Zellen erfolgte in 25 cm?-Flaschen mit jeweils
2 x 10° Zellen. Zunichst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 3 mL
DMEM-SF bedeckt. Anschliefend wurden 6 pg Plasmid-DNA (Tabelle 15) mit 150 pL
DMEM-SF gemischt. Das Gemisch wurde mit 30 pL. PEI-Losung versetzt (Tabelle 15)
und der Ansatz flir 15 min bei RT inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde zu den
Zellen gegeben und durch Schwenken der Flaschen gleichmdBig verteilt. Nach
ca.6-12h wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann mit 6 mL
Kultivierungsmedium bedeckt (Tabelle 14). 72 h nach der Transfektion wurden die
Zellen abtrypsiniert, in Selektionsmedium aufgenommen (Tabelle 15) und in eine neue
25 cm?-Flasche iiberfithrt. Das Selektionsmedium wurde alle drei Tage gewechselt.
Wenn die Produktion des rekombinanten Proteins im Vordergrund stand, wurden
Einzelklone isoliert und expandiert. Das Ablosen der Einzelklone erfolgte mit Hilfe
eines Zellschabers. Die Zellen der abgeldsten Einzelklone wurden in eine 9 cm*-Schale
tiberfiihrt und dort durch Resuspendieren vereinzelt. Die Passagierung der Zellen
erfolgte alle fiinf bis sieben Tage (1:2 bis 1:3). Von allen Klonen wurden

Sicherungsbanken angelegt.
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Tabelle 15: PEI-Losung, Selektionsmedium und Plasmide

10 mg PEI (25 kD, Polysciences, Inc., #23966) in 9,6 mL Wasser 16sen
Zugabe von 220 uL 1M HCl

vortexen, bis sich das PEI gelost hat

PEI-Losung (10 mg/mL)

pH mit NaOH auf 7,0 einstellen und sterilfiltrieren

DMEM

20 % FCS

250 pg/mL G418

400 pg/mL Hygromycin

pCEP4-T3C, pCEP4-T3C-P1A, pCEP4-T3C-P2A, pCEP4-EGFP
Verwendete Plasmide die Plasmidisolierung erfolgte mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Maxi Kits
(Abschnitt 4.3.11) (Abschnitt 4.3.7). Das ODsg/250- Verhiltnis lag bei allen Plasmiden
oberhalb von 1,8.

Selektionsmedium

Fiir Wachstumsanalysen wurden alle Klone durch Trypsinierung vereinigt und in neuen
Flaschen bis zur Konfluenz weiter kultiviert. Vor jeder Passagierung wurde die
Lebendzellzahl mit Hilfe des Cedex-Zellzéhlgerites bestimmt (Abschnitt 4.6.3).

4.6.6 Serumfreie Kultivierung und Herstellung von Zellextrakten

Zur Produktion von rekombinantem SERPINE3 wurden Einzelklone transfizierter
HEK-293-EBNA-Zellen bis zur Konfluenz expandiert und anschlieBend mit DMEM-SF
bedeckt (2 mL pro 9 cm?). Nach vier Tagen wurden die Uberstinde geerntet und die
Zelltriimmer durch Zentrifugation (5 min, 7000 x g) abgetrennt. Die Uberstinde wurden
durch Western-Blot analysiert oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Gewinnung von MCF-7-Zellkulturiiberstinden wurden MCF-7-Zellen bis zur
Konfluenz in 175 cm’-Flaschen geziichtet und anschliefend mit 30 mL serumfreiem
RPMI-Medium fiir vier Tage inkubiert. Die Uberstinde wurden wie beschrieben
geerntet und bis zur weiteren Verarbeitung (Abschnitt 4.10.3) bei -20 °C gelagert.

Zur Herstellung von Extrakten wurden die Zellen nach mehrmaligem Waschen mit PBS
von der Kulturflasche abgeschabt, bei 5000 x g fiir 5 min abzentrifugiert und schlieBlich
in eiskaltem Lysepuffer (50 mM Tris-HCI, 1 % (v/v) NP 40, 0,1 % SDS, 150 mM NaCl,
2mM EDTA, pH 7,2) resuspendiert (300 pL pro 10 cm® Kulturoberfliche). Der
Lysepuffer wurde standardméBig mit Protease-Inhibitoren der Firma Sigma (#P8340)
oder Roche (#11873580) nach den Herstellerangaben versetzt (Sigma, 2006; Roche,
2007). Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Extrakte durch
Zentrifugation (60 min, 13000 x g) geklart.
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4.7 Proteinbiochemische Methoden

4.7.1 SDS-PAGE und Western-Blot

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofle erfolgte mittels diskontinuierlicher
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) (Ornstein, 1964;

Laemmli, 1970) Die Zusammensetzung der Gellosungen und der Puffer sind Tabelle 16

zu entnehmen.

Tabelle 16: SDS-PAGE Losungen

Puffer/Losung/Material

Trenngellosung (10 %), fiir zwei Gele

Zusammensetzung/Bezugsquelle

2,5 mL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1
2,5mL 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

4,85 mL H,O

100 puL 10 % (w/v) SDS

50 pL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat

5 uL TEMED

Sammelgelldsung (4 %), fiir zwei Gele

0,49 mL 40 % Acrylamid/Bis solution, 29:1
1,25 mL 0,5 M Tris-HCI, pH 6,4

3,2 mL H,O

50 uL 10 % (w/v) SDS

25 uL 50 % (w/v) Ammoniumpersulfat

5 uL TEMED

SDS-Laufpuffer

24 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

2 x SDS-Probenpuffer

125 mM Tris-HCI, pH 6,8

4 % (w/v) SDS

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
20 % (v/v) Glycerin

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Coomassie Féarbelosung

1 Coomassie R350 Tablette (GE Healthcare, #17-0518-01)
150 mL H,O

50 mL Essigséure

100 mL Isopropanol

Entfarber

200 mL Isopropanol
100 mL Essigséure
700 mL H,O

Groflenstandards

LMW-Marker (GE Healthcare, #17-0446-01)
HMW-Marker (GE Healthcare, #17-0615-01)
PageRuler™ (Fermentas, #SM0671)
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Die Denaturierung der Proteinproben erfolgte unter reduzierenden Bedingungen in
SDS-Probenpuffer oder Gewebeprobenpuffer (Abschnitt 4.7.2) durch 3-miniitiges
Erhitzen bei 95 °C.

Die SDS-PAGE mit selbst hergestellten Gelen wurde mit einem MiniProtean III-System
der Firma BioRad durchgefiihrt. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstérke
(25 mA je Gel) durchgefiihrt. Die SDS-PAGE mit NuPAGE® 10 % BIS-Tris-Fertiggelen
(Invitrogen, #NP0302) erfolgte nach Angaben des Herstellers in Kombination mit einem
XCell SureLock™ Mini-Cell-System (Invitrogen). Zur Anfirbung der Proteinbanden
wurden die Gele fiir 30 min mit Coomassie-Féarbelosung inkubiert und anschlieBend zur
Entfernung des Hintergrundes mehrere Stunden mit Entfirber-Losung und Wasser
entférbt.

Western-Blot:

Beim Western-Blot, einer sensitiven Methode zum spezifischen Nachweis von
Proteinen, werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Trigermembran
iibertragen, die anschlieBend zur Detektion eines bestimmten Antigens mit
entsprechenden Antikdrpern inkubiert wird (Towbin et al., 1979).

Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte mit der Semi-Wet-Methode in Mini Trans-
Blot®-Zellen der Firma Bio-Rad. Verwendet wurden Hybond-P PVDF-Membranen (GE
Healthcare, #RPN2109), die vor dem Transfer kurz mit Methanol benetzt und
anschlieBend fiir mindestens 10 min in Transferpuffer (Tabelle 17) equilibriert wurden.
Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100V fiir 90 min. Im An-
schluss an den Transfer wurde die Membran zunédchst mit einer BSA-haltigen
Blockierlosung abgesittigt (RT, 1 h oder 4°C, UN) und dann fiir 1 h mit dem
entsprechenden Primédrantikdrper in Antikorperpuffer inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen (dreimal 20 min) wurde die Membran fiir 1 h mit einem an horseradish
peroxidase (HRPO)-gekoppelten Sekundérantikorper inkubiert, danach wiederum
gewaschen und schlieflich durch Chemolumineszenz analysiert. Hierfiir wurde das
ECL™ Western Blotting Detection-System (GE Healthcare, #RPN2109) in Kombination
mit Rontgenfilmen des Typs Hyperfilm"™ ECL™ (GE Healthcare, #RPN2103K) gemiB
den Herstellerangaben verwendet (GE Healthcare, 2006). Die Belichtung der Filme
wurde in Autoradiographiekassetten (10 sec bis 15 min) vorgenommen. Die Zusammen-
setzung der verschiedenen Puffer ist Tabelle 17 zu entnehmen. Die verwendeten

Antikorper und Verdiinnungen sind in Tabelle 18 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Puffer und Reagenzien fiir Western-Blot Analysen

Puffer/Losung

Transferpuffer (selbst hergestellte Gele)

Zusammensetzung/Bezugsquelle ‘
96 mM Glycin

12 mM Tris-HC1

20 % (v/v) Methanol
pH 8,3

Transferpuffer (NuPAGE® Bis-Tris Gele)

NuPAGE® Transfer Buffer (Invitrogen, #NP0006-1)

Blockierlosung

3% (w/v) BSA
0,3 % (v/v) Tween-20
in PBS

Antikorperpuffer

1 % (w/v) BSA
0,3 % (v/v)Tween-20
in PBS

Waschpuffer

0,3 % (w/v) BSA
0,3 % (v/v) Tween-20
in PBS

Entwickler und Fixierer

Kodak Entwickler D19 (Sigma, #P5670)
Kodak Fixierer (Sigma, #P8307)

Tabelle 18: Antikorper

Antikorper Bezugsquelle/Verdiinnung

Anti-GST-B/-Spnl
(polyklonal, aus Kaninchen)

Pineda Antikorper Service, Berlin
Verdiinnung, 1:10000

Anti-BI-Spnl, gereinigt (Abschnitt 4.10.1)

Pineda Antikorper Service, Berlin
Verdiinnung, 1:2000

Anti-GST-SERPINE3
(polyklonal, aus Kaninchen)

Eurogentec, Seraing, Belgien
Verdiinnung, 1:5000

Anti-SERPINES3, gereinigt (Abschnitt 4.10.1)

Eurogentec, Seraing, Belgien
Verdiinnung, 1:500

Anti-HCII IgG
(polyklonal, aus Kaninchen, Abnahme 6)

Hoechst
Verdiinnung, 1:50000

Anti-GST
(polyklonal, aus Ziege)

GE Healthcare, #27-4577-01
Verdiinnung, 1:1000

Anti-Maus-PCl1
(polyklonal, Kaninchen)

Affinity BioReagents, #ABR-PA1-057
0,4 pg/mL

Anti-Kaninchen 1gG, HRPO-Konjugat
(aus Esel)

GE Healthcare, #NA934
Verdiinnung, 1:4000

Anti-Maus IgG, HRPO-Konjugat
(aus Pferd)

Cell Signaling Technology, #7076
Verdiinnung, 1:4000

Anti-Ziege/ Schaf IgG, HRPO-Konjugat
(monoklonal, aus Maus, Klon GT-34)

Sigma, #A9452
Verdiinnung, 1:40000
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4.7.2 Analyse von humanen Gewebeproben

Humane Gewebeproben (20 pg Gesamtprotein) und humanes Plasma (0,5 bzw. 1 ug
Gesamtprotein) wurden in 2 x SDS-Gewebeprobenpuffer aufgenommen und fiir 5 min
bei 95 °C denaturiert. Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min,
10000 x g) entfernt. Die Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
anschlieBend mit gereinigten Anti-SERPINE3- bzw. Anti-HCII-Antikorpern analysiert
(Abschnitt 4.7.1).

Tabelle 19: Materialien und Puffer zur Analyse von Gewebeproben
Material/Puffer Bezugsquelle/Zusammensetzung ‘

Human Brain Protein Medley (Clontech, #635301)
Human Heart Protein Medley (Clontech, #635302)
Human Kidney Protein Medley (Clontech, #635303)
Gewebeproben und Plasma Human Liver Protein Medley (Clontech, #6353006)
Human Placenta Protein Medley (Clontech, #635307)
Human Spleen Protein Medley (Clontech, #635312)
Standard-Human-Plasma (Dade Behring, #ORKL13)
62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8

2 % (w/v) SDS

2 x SDS-Gewebeprobenpuffer 10 % (v/v) Glycerin

8 % (v/v) B-Mercaptoethanol

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
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4.8 Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung von
Serpin-Protease-Interaktionen

Serpine reagieren mit Serinproteasen unter Ausbildung irreversibler, kovalenter
Komplexe, die weder durch Hitze noch durch Behandlung mit SDS zerstort werden
(Gettins, 2002b).

Zur Identifikation von Serpin-Protease-Interaktionen wurden Komplexierungsansitze
und/oder kinetische Tests durchgefiihrt. Fiir Komplexierungsreaktionen wurden die
Serpine mit potenziellen Zielenzymen inkubiert und die Reaktionsprodukte
anschlieBend durch Western-Blot (Abschnitt 4.7.1) analysiert. Die kovalenten
Komplexe wandern im SDS-Gel bei einer Grofle, die ungefahr der Summe der Massen
von Protease und Serpin entspricht. Kinetische Methoden mit Farbstoff markierten
Protease-Substraten wurden vorrangig zur quantitativen Charakterisierung von
Inhibitionsreaktionen eingesetzt. Sie wurden aber ebenso wie Komplexierungsansitze

dazu genutzt, Zielenzyme zu identifizieren oder sie als solche auszuschlief3en.

4.8.1 Proteasen und Puffer

Fiir alle Komplexierungsreaktionen und Enzymkinetiken wurden die in Tabelle 20 und

Tabelle 21 aufgelisteten Proteasen und Puffer verwendet.

Tabelle 20: Proteasen

Protease Bezugsquelle und Beschreibung

Humanes Furin | Bezugsquelle: New England Biolabs, #P8077, 2 U/uL

(hFurin) rekombinant hergestellt in SF9-Zellen, C-terminal verkiirzt

Humanes PC1/3 | Bezugsquelle: R&D Systems, #2810-SE, 0,652 pg/uLL

(hPC1/3) rekombinant hergestellt in NSO-Zellen, C-terminal verkiirzt (AS 84-753),
Bezugsquelle: C. Lazure und N. Rabah, Clinical Research Institute, Montreal
mPC1/3-Proform, rekombinant hergestellt in SF9-Zellen

Maus PC1/3
(Boudreault ef al., 1998; Rabah ef al., 2004)

(mPC1/3) " .
Pra-Aktivierung:
6-stiindige Inkubation in 100 mM NaAc, 10 mM CacCl,, pH 6,0
Bezugsquelle: MP Biomedicals, #Fur02, 0,1 U/uL

Maus PC2 rekombinant hergestellt in CHO-Zellen (Lamango et al., 1996)

(mPC2) Pra-Aktivierung:
2-stiindige Inkubation in 100 mM NaAc, 5 mM CaCl,, 0,1 % Brij, pH 5,0

) Bezugsquelle: Sigma; aus humanem Plasma

Thrombin ) . . .
in dH,O geldst und auf eine Konzentration von 0,310 NIH U/uL eingestellt

Trvosi Bezugsquelle: Sigma, #T-8003; aus Rinderpankreas

sin
P in Trypsinpuffer gelost und auf eine Konzentration von 500 ng/uL eingestellt
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Tabelle 21: Puffer fiir Komplexierungsassays und Enzymkinetiken

Pufter Fiir Komplexierungsreaktionen Fiir Kinetiken

. 200 mM Hepes, 2 mM CaCl,, . .
2 x Furin-Puffer ) wie Komplexierungspuffer
0,5 % Triton X-100, pH 7,5
200 mM NaAc, 10 mM CaCl,,
0,02 % Triton X-100, pH 6,0
200 mM NaAc, 20 mM CaCl,,
2 x mPC1/3-Puffer ) 200 mM NaAc, 10 mM CaCl,, pH 6,0
0.02 % Triton X-100, pH 6,0
200 mM NaAc, 10 mM CaCl,, . )
2 x mPC2-Puffer . wie Komplexierungspuffer
0,2 % Brij, pH 5,0

20 mM Tris-HCI,

150 mM NaCl, pH 7,4

Trypsinpuffer 67 mM Na,HPO,, pH 7,6

2 x hPC1/3-Puffer

Thrombinpuffer

4.8.2 Komplexierungstests

Bakteriell gereinigte Serpine wurden mit moglichen Zielproteasen unter den in
Tabelle 22 angegebenen Reaktionsbedingungen inkubiert und die Reaktionsprodukte
anschlieBend durch SDS-PAGE oder Western-Blot analysiert (Abschnitt 4.7.1).

Tabelle 22: Komplexierungsansiitze mit bakteriell exprimierten Serpinen

Zielprotease Komplexierungsansatz Inkubationsbedingungen

5 uL 2 x Furin-Puffer

1 pL Serpin (2,5 uM)

2 U Furin

2 uL H,O

5 uL 2 x hPC1/3-Puffer

1 uL Bl-Spnl (2,5 uM)

2 uL hPC1/3

2 uL H,0

10 uL 2 x mPC1/3-Puffer
2 uL Bl-Spnl (1,8 uM)

1 pL mPC1/3 (123 nM)

7 uL H,O

6 pL 2 x mPC2-Puffer

2 pL Bl-Spnl (1,5 bis 3 pM)
1 pL mPC1/3 (0,1 U/uL)

3 uL H,O

3 pg Serpin-Fusionsprotein

Furin 60 min bei 30 °C

hPC1/3 60 min bei 30 °C

mPC1/3 60 min bei 30 °C

mPC2 5 bis 90 min bei 30 °C

Trypsin 0,5 ng bis 2 pg Trypsin 1-20 min bei RT
ad 20 pL mit Trypsinpuffer
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Zur Analyse einer potenziellen Interaktion von rekombinantem, in HEK-293-EBNA
Zellen produziertem SERPINE3 (Abschnitt 4.6.5) mit den Serinproteasen Furin,
Trypsin und Thrombin wurden Zellkulturiiberstdnde eines SERPINE3 produzierenden
HEK293-EBNA-Klons unter den in Tabelle 23 dargestellten Reaktionsbedingungen
inkubiert und die Reaktionsprodukte durch Western-Blot analysiert. Als Positivkontrolle
dienten Zellkulturiiberstinde von COS-7 Zellen, die mit Plasmiden fiir B/-Spn1 AKDEL
(pCB3.1Spn1Mut) bzw. HCII (pWTBI1) transfiziert worden waren (Abschnitte 4.3.11
und 4.6.5). Als Negativkontrolle dienten Uberstéinde von COS-7-Zellen bzw. HEK-293-
EBNA-Zellen, die mit den leeren Ausgangsvektoren bzw. pCEP4-EGFP transfiziert

worden waren.

Tabelle 23: Komplexierungsansiitze mit Transfektionsiiberstinden

Zielprotease Versuchsbedingungen

27,5 uL Zellkulturiiberstand

1,5 uL CaCl, (20 mM)

1 U Furin

30-60 min Inkubation bei 30 °C

50 pL Zellkulturiiberstand

1 pL Dermatansulfatldsung (20 pg/mL in Thrombinpuffer)
Thrombin 3 min Inkubation bei 25 °C

Zugabe von 1 pL Thrombin (0,3 NIH Units)
30 min Inkubation bei 25 °C

30 uL Zellkulturiiberstand

Trypsin 1 uL Trypsin (25 ng/uL)

1-60 min Inkubation bei 25 °C

Furin

4.8.3 Enzymkinetik

Die Effektivitdt, mit der Serpine ihre Zielenzyme inhibieren, wird durch die Parameter
SI (Stochiometrie der Inhibierung) und £k, (apparente Geschwindigkeitskonstante
zweiter Ordnung) angezeigt. Der SI-Wert beschreibt das Verhéltnis von Inhibierungs- zu
Substratreaktion und ist definiert als die Anzahl von Serpinmolekiilen, die benétigt
werden, um ein Molekiil Zielenzym zu inhibieren. Die Geschwindigkeit, mit der die
Hemmreaktion ablauft, wird durch den Wert 4, beschrieben (Gettins, 2002b; Schechter
& Plotnick, 2004).

Zur Bestimmung der beiden Parameter wurden verschiedene kinetische Ansdtze
gewidhlt, die in den folgenden Kapiteln ndher beschrieben werden. Alle Messungen
(100 uL) wurden in 96-well Mikrotiterplatten (Corning, #3686) in einem
FLUOstar/POLARstar galaxi Spektrometer der Firma BMG Labtechnologies bei 30 °C
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vorgenommen. Untersucht wurde die Hemmkinetik verschiedener PCs. Als PC-Substrat
wurde ein kurzes, an den Fluoreszenzfarbstoff 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC)
gekoppeltes Peptid mit PC-Konsensus-Sequenz (Arg-Thr-Lys-Arg) gewihlt (Tabelle
24). Dieses Peptid wird von den PCs effektiv gespalten, wodurch die AMC-Gruppe
freigesetzt wird, deren Fluoreszenz bei 460 nm vermessen werden kann (Anregung:
380 nm).

Tabelle 24: PC-Substrate und Hemmstoffe

Substrat/Inhibitor Bezugsquelle/Verarbeitung

Bachem, #I-1650

pyr-RTKR-AMC gelost in entgastem dH,O und auf eine Konzentration
von 5 mM eingestellt; Lagerung bei -20 °C

Bachem, #N1505

dec-RVKR-cmk gelost in DMSO und auf eine Konzentration von 1 mM
eingestellt; Lagerung bei -20 °C

Bestimmung von SI-Werten:

Voraussetzung fiir eine akkurate SI-Bestimmung ist die genaue Kenntnis der aktiven
Protease- und Serpinkonzentrationen ([Eg] bzw. [Ip]). Die Bestimmung der aktiven
Konzentrationen von Furin bzw. mPC1/3 erfolgte durch Titration mit dem irreversiblen
PC-Inhibitor dec-RVKR-cmk (Tabelle 24). Dieser reagiert mit den PCs im Verhéiltnis
1:1, wobei der K; Wert in beiden Fillen bei 2,0 nM liegt (Bieth, 1995; Knight, 1995;
Jean et al., 1998).

Fiir die Titration wurden konstante Furin- bzw. mPC1/3-Mengen mit unterschiedlichen
dec-RVKR-cmk-Konzentrationen fiir 1 h im jeweiligen PC-Puffer inkubiert. Die
genauen Reaktionsansédtze sind Tabelle 25 zu entnehmen. Vor der Titration wurde
mPC1/3 durch eine 6-stiindige Inkubation in 100 mM NaAc, 10 mM CaCl,, pH 6,0 bei
25 °C pré-aktiviert und anschlieBend mit Hilfe von Amicon YM-30 Séulen (Millipore,
#42409) um den Faktor fiinf ankonzentriert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die
Titrationsansétze mit PC-Substrat und Puffer versetzt und die AMC-Freisetzung mit der
Zeit verfolgt (Tabelle 25). Die Abnahme der proteolytischen Aktivitdt steht dabei in
linearem Zusammenhang mit der Inhibitorkonzentration [Ip]. Zur Bestimmung der
aktiven PC-Konzentrationen wurde die Geradensteigung, die die Restaktivitit der
Protease représentiert, gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Es wurde eine
Gerade an die Funktionswerte angelegt und aus deren Schnittpunkt mit der x-Achse die
Konzentration des aktiven Enzyms abgeleitet (Schechter & Plotnick, 2004)

Zur Bestimmung der SI-Werte wurden die PCs mit dem Serpin B/-Spnl analog zu dem
fiir dec-RVKR-cmk beschriebenen Verfahren titriert. Fiir die Titration von Furin (2 nM)
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wurde B/-Spnl in Konzentrationen von 0-75 nM eingesetzt. Die Titration von mPC1/3
(2,5 nM) erfolgte mit 0-885 nM BI-Spnl. Die PC-Restaktivitit wurde gegen das
Bl-Spn1/Enzym-Verhéltnis ([Io]/[E¢]) aufgetragen und die SI-Werte {iber lineare
Regression aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der x-Achse (absolute Hemmung)

abgeleitet.

Tabelle 25: Reaktionsansétze fiir die SI-Wert Bestimmung

Ansatz Zusammensetzung

1,5 pL Furin (3 U)

4,5 pL dec-RVKR (0-100 nM)

6 uL 2 x Furinpuffer

1 h Inkubation bei 30 °C

4 uL mPC1/3

2 uL 2 x mPC1/3 Puffer

mPC1/3-Titrationsansatz 1 pL H,O

1 uL dec-RVKR-cmk (0-1000 nM)

1 h Inkubation bei 25 °C

20 pL pyr-RTKR-AMC (1 mM)

50 uL 2 x Furinpuffer

20 uL H,O

Zugabe von 10 pL Titrationsansatz und Start der Messung
10 pL Pyr-Arg-Lys-Thr-Arg-AMC (1 mM)

50 uL 2 x mPC1/3-Puffer

33 uL H,O

Zugabe von 7 uL Titrationsansatz und Start der Messung

Furin-Titrationsansatz

Furin-Substratlosung

mPC1/3-Substratlosung

Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante ky;:

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hemmung der PCs durch B/-Spnl wurden mit
der Progress-Curve-Methode ermittelt, die urspriinglich zur Bestimmung kinetischer
Konstanten fiir eine zweistufige, irreversible Tight-Binding-Inhibition durch kleine
Hemmstoffe entwickelt wurde. Sie ist direkt anwendbar auf die irreversible Hemmung
durch Serpine (Bieth, 1995; Schechter & Plotnick, 2004).

Bei dieser Methode wird Enzym (E) zu einem Gemisch aus Inhibitor (I) und Substrat
(S) gegeben und die Freisetzung des Produkts (P) kontinuierlich verfolgt. Bei einem
solchen Ansatz stehen die beiden Reaktionen - proteolytische Freisetzung des Substrates
(P) und Inhibition der Protease (EI) - in direkter Konkurrenz, was vereinfacht durch das

in Abbildung 7 gezeigte Schema dargestellt werden kann.
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E+S = ES — E+P
+

I
kal
El

Abbildung 7: Schema der Progress-Curve-Methode. Bei &y, und %, handelt es sich um Konstanten,
die die Geschwindigkeit der Komplexbildung bzw. Komplexdissoziation beschreiben. Im Falle einer
irreversiblen Inhibition gilt: &, = 0.

Die Konstanten kg, und ks stehen dabei in  folgendem mathematischen

Zusammenhang mit der Gleichgewichtskonstanten K;:

(BN _ kas

Gleichung 1 K, =——
[EI] &

Wenn der Substratumsatz wihrend der Reaktion weniger als 5 % betrdgt und wenn
[Io] > 10 [Eo], so kann die Produktbildung mit der Zeit (t) durch Gleichung 2

beschrieben werden:

Gleichung 2 F=[P]=v,t+ V.-;vs (=) +b

v, beschreibt die Anfangsgeschwindigkeit, vy die Steady-State-Geschwindigkeit und b ist
die Fluoreszenz (F) zum Zeitpunkt t = 0. Bei £’ handelt es sich um die apparente
Relaxionskonstante pseudo-erster Ordnung, die mit kg und k, durch den in
Gleichung 3 beschriebenen Zusammenhang in Verbindung steht. Wenn sich das Gleich-
gewicht flir die Bildung des Enzym/Substratkomplexes deutlich schneller einstellt, als
das Gleichgewicht fiir den Enzym/Inhibitorkomplex, so steigt die durch Gleichung 2
beschriebene Produktbildung zunéchst exponentiell. Sobald sich das System aus (E), (I)
und (S) im Gleichgewicht befindet, nimmt der Produktumsatz entweder einen linearen
Verlauf an (bei reversiblen Inhibitoren, Gleichungen 2 und 3) oder er bewegt sich auf
einen Grenzwert zu (bei irreversiblen Inhibitoren, Gleichungen4 und5). Die
Gleichungen 4 und 5 ergeben sich aus den Gleichungen 2 und 3 bei Anwendung der fiir

irreversible Inhibitoren geltenden Beziehung v, = kg5 = 0.

Gleichung 3 k'=

+ kdiss

Gleichung 4 F=[P]=2(1-¢"")+b
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Gleichung 5 k'=

Zur Bestimmung von k., wurde der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzzunahme
aufgenommen. Die Fluoreszenzzunahme ist dabei proportional zur Produktbildung [P]
und wird mit dieser gleichgesetzt. Die gemessenen Werte wurden mit Hilfe der Software
ENZFITTER an die Gleichung 2 angepasst, wodurch fiir jede Inhibitorkonzentration
[Io] der entsprechende Wert fiir &° bestimmt werden konnte. Wie aus den Gleichungen 3
und 5 hervorgeht, stehen [I] und £’ in linearem Zusammenhang. Durch Auftragung von
k’ gegen [I] wurde aus der Geradensteigung (m) der Wert flr k., ermittelt
(Gleichung 6).

Gleichung 6 m:H[;%@km (148, 1/ K,

Da in die Berechnung von k, die Michaelis-Menten-Konstante K, mit einfliet, musste
diese bestimmt werden. Der K,-Wert beschreibt die Substratkonzentration bei
halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit. Gleichung 7 zeigt den Zusammenhang
zwischen  K,, der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit  (vmax),  der

Substratkonzentration [S] sowie der tatsdchlichen Reaktionsgeschwindigkeit (v).

Gleichung 7 ey = Yma 151
[S] + Km

Zur Bestimmung von K, wurde die zeitliche Produktbildung bei unterschiedlichen
Substratkonzentrationen und konstanter Enzymkonzentration gemessen. Fiir jedes [S]
wurde die Geradensteigung (m) ermittelt. Diese entspricht der tatsdchlichen
Reaktionsgeschwindigkeit v. Der Wert fiir K, wurde schlieBlich durch Auftragung der
Werte fiir v gegen [S] und Anpassung der Gleichung 7 mittels ENZFITTER ermittelt.
Eine detaillierte Beschreibung der zur Bestimmung von K, und k., gewéhlten
Reaktionsbedingungen ist in Tabelle 26 zu finden. Der K,,-Wert fiir die Reaktion von
Furin mit pyr-RTKR-AMC (20 uM) wurde aus der Literatur iibernommen (Oley ef al.,
2004).
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Tabelle 26: Reaktionsbedingungen zur Bestimmung von £, und K,
2 nM Furin
Substratkonzentration: 200 uM

k,ss-Bestimmung, Furin-B/-Spnl Puffer: 1 x Furinpuffer

BI-Spnl Konzentrationen: 0-576 nM
Dauer der Messung: 116 min

2,5 nM mPC1/3

Substratkonzentration: 10 pM
k.ss-Bestimmung, Furin-B/-Spnl Puffer: 1 x mPC1/3 Puffer
BI-Spnl-Konzentrationen: 0 bis 63 nM
Dauer der Messung: 20 min

0,5 nM mPC1/3 in 1 x mPC1/3 Puffer
K,,-Bestimmung, mPC1/3-pyr-RTKR-AMC Substratkonzentrationen: 1-100 uM

Dauer der Messung: 23 min

4.9 Massenspektrometrische Analysen

Mit Hilfe der MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption/ionization-time of
flight-Massenspektrometrie) kann die Masse hochmolekularer Biomolekiile sehr genau
bestimmt werden. Die zu analysierende Probe wird mit einem groBen Uberschuss einer
geeigneten Matrix gemischt. Nach Verdunstung des Losungsmittels bildet die Matrix
Kristalle, in denen die Probenmolekiile eingeschlossen werden. Im Hochvakuum des
Massenspektrometers werden die Kristalle fiir wenige Nanosekunden einem
kurzwelligen Laserimpuls ausgesetzt, wodurch die UV-absorbierenden Matrixmolekiile
sowie die eingebauten Analyten in die Gasphase freigesetzt werden. Bei diesem
Vorgang werden die Analyten durch Protonierung ionisiert. Die Ionen werden in einem
elektrischen Feld beschleunigt und auf dem Weg zum Detektor in einer feldfreien
Flugrohre entsprechend ihres Masse/Ladungs-Verhéltnisses (m/z) aufgetrennt (Zaluzec
et al., 1995).

Die MALDI-TOF-MS wurde zur Bestimmung der Furin- bzw. hPC1/3-Spaltstelle im
BI-Spn1-RSL eingesetzt. Des Weiteren wurde die Methode zur Verifizierung der
Identitét von bakteriell exprimiertem Hiss-GST-SERPINE3 eingesetzt.
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Analyse der PC-Spaltstellen:

Zur Identifikation der PC-Spaltstellen im RSL von B/-Spnl wurde gereinigtes B/-Spnl
mit Furin bzw. hPC1/3 fiir 1 h bei 30 °C inkubiert (Tabelle 27). Als Negativkontrolle
wurde B/-Spnl ohne PC-Zusatz auf die gleiche Weise behandelt.

Tabelle 27: Ansiitze und Losungen zur Identifikation der PC-Spaltstellen im B/-Spn1-RSL
Reaktion/Losung Zusammensetzung
15 pL Furin (196 nM), 3 pL BI-Spnl (7,2 uM), 2 pL H,0, 1,5 uL

Furin-Spaltansatz
20 mM CaCl,, 8,5 pL 50 mM Hepes, pH 7,5

5 uLhPC1/3, 3 uL BI-Spnl (7,2 uM), 4 uL H,0, 3 pL 100 mM CaCl,,

hPC1/3-Spaltansatz
15 pL 50 mM MES, H 6,0

3 uL BI-Spnl (7,2 uM), 17 uL H,O, 1,5 uL. 20 mM CaCl,,
8,5 uL 50 mM Hepes, pH 7,5

Kontrolle

10 mg 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsdure (Sinapinséure), 300 pl Acetonitril,

Matrixlosung 700 pL 0,1 % TFA

Die Entsalzung und Reinigung der Spaltansitze erfolgte mit Hilfe von ZipTip®
C18-Spitzen (Millipore), wie bereits beschrieben (Oley, 2006). Die Eluate wurden auf
einen Maldi-Targetchip pipettiert und zur Kristallisation mit 1 pL Matrixldsung
gemischt. Die Spektren wurden von Dr. Matthias Letzel (Abteilung
Massenspektrometrie, Fakultdt fiir Chemie der Universitdt Bielefeld) mit einem Voyager
DE Massenspektrometer (PE Biosystems GmbH) aufgenommen, der mit einem Large
Scale Integration (LSI) Stickstoft-Laser (337 nm) und einem linearen Flugrohr (1,2 m
Linge) ausgestattet ist. Fiir die Kalibrierung des Gerites wurde das ProteoMass™
Protein MALDI-MS Calibration Kit (Sigma, #MSCAL3) nach Herstellerangaben
verwendet (Sigma, 2001). Die Eichproteine wurden ebenso wie die Spaltansitze durch

eine ZipTip-Behandlung gereinigt und entsalzt.

Analyse von Hisc-GST-SERPINE3:

Zur Verifizierung der Identitdt von Hise-GST-SERPINE3 wurde eine Peptidmassen-
Fingerabdruck-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden 750 ng gereinigtes Hiss-GST-
SERPINE3 (Abschnitt 4.4) aus einem SDS-Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten und das
Gelstiick anschlieBend zweimal fiir 10 min mit 350 pL 30 % (v/v) Acetonitril (ACN) in
0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. Das Gelstiick wurde fiir 20 min in
einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieBend in 1 uL Verdaupuffer (3 mM Tris-
HCL, pH 8,8 mit 10 ng/ul Trypsin (Promega, #V5280)) rehydratisiert. Nach
Zentrifugation (1 min, 13000 x g) wurden 2 pL. 3 mM Tris-HCI, pH 8,8 zugegeben und
der Ansatz iiber Nacht bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 6 uL Wasser und 5 pL 0,1 %
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TFA in 30 % ACN (jeweils 10 min Inkubation) wurde der Ansatz einer ZipTip-C18-
Behandlung unterzogen. Die Elution der Peptide erfolgte hierbei direkt in 5 pL
Matrixlosung (a-Cyano-4-Hydroxy-trans-Zimtsdure in 50 % (v/v) ACN und 0,1 % (v/v)
TFA). 2 uL des Eluates wurden anschliefend auf einen Targetchip aufgetragen. Die
Probe wurde von Raimund Hoffrogge und Marc Wingens (AG Zellkulturtechnik,
Universitit Bielefeld) in einem Ultraflex BRUKER Daltonics MALDI-TOF-System mit
flexControl-Programm vermessen. Die erhaltenen Peptidmassen wurden unter
Zuhilfenahme des Programms Mascot (Abschnitt 8.4) mit der NCBInr-Datenbank (alle
Spezies) abgeglichen. Dabei wurde eine Massenabweichung von 150 ppm (parts per

million) toleriert und maximal eine iibersprungene Spaltstelle zugelassen.

4.10 Affinitatschromatographie

4.10.1 Affinitatsreinigung polyklonaler Anti-Serpin-Antiseren

Die Reinigung SERPINE3- bzw. BI-Spnl-spezifischer Antikérper aus polyklonalem
Kaninchen-Antiserum erfolgte durch Bindung der Antikdrper an immobilisierte GST-
Fusionsproteine und anschlieBend saurer Elution (Bar-Peled & Raikhel, 1996). In einem
vorangehenden Schritt wurden gegen GST gerichtete Antikdrper durch Inkubation des
Serums mit GST-vernetzter Sepharose abgereichert.

Hise-GST, Hise-GST-B/-Spnl  und Hise-GST-SERPINE3  wurden, wie unter
Abschnitt 4.4 beschrieben, exprimiert (Hise-GST, Hise-GST-B/-Spnl: 200 mL Kultur;
Hise-GST-SERPINE3: 600-1000 mL Kultur). Die geklarten Bakterienextrakte wurden
bei RT fiir 1 h mit 500 pL Glutathion-Sepharose in einer 10 mL-PD10 Saule inkubiert.
Dieser, wie auch alle folgenden Inkubationsschritte erfolgten unter vertikalem Schiitteln
bei RT.

Tabelle 28: Puffer fiir die Antikérperreinigung
Equilibrierungspuffer fiir Sdulengenerierung PBS, 1 % Triton-X100, 1 mM EDTA
Boratpuffer 0,2 M Borséure, pH 9,6

20 mg DMP in 4 mL Boratpuffer

Kopplungspufer unmittelbar vor der Kopplungsreaktion angesetzt
Terminationspuffer 0,2 M Ethanolamin, pH 8,2
Equilibrierungspuffer fiir Antikdrperreinigung PBS, 2 mM PMSF

Elutionspuffer 0,1 M Glycin-HCI, pH 2,5

Neutralisationspuffer 2 M Tris-HCI, pH 13,0
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AnschlieBend wurden die Sepharosen viermal mit 10 mL Equilibrierungspuffer,
zweimal mit 10 mL PBS (jeweils 5 min Inkubation) und dreimal mit 12 mL Boratpuffer
gewaschen. Fiir die Kopplungsreaktion wurden 4 mL Kopplungspuffer auf die Séule
gegeben und das Gemisch fiir 30 min inkubiert. Zum Abstoppen der Kopplungsreaktion
wurde die Sdule zundchst 5 min, dann 1 h mit 12 mL Terminationspuffer inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Sdulen bis zur Verwendung in PBS
mit 0,02 % Natriumazid und Proteaseinhibitorcocktail (Roche) bei +4 °C gelagert.

Alle Schritte der Antikorperreinigung erfolgten bei 4 °C. Zur Entfernung unldslicher
Bestandteile wurden 2 mL des Antiserums zweimal zentrifugiert (13000 x g, 15 min)
und anschlieBend mit 8 mL PBS verdiinnt. Zur Abreicherung Hise-GST-spezifischer
Antikorper wurde das Serum mit Hilfe einer Schlauchpumpe kontinuierlich iiber die
Hisg-GST-vernetzte und equilibrierte Sdule gepumpt (3 h). Der Durchlauf wurde
anschlieend tliber die mit Hisg-GST-Serpin-vernetzte Sdule gepumpt (3 h). Nach
intensivem Waschen der Gelmatrix mit PBS wurden gebundene Antikérper mit 3 mL
Elutionspuffer eluiert und 1 mL Fraktionen aufgesammelt. Um eine sofortige
Neutralisation der Losung zu bewirken, wurde in den ElutionsgefaBBen jeweils 40 uL
Neutralisationspuffer vorgelegt. Die Antikdrperlosungen wurden mit 0,02 %

Natriumazid und Proteaseinhibitorcocktail versetzt und bei -20 °C gelagert.

4.10.2 Kopplung von Anti-SERPINE3-Antikérpern an Protein A-
Sepharose

Zur Anreicherung von endogenem SERPINE3 aus MCF-7-Zellkulturiiberstinden wurde
eine Immunoaffinititsmatrix hergestellt. Gereinigte SERPINE3-Antikorper wurden, wie
unter Abschnitt 4.10.1 beschrieben, kovalent an Protein A-Sepharose gebunden.
Protein A, ein 42 kD grof3es Protein aus der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus
aureus, bindet Immunglobuline des IgG-Typs gerichtet liber deren Fc-Teil (Langone,
1982). Bei dem in der Arbeit verwendeten Protein A handelt es sich um rekombinantes,
in E. coli produziertes Material (GE Healthcare, #17-5280). Es zeichnet sich durch eine
hohe Kapazitit (10-30 mg IgG pro mL Bettvolumen) und Stabilitdt aus (GE Healthcare,
2002).

Zunichst wurde mit PBS equilibrierte Protein A-Sepharose fiir 3-4 h mit Antikérpern
unter vertikalem Schiitteln bei 4 °C inkubiert (40 pg Antikoérper pro 100 pL Bettvolu-
men). Anschliefend wurde die Matrix mit ca. 50 mL PBS gewaschen und die Antikor-
per mit DMP, wie in Abschnitt 4.10.1 beschrieben, kovalent an Protein A-Sepharose
gekoppelt. Nach Terminierung der Reaktion mittels Ethanolamin wurde die Sdule bei
4 °C in PBS mit 0,02 % Azid und Proteaseinhibitorcocktail gelagert (Abschnitt 4.10.1).
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4.10.3 Reinigung von endogenem SERPINE3 aus Kulturiberstanden
von MCF-7-Zellen

MCF-7 Zellen wurden, wie in Abschnitt 4.6 beschrieben, unter serumhaltigen
Bedingungen in 175 cm?-Flaschen kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das
serumhaltige Medium entfernt und die Zellen fiir vier Tage in 30 mL serumfreiem
Medium inkubiert. Die Uberstinde wurden geerntet und Zelltriimmer durch
Zentrifugation entfernt. Zur spezifischen Anreicherung von SERPINE3 aus MCF-7-
Kulturiiberstinden wurden 100 pL der mit Anti-SERPINE3-Antikorpern vernetzten
Protein A-Sepharose in eine 2 mL Leerséule gefiillt. AnschlieBend wurden 20 mL der
MCF-7 Kulturiiberstinde fiir 2 h kontinuierlich bei 4 °C im Kreis iiber die Séule
gepumpt. Nach ausgiebigem Waschen mit 40 mL PBS wurden gebundene Proteine
dreimal mit 100 pL 0,1 M Glycin-HCI, pH 2,5 eluiert. Die Elutionsfraktionen und die
Sdule wurden anschlieBend sofort mit Neutralisationspuffer (Abschnitt 4.10.1)
neutralisiert. Die Elutionsfraktionen wurden bei -20 °C gelagert oder sofort durch
Western-Blot mit SERPINE3-spezifischen Antikorpern analysiert.
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5 Ergebnisse

Vor kurzem wurde gezeigt, dass das Serpin Spn4A aus der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster (Dm) ein sehr potenter Inhibitor des humanen Furins und des PC2-
Homologs aus Dm ist und aufgrund seines Signalpeptids und ER-Retentionssignals mit
PCs im sekretorischen Pfad kolokalisiert (Oley et al., 2004; Osterwalder et al., 2004;
Richer et al., 2004). In Vertebraten wurde bisher nur ein PC hemmendes Serpin (PI8)
identifiziert, dessen Rolle als physiologischer Inhibitor allerdings unklar ist, da es nicht
wie PCs im sekretorischen Pfad lokalisiert ist.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Serpin B/-Spnl aus Branchiostoma
lanceolatum, einem nahen Verwandten der Wirbeltiere, und dem humanen Serpin
SERPINE3. Beide Serpine besitzen ein PC-Erkennungsmotiv an den mutmaBlichen
P2/P1-Positionen in ihrem RSL und ein Signalpeptid fiir den Zugang zum
sekretorischen Pfad. Das Branchiostoma-Serpin weist dariiber hinaus wie das
Dm-Serpin Spn4A ein ER-Retentionssignal auf. Abschnitt 5.1 behandelt die Funktion
und Lokalisation von B/-Spnl. Der zweite thematische Abschnitt (5.2) beschreibt die
Identifikation, Klonierung und Expression von SERPINE3 sowie erste Analysen zur

Funktion dieses Serpins.

5.1 Funktionelle Charakterisierung des Serpins B/-Spnl aus
Branchiostoma lanceolatum

Das Branchiostoma-Serpin Bl-Spnl wurde im Rahmen einer fritheren Arbeit
rekombinant in Bakterien exprimiert und in biologisch aktiver Form gereinigt
(Todtmann, 2004). Durch den Nachweis SDS-stabiler Komplexe mit der Serinprotease
Thrombin konnte gezeigt werden, dass Bl-Spnl ein inhibitorisches Serpin ist. Da die
Komplexierungsreaktion sehr langsam verlief und der iiberwiegende Teil des Serpins als
Substrat von Thrombin fungierte, erschien die Interaktion als unphysiologisch
(Todtmann, 2004).

Zwei Merkmale in der BI-Spnl-Proteinsequenz lieBen vermuten, dass PCs natiirliche
Zielenzyme von B/-Spnl sind: (1) Viele PCs prozessieren Zielenzyme nach dibasischen
Motiven. Die mutmalBlichen Positionen P2/P1 des RSLs von B/-Spnl sind mit den
basischen Aminosduren Lysin und Arginin besetzt. (2) Das Signalpeptid in Kombination
mit dem C-terminalen ER-Retentionssignal ,,KDEL* deutet auf eine Lokalisation des
Serpins im sekretorischen Pfad, dem Aufenthaltsort von PCs, hin. Der Fragestellung, ob
PCs als Zielenzyme von B/-Spnl in Betracht kommen, wurde zundchst durch in vitro-
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Komplexierungstests mit den PCs Furin, PC1/3 und PC2 nachgegangen. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind im folgenden Abschnitt beschrieben.

5.1.1 Nachweis SDS-stabiler Komplexe mit Furin und PC1/3

Um eine Interaktion zwischen B/-Spnl und PCs nachzuweisen, wurde B/-Spnl als
Hisg-GST-Fusionsprotein rekombinant in E. coli BL21(DE3) exprimiert und durch
Affinitdtschromatographie an  Glutathion-Sepharose  gereinigt. Aus 200 mL
Bakterienkultur konnte durchschnittlich 5 mg B/-Spnl1-Fusionsprotein gereinigt werden.
Der N-terminale Hise-GST-7ag wurde durch Behandlung mit TEV-Protease abgespalten
und zusammen mit der TEV-Protease iiber IMAC abgereichert (Abschnitt 4.4,
Abbildung 8). Die Reinigungsprozedur glich grofitenteils dem bereits beschriebenen
Verfahren (Todtmann, 2004). Fiir die Elution und die Abreicherung von Kontaminanten
im Spaltansatz wurden allerdings phosphationenfreie Puffer verwendet, um so einer
Komplexierung von Kalziumionen, die fiir die Aktivitdit von PCs essenziell sind,
vorzubeugen. Aus Abbildung 8 geht hervor, dass das ca. 45 kD grofle B/-Spnl in
hochreiner Form gewonnen werden konnte. Erwédhnenswert ist, dass keine Signale
detektiert werden konnten, die auf RSL-gespaltene (berechnete Grofle: ca. 39,5 kD) und
somit inaktive B/-Spnl-Molekiile hingedeutet hétten.

1 2 M 3 kD

- ~ o7

GST-Spn1 > |G - — 66
-

BI-Spni» - - -5

GST» — g - 30

Abbildung 8: Reinigung von rekombinantem BI/-Spnl. Bakteriell exprimiertes Hiss-GST-B/-Spnl
wurde {iber Glutathion-Sepharose gereinigt (Spur 1) und zur Freisetzung des Serpin-Anteils mit TEV-
Protease inkubiert (Spur 2). Kontaminanten mit Hiss-7ag (TEV-Protease und His-GST-7ag) wurden
anschlieBend iiber IMAC abgereichert (Spur 3). Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie geférbtes
10 %iges SDS-Gel. Die Groflen von Markerproteinen (Spur M) sind rechts angegeben.
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In einem ersten Komplexierungstest wurde eine Interaktion zwischen B/-Spnl und
Furin (ca. 53 kD) getestet. Hierfiir wurde B/-Spnl, wie in Abschnitt 4.8.2 beschrieben,
mit einer verkiirzten 16slichen Form von humanem Furin unter Zusatz von 1 mM CaCl,
inkubiert; anschlieBend wurden die Reaktionsprodukte im Western-Blot analysiert.
Abbildung 9 zeigt, dass B/-Spnl SDS-stabile Komplexe mit Furin bildet. Der ca.
105 kD grofle Komplex konnte sowohl mit Anti-B/-Spnl- als auch mit Anti-Furin-Anti-
korpern (Abbildung 9 A bzw. B, Spuren 2) nachgewiesen werden. Der mit Anti-
BI-Spn1-Antikorpern entwickelte Western-Blot zeigt dariiber hinaus, dass ein Teil der
Inhibitormolekiile von Furin gespalten wird, was sich mit der Theorie des Branched-
Pathway-Mechanismus von Serpinen deckt (Gettins, 2002b). Die Komplexierungs-
reaktion erfolgte in Gegenwart eines Uberschusses von Inhibitormolekiilen. Aus
Abbildung 9 B geht hervor, dass Furin nahezu vollstdndig durch B/-Spnl komplexiert
wurde, da nach der Reaktion kein freies Furin mehr vorliegt.

A B
kD kD
1 2 3 1 2 3
116 — < Furin- 116 — < Furin-
Komplex _— Komplex
76 — 76 —
o oo #» | <« Furin

- < Bl-Spn1 45—

<« BI-Spn1*

Abbildung 9: Bildung SDS-stabiler Komplexe zwischen B/-Spnl und Furin. B/-Spnl wurde fiir 1 h
mit Furin inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte durch Western-Blot (10 %ige Gele). Zur
Detektion wurde Anti-B/-Spnl-Antiserum (A) oder Anti-Furin-Antiserum (B) eingesetzt. Die
Komplexierungsreaktionen sind jeweils in Spur 2 dargestellt, die Kontrollen in Spur 1 (nur B/-Spnl) und
Spur 3 (nur Furin). Die RSL-gespaltene Form von B/-Spnl ist durch einen Stern gekennzeichnet. Die
Groflen von Markerproteinen sind jeweils am linken Bildrand angegeben.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass B/-Spnl SDS-stabile Komplexe mit humanem
Furin bildet, wurde untersucht, ob auch PC1/3 und PC2 — zwei weitere Mitglieder der
PC-Familie — durch B/-Spnl komplexiert werden. Da Branchiostoma Homologe dieser

Sauger-PCs exprimiert, war diese Analyse besonders interessant. Die Untersuchung von
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PC1/3 war dariiber hinaus auch deshalb von Interesse, weil bislang noch kein Serpin mit
inhibitorischer Aktivitit gegeniiber PC1/3 identifiziert wurde.

Im Gegensatz zur ubiquitdr exprimierten Protease Furin werden PC1/3 und PC2
iiberwiegend in neuroendokrinen Zellen exprimiert, wo sie eine zentrale Rolle bei der
Prozessierung vieler Prohormone und Neuropeptide spielen (Seidah & Chretien, 1999).
PC1/3 und PC2 existieren in unterschiedlich aktiven Formen. In saurem und
kalziumreichem Milieu entstehen jeweils durch autokatalytische Prozessierung
C-terminal-verkiirzte und deutlich aktivere Varianten dieser Enzyme (Zhou & Lindberg,
1994). Die Analyse der Interaktion zwischen B/-Spnl und PC1/3 erfolgte sowohl mit
humanem PC1/3 (hPC1/3) als auch mit dem Maus-Homolog (mPC1/3). Wahrend
hPC1/3 bereits in der aktivierten 66-kD-Form bezogen wurde, mussten mPC1/3 und
mPC2 in die kiirzeren Varianten umgewandelt werden (Abschnitt 4.8.1, 71 kD bzw.
66 kD). Die beiden PC1/3-Enzyme wurden fiir 1h mit B/-Spnl inkubiert
(Abschnitt 4.8.2). AnschlieBend wurden die Reaktionsprodukte durch Western-Blot
analysiert. Aus Abbildung 10 geht hervor, dass B/-Spnl sowohl mit hPC1/3 als auch mit
mPC1/3 SDS-stabile Komplexe (ca. 120 kD) bildete. Wie auch bei der Reaktion mit
Furin, fungierten Teile des Inhibitors als PC1/3-Substrat.

A B
kD kD
1 2 3 1 2 3
§ 5 hPC1/3-
° Komplex < MPC13-
16 — Komplex
76 — 97 —
53 — . 66 —
45 - A <« BI-Spn1
‘ e <« BI-Spn1*
om—— <« BI-Spn1*

Abbildung 10: Bildung SDS-stabiler Komplexe zwischen B/-Spnl und PC1/3. B/-Spnl wurde mit
hPC1/3 (A) bzw. mPC1/3 (B) inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden durch Western-Blot (10 %ige
Gele) mit Anti-BI-Spnl-spezifischen Antikdrpern analysiert. Die Komplexierungsreaktionen sind in den
Spuren 2 dargestellt, die entsprechenden Kontrollen in den Spuren 1 (nur B/-Spnl) und Spuren 3 (nur
PC1/3). Die RSL-gespaltene Form von BI-Spnl ist durch einen Stern gekennzeichnet Die Grofen von
Markerproteinen sind jeweils am linken Bildrand angegeben.
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Zur Analyse der Hemmung von mPC2 wurden verschiedene B/-Spnl-Konzentrationen
mit konstanten mPC2-Konzentrationen bei pH 5,0 inkubiert (Abschnitt 4.8.2). Nach
verschiedenen Zeitintervallen (5-90 min) wurden Proben genommen und diese im
Western-Blot analysiert. Keiner der Reaktionsansitze fiihrte zur Ausbildung SDS-
stabiler Komplexe. Neben freiem Serpin (45 kD) konnten lediglich RSL-gespaltene
Formen detektiert werden (nicht gezeigt). Auch in einer anschlieBenden Progress-
Curve-Analyse (Abschnitt 4.8.3), bei der die proteolytische Aktivitit der Protease in
Gegenwart unterschiedlicher B/-Spnl-Konzentrationen gemessen wurde, konnte keine
Reduktion der Aktivitdit von mPC2 durch B/-Spnl (215-2150 nM) nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu bewirkte Dm-Spn4A/E eine drastische Reduktion der
mPC2-Aktivitdt (Abbildung 11).

LU ——— ohne Inhibitor
—_ — B/-Spn1 & 215-2150 nM
E’ —  DM-Spn4A/E
= 3000 -
E £
o .S
@' 128 nM
2 2000 -
o O
3T
L >
= 384 nM
32 LLiC s 640 M
e 1024 NM
0 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
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Abbildung 11: Kinetische Analyse der Hemmung von mPC2 durch Serpine. Unterschiedliche
Konzentrationen von Bl-Spnl (griin) und Dm-Spn4A/E (schwarz) wurden jeweils mit dem Substrat
pRTKR-AMC (200 uM) gemischt und die Reaktionen durch Zugabe von mPC2 (0,1 U) gestartet. Die
Serpinkonzentrationen sind rechts neben den Kurven angegeben.

Durch die vorstehend beschriebenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
BI-Spnl mit humanem Furin und mit PC1/3, nicht aber mit mPC2 SDS-stabile
Komplexe bildet. Eine inhibitorische Aktivitit gegeniiber mPC2 konnte auch im
Rahmen einer anschlieBend durchgefiihrten kinetischen Analyse nicht nachgewiesen
werden. B/-Spnl ist das erste Serpin, von dem gezeigt werden konnte, dass es SDS-
stabile Komplexe mit PC1/3 bildet.
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5.1.2 Kinetische Charakterisierung der mPC1/3- und Furin-Hemmung

Die Inhibition von Serinproteasen durch Serpine ist ein einzigartiger und komplexer
Prozess, der chemische und strukturelle Verianderungen nach sich zieht. Nach der
Bildung eines kovalenten Serpin-Acyl-Protease-Intermediats wird die Protease durch
Insertion des RSLs in das P-Faltblatt A des Inhibitors irreversibel inhibiert. Neben
dieser irreversiblen Hemmung kann aber auch eine Konkurrenzreaktion stattfinden, bei
der die Protease aus dem Acyl-Intermediat durch Deacylierung freigesetzt wird,
wodurch das Serpin zum Substrat der Protease wird. Das Verhiltnis dieser beiden
Reaktionen wird {iber den SI-Wert (stoichiometry of inhibition) beschrieben.
Interaktionen von physiologischer Relevanz zeichnen sich durch niedrige SI-Werte und
hohe Inhibitionskonstanten aus (Gettins, 2002b; Schechter & Plotnick, 2004).

Die in Abschnitt 5.1.1 dargestellten Untersuchungen hatten ergeben, dass B/-Spnl SDS-
stabile Komplexe mit Furin und PC1/3 bildet, wobei Teile des Inhibitors auch als
Substrat fungieren. Zur Quantifizierung des relativen Verhéltnisses von Hemm- zu
Substratreaktion wurden fiir beide Interaktionen die SI-Werte bestimmt (Abbildung 12).
Hierfiir wurden verschiedene B/-Spnl-Konzentrationen mit konstanten Konzentrationen
von Furin (25 nM) bzw. mPC1/3 (206 nM) inkubiert und anschlieBend die
Restaktivitdten der Enzyme durch Zugabe des fluorogenen PC-Substrates pyr-RTKR-
AMC gemessen (Abschnitt 4.8.3).

Relative Restaktivitat

Molares Verhaltnis [IJ/[E]

Abbildung 12: SI-Bestimmung fiir die Hemmung von Furin und mPC1/3 durch BI/-Spnl.

Furin (®-@®) und mPC1/3 (A - A) wurden jeweils mit einem bis zu 4,5-fachen Uberschuss an B/-Spnl
inkubiert und die Restaktivititen der Enzyme gemessen. Die Auftragung zeigt die relativen
Restaktivititen in Abhéngigkeit vom molaren BI-Spnl/Protease-Verhéltnis. Aus den Regressionsgeraden
der abfallenden Funktionswerte konnten die SI-Werte aus den Schnittpunkten mit der x-Achse abgeleitet
werden.
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Die Restaktivitdt der Enzyme wurde gegen das B/-Spnl/Enzym-Verhiltnis ([Io]/[Eo])
aufgetragen und die SI-Werte durch lineare Regression aus den Schnittpunkten der
Geraden mit der x-Achse abgeleitet. Fiir die Reaktion mit Furin wurde ein SI-Wert von
2,9 ermittelt (Abbildung 12). Der SI-Wert fiir die Interaktion von B/-Spnl mit mPC1/3
lag mit 3,5 etwas hoher. Diese SI-Werte liegen in derselben Groflenordnung wie der SI-
Wert, der fiir die Interaktion von Dm-Spn4A/E und Furin (SI=3,5) bestimmt wurde
(Oley et al., 2004).

AnschlieBend wurde fiir beide Hemmreaktionen mit Hilfe der Progress-Curve-Methode
die apparente Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (kus) ermittelt
(Abschnitt 4.8.3). Bei physiologisch relevanten Serpin-Protease Interaktionen hat kg,
einen Wert zwischen 1 x 10* M' s und 1 x 10® M s (Gettins, 2002b). Zur
Bestimmung von k., wurden verschiedene Konzentrationen von B/-Spnl mit Substrat
gemischt und die Reaktionen jeweils durch Zugabe von Furin bzw. mPC1/3 gestartet.
Abbildung 13 zeigt, dass die Fluoreszenz zu Beginn der Reaktionen schnell ansteigt, im
Laufe der Zeit aber durch Hemmung der Proteasen immer mehr abflacht. Dabei gilt: je
hoher die Bl-Spnl-Konzentration, desto schneller die Hemmung. Durch nichtlineare
Regression (Gleichung 2, Abschnitt 4.8.3) wurde fiir jede Serpinkonzentration die
Hemmkonstante pseudo-erster Ordnung k’ bestimmt und gegen die jeweilige Inhibitor-
konzentration aufgetragen. Die Assoziationskonstante k,; wurde durch lineare
Regression (Gleichung 3, Abschnitt 4.8.3) unter Beriicksichtigung der jeweiligen
K,,-Werte bestimmt. Der K,,-Wert fiir Furin wurde aus der Literatur iibernommen (Oley
et al., 2004). Der K,,-Wert fiir mPC1/3 (9 uM) wurde wie in Abschnitt 4.8.3 beschrieben
bestimmt (nicht dargestellt). Fiir die Interaktion von B/-Spnl mit Furin wurde eine
Hemmkonstante von 3,8 x 10* M s ermittelt. Da die SI-Bestimmung ergeben hatte,
dass 2,9 BI-Spnl-Molekiile zur Hemmung eines Furin-Molekiils nétig sind, wurde die
Konstante mit dem SI-Wert multipliziert und so ein apparenter k,-Wert von
1,1 x 10°M™ s ermittelt. Fiir die Interaktion von BI-Spnl mit mPC1/3 wurde ein Wert
von 2,8 x 10° M s™! bestimmt. Der Sl-bereinigte Wert liegt fiir diese Interaktion bei
9,8 x 10° M s, Somit liegen die Inhibitionskonstanten fiir Furin und mPC1/3 im

physiologisch relevanten Bereich.
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Abbildung 13: Kinetik der Hemmung von Furin und mPC1/3 durch BI-Spnl. Unterschiedliche
BI-Spnl-Konzentrationen wurden mit dem Substrat pPRTKR-AMC gemischt und die Reaktionen jeweils
durch Zugabe von Furin (A) bzw. mPC1/3 (B) gestartet. Die Serpinkonzentrationen sind rechts neben den
jeweiligen Progress-Curves angegeben. Die oben eingefiigten Abbildungen zeigen jeweils die lineare
Abhingigkeit der Hemmkonstante k’ von der Serpinkonzentration.

Aus Abbildung 13 geht hervor, dass die Schnittpunkte der extrapolierten Geraden mit
der y-Achse >0 sind. Diese Werte, die der Dissoziationskonstanten kg, entsprechen,
wurden zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten K; herangezogen (Gleichung 1,
Abschnitt 4.8.3). Fiir beide Reaktionen liegen die K;-Werte im nanomolaren Bereich
(Tabelle 29), weshalb beide Inhibitionsreaktionen als irreversibel betrachtet werden
konnen.

Durch die kinetischen Analysen konnte daher gezeigt werden, dass B/-Spnl Furin und
PC1/3 mit physiologisch relevanten Geschwindigkeiten hemmt. PC2 wird dagegen
nicht von B/-Spnl inhibiert.

Tabelle 29: Kinetische Parameter der Furin- und mPC1/3-Inhibition

Furin mPC1/3

SI 2,9 3,5

Kass 38x10°M"'s 28x10°M"' s
Kags x SI L1x10°M's™! 9,8 x 10° M's™!
Kaiss 2,4 % 10*s™ 6,9 x 10*s™!

K; 6,3 nM 2,5nM
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5.1.3 Identifikation der Proproteinkonvertase-Spaltstellen

In den vorangehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass B/-Spnl Furin und PC1/3
inhibiert. Die Prasenz basischer Aminosduren an den Positionen 363 und 364 (Sequenz
siche Abschnitt 8.3.1), dem mutmaBlichen reaktiven Zentrum von B/-Spnl, hatte
urspriinglich den Hinweis auf die Hemmung der PCs gegeben.

Im weiteren Verlauf wurde durch Massenspektrometrie untersucht, ob die Spaltung des
Serpins bei Durchlaufen des Substratpfads tatséchlich C-terminal der Aminoséure
Arginin®® erfolgt. Hierfiir wurde B/-Spnl mit Furin bzw. hPC1/3 inkubiert und die
Reaktionsprodukte nach Entsalzung durch MALDI-TOF-MS analysiert (Abschnitt 4.9).
Als Kontrolle wurde der Inhibitor ohne PC-Zusatz inkubiert. Fiir eine Spaltung
C-terminal zur Position 364 (Arg) wurden dabei Fragmente der GréBe m/z =39614
(N-terminales Fragment) und m/z=4910,52 (C-terminales Fragment) erwartet.
Abbildung 14 zeigt Ausschnitte aus den Spektren im Bereich m/z = 4560-6000. Es ist zu
sehen, dass nach Inkubation des Inhibitors mit Furin (A) und hPC1/3 (B) ein Peak bei
m/z = 4918,29 bzw. 4918,95 auftritt, der im Kontrollansatz (C) fehlt. Diese Werte
korrelieren gut mit dem Wert, der fiir das erwartete C-terminale Fragment nach PC-
vermittelter Proteolyse berechnet wurde. Die erhaltenen Massen weichen um weniger
als 0,16 % von der berechneten Masse ab, weshalb dieses Ergebnis als signifikant
eingestuft werden kann. Fragmente, die durch Proteolyse C-terminal von der
Aminoséurepositionen 363 (P2-Position) oder 365 (P1’-Position) entstanden wiéren,
hitten Abweichungen von 1,8 bzw. 3,1 % verursacht. Der Nachweis des groferen
N-terminalen Fragments ist mit dieser Methode nicht gelungen. Gleichwohl konnte
durch dieses Experiment eindeutig gezeigt werden, dass die PCs den RSL von B/-Spnl
C-termial zum dibasischen Motiv spalten. Dieses Ergebnis wird weiterhin dadurch
untermauert, dass eine B/-Spnl-Mutante mit einem Alanin an Position P1 Furin nicht
mehr inhibiert (Mischo, 2004).
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Abbildung 14: Identifizierung der PC-Spaltstellen im RSL von BI/-Spnl. B/-Spnl wurde mit Furin
(A), hPC1/3 (B) oder H,O (C) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben durch MALDI-TOF-MS
analysiert. Die in (A) und (B) auftretenden Signale bei m/z = 4918,29 bzw. 4918,95 belegen, dass die
Spaltung C-terminal von der Sequenz MMKR erfolgt. In der Kontrollreaktion (C) tritt dieses Signal nicht
auf.
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5.1.4 Das C-terminale KDEL-Motiv verhindert den Export von
BI-Spn1l aus COS-7-Zellen

Das Branchiostoma-Serpin B/-Spnl war nicht nur wegen seines dibasischen RSL-
Motivs als Inhibitor von PCs in Betracht gezogen worden, sondern auch aufgrund seines
C-terminalen ER-Retentionssignals (KDEL). Dieses Signal, in Kombination mit dem
N-terminalen Signalpeptid, lieB vermuten, dass der Inhibitor im sekretorischen Pfad,
dem Wirkort der PCs, zuriickgehalten wird. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass das Furin
inhibierende Serpin Dm-Spn4A, das iiber ein &hnliches Retentionssignal verfiigt
(HDEL), im ER lokalisiert ist (Oley et al., 2004). Im Folgenden wurde untersucht, ob
auch die C-terminale KDEL-Sequenz von B/-Spnl eine intrazelluldre Retention des

Serpins bewirkt.

A
1 2 M 3 4 5 g KD
- 96
— 66
- - —45
B
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Abbildung 15: Das KDEL-Motiv verhindert die Sekretion von B/-Spnl aus COS-7-Zellen. COS-7-
Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die fiir Wildtyp-B/-Spn1 oder fiir eine KDEL-Deletionsmutante
des Serpins (Spn1A-KDEL) kodieren. Die Uberstinde und Extrakte der Zellen wurden durch Western-
Blot (10 %ige Gele) mit Anti-B/-Spnl-Antikdrpern analysiert (A). Die PVDF-Membran wurde
anschlieBend gefarbt, um eine gleichmifBige Gelbeladung zu belegen (B). Die Spuren 1 und 2 zeigen
jeweils die Uberstinde von COS-7-Zellen, transfiziert mit Wildtyp-BI-Spnl bzw. mit Bl-Spnl1AKDEL.
Die entsprechenden Extrakte sind in den Spuren 3 (Wildtyp-B/-Spn1) und 4 (BI-Spn1 AKDEL) dargestellt.
Die Spuren 5 und 6 zeigen die Uberstinde bzw. Extrakte nicht-transfizierter Zellen. Die GroBen von
Markerproteinen (Spur M) sind jeweils am rechten Bildrand angegeben.
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Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden zwei eukaryotische Expressions-
konstrukte hergestellt, von denen das eine fiir Wildtyp-B/-Spnl (pcDNA3.1SpnlwSp)
und das andere fiir eine KDEL-Deletionsmutante des Serpins (pcDNA3.1Spnl1Mut,
BI-Spn1AKDEL) kodierte (Abschnitt 4.3.11). COS-7-Zellen wurden anschlieend mit
jeweils einem dieser Konstrukte transfiziert (Abschnitt 4.6.5). Im Anschluss an die
Transfektion wurden die Proteine der Uberstinde und Extrakte der transfizierten Zellen
durch SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Anti-B/-Spnl-Antikorpern analysiert.
Als Kontrolle dienten die Uberstinde und Extrakte nicht-transfizierter Zellen.

Aus Abbildung 15 geht hervor, dass das Wildtyp-Serpin vollstindig im Zellinnern von
COS-7-Zellen zuriickgehalten wurde, da es nur in den Extrakten (Spur 3), nicht aber in
den Uberstiinden (Spur 1) transfizierter COS-7-Zellen nachweisbar war. Die KDEL-
Deletionsmutante konnte dagegen sowohl in den Extrakten (Spur4) als auch im
Medium (Spur 2) nachgewiesen werden. In der Abbildung ist auBerdem die nachtriaglich
mit Coomassie angefarbte PVDF-Membran dargestellt, die belegt, dass gleiche Mengen
der Wildtyp-und Mutanten-Proben analysiert wurden. Durch dieses Experiment konnte
daher eindeutig gezeigt werden, dass das postulierte ER-Riickfiihrungssignal die
Sekretion von B/-Spnl aus COS-7-Zellen verhindert.

5.1.5 Genomische Organisation des B/-Spn1-Gens

Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse hatten gezeigt, dass B/-Spnl ebenso wie das
Dm-Serpin Spn4A ein PC inhibierendes Serpin ist, das aufgrund seines ER-Retentions-
signals im sekretorischen Pfad zuriickgehalten wird. Aufgrund dieser funktionellen
Ahnlichkeit und der gemeinsamen subzelluliren Lokalisation bestand die Moglichkeit,
dass die beiden Serpine Orthologe sind, d.h. dass ihre Gene von einem gemeinsamen
Vorldufer-Gen abstammen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden die
Aminosduresequenzen der beiden Serpine und die Organisation ihrer Gene miteinander
verglichen.

Ein CLUSTALW-Alignment der Proteinsequenzen von Bl-Spnl und Dm-Spn4A zeigte,
dass die beiden Serpine eine Aminosdure-Identitit von 38 % aufweisen. Um die Signifi-
kanz dieses Wertes einschétzen zu kdnnen, wurde die Aminosiure-Sequenz von B/-Spnl
mit den Sequenzen von weiteren 27 Dm-Serpinen durch ein CLUSTALW-Alignment
verglichen. Das betreffende Alignment ist im Internet zu finden (ALIGN 000632.dat;
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/align/). Die Sequenzidentititen bewegen sich
zwischen 19 % (BI-Spn1/ACP76A) und 36 % (BI-Spn1/CG9456).

Zur Bestimmung der Exon-Intron-Struktur des B/-Spnl-Gens wurden aus der
BI-Spnl-cDNA verschiedene Primer abgeleitet (Abschnitt 8.2) und diese zur
Amplifikation iiberlappender, genomischer Teilbereiche eingesetzt (Abschnitte 4.3.3
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und 4.3.4). Die Teilfragmente wurden subkloniert und anschliefend sequenziert. Aus
den fiiberlappenden Sequenzen wurde eine Gesamtsequenz erstellt (Genbank -
Zugangsnummer AJ889984), die anschlieBend zur Identifikation der Intronbereiche mit
der BI[-Spnl cDNA aligniert wurde. Die Struktur des Gens ist in Abbildung 16
dargestellt. Das Alignment von cDNA und genomischer BI-Spnl1-DNA ist im Anhang
dargestellt (Abschnitt 8.3.2). Hier sei erwihnt, dass es zwischen der kodierenden
Sequenz der BI/-Spnl-cDNA und der genomischen Sequenz mehrere
Nukleotidsubstitutionen gibt. Manche dieser Substitutionen fiihren zu einer verdnderten
Aminosduresequenz  (cDNA—genomische Sequenz: 7S—C, 43T—A, 66A—T,
94V—A, 2131-V, 256L—F, 2761—-L, 330S—L). Diese Unterschiede sind
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass cDNA und genomische DNA von
unterschiedlichen Individuen isoliert wurden. Fiir die Bestimmung der Genstruktur von

BI-Spn1 sind diese Unterschiede aber ohne Bedeutung.

Intron-GrofRe 805 916 545

| | L N 2
Exon 1 2 3 4
Exon-Grofe >51 255 298 1555

Abbildung 16: Exon-Intron-Struktur des B/-Spnl-Gens. Exons sind als nummerierte Késtchen
dargestellt. Translatierte Bereiche sind schwarz, untranslatierte Bereiche sind weifl eingeférbt. Introns
sind als Linien dargestellt. Die GroBen von Exons und Introns sind jeweils in Bp angegeben. Die (exakte)
Lokalisation der BI/-Spnl-Introns ist dem Text oder dem im Anhang dargestellten Alignment zu
entnehmen (Abschnitt 8.3.4).

Das BI-Spn1-Gen besteht aus vier Exons und drei Introns, wobei das erste Intron in der
5’-untranslatierten Region (UTR) lokalisiert ist. Intron 2 unterbricht den kodierenden
Bereich zwischen AS 55 und 56. Intron 3 folgt auf die erste Base des Tripletts fiir
AS 155. Um einen Vergleich zwischen den Intronpositionen von B/-Spnl und
Dm-Spn4A anstellen zu konnen, wurde die B/-Spnl-Proteinsequenz mit reifem
o-Antitrypsin aligniert (Long et al.,, 1984) (Abschnitt 8.3.4). Bezogen auf die
o-Antitrypsin-Nummerierung  liegt die Position von Intron 2 bei der
Aminosédureposition 75c¢ (die Suffixe a, b bzw. ¢ geben an, ob das Intron nach der
ersten, der zweiten oder der dritten Base eines Codons auftritt). Die Position von
Intron 3 kann aufgrund von Alignment-Unsicherheiten nicht genau angegeben werden
(mogliche Positionen: 174a, 175a oder 176a). Trotz dieser Unsicherheit ist klar, dass
keine der Intronpositionen des B/-Spnl-Gens mit einer der Positionen des Dm-Spn4-
Homologs iibereinstimmt, dessen Introns, bezogen auf das o -Antitrypsin-

Nummerierungssystem, die Positionen 305¢ bzw. 352a einnehmen (Kriiger et al., 2002).
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Diese Struktur und die Tatsache, dass die Sequenz-Identitit von B/-Spnl und Dm-
Spn4A nicht signifikant hoher ist als die Sequenz-Identitdt von B/-Spnl und anderen

Dm-Serpinen, lassen offen, ob es sich bei den beiden Genen um Orthologe handelt.

5.2 SERPINE3 - ein neues humanes Serpin mit dibasischem
RSL-Motiv

Die Ergebnisse dieser und einer fritheren Arbeit (Oley et al., 2004) hatten gezeigt, dass
sowohl Branchiostoma lanceolatum, ein enger Verwandter der Wirbeltiere, als auch die
Fruchtfliege jeweils ein Serpin exprimieren, das aufgrund seiner PC inhibierenden
Aktivitdt und seiner subzelluldaren Lokalisation als physiologischer Inhibitor von PCs in
Betracht kommt. Damit stellte sich die Frage, ob auch Vertebraten die inhibitorische
Aktivitdt von Serpinen zur Regulation der PC-Aktivitdt im sekretorischen Pfad nutzen.
Wihrend der Durchfiihrung dieser Arbeit wurde eine Real-Time-PCR-Studie publiziert,
in der untersucht wurde, wie die Expression von Serpinen und Proteasen in verschiede-
nen gesunden und kranken menschlichen Geweben korreliert (Badola et al., 2006). Im
Rahmen dieser Studie wurde auch die Expression von SERPINE3 analysiert, eines bis
dato vollig unbekannten Serpins. Die in der Studie gezeigte SERPINE3-RSL-Sequenz
liefl vermuten, dass SERPINE3 ein neuer PC-Inhibitor in Vertebraten ist, da SERPINE3
basische Aminoséduren an den potenziellen Positionen P2/P1 im RSL besitzt. Allerdings
verbarg sich hinter der in der Studie angegebenen GenBank'“-Zugangsnummer eine
Sequenz, die lediglich aus dem Humangenom abgeleitet worden war. Auch die
Primersequenzen, die zur Analyse der Expression von SERPINE3 verwendet wurden,
sind in der Studie nicht dargestellt. Weiterhin ergab eine Datenbankrecherche, dass fiir
SERPINE3 zwei unterschiedliche aus dem Humangenom abgeleite Sequenzen annotiert
sind (Abschnitt 5.2.1), deren tatsdchliche Expression unklar war. Die folgenden
Abschnitte befassen sich mit der Identifikation, Klonierung, Expression und ersten
Analysen zur Funktion von SERPINE3.

5.2.1 SERPINE3 ist unter Vertebraten hoch konserviert

Durch Datenbankrecherche unter Nutzung von BLASTP (Abschnitt 8.4) konnte die
Prisenz von SERPINE3-DNA-Sequenzen in verschiedenen Vertebraten — darunter
Mensch, Schimpanse, Hausrind, Maus, Ratte, Pferd, Huhn und Zebrafisch —
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Allerdings handelt es sich bei fast allen
Sequenzen um vorhergesagte, nicht experimentell belegte DNA- und Proteinsequenzen.
Lediglich die SERPINE3-Proteinsequenzen von Maus, Hausrind und Zebrafisch wurden

aus experimentell belegten cDNA-Sequenzen abgeleitet. Fiir das menschliche
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SERPINE3 sind zwei Sequenzen annotiert, die sich in ihren C-Termini voneinander
unterscheiden (GenBank™-Zugangsnummern: AX407123 bzw. XH 941682). Ein
Aminosdure-4/ignment dieser vorhergesagten Sequenzen mit den aus cDNAs
abgeleiteten Sequenzen von Maus und Rind deutete darauf hin, dass es sich bei der
Sequenz mit der GenBank' “-Zugangsnummer AX407123 um die richtige Vorhersage
handelte, da der C-Terminus dieser humanen SERPINE3-Sequenz eine hohere
Ahnlichkeit zu den Sequenzen von Maus und Rind aufwies (Abbildung 17). Diese
Vermutung wurde durch Genstrukturanalysen gestiitzt (Abschnitt 5.2.4). Die folgenden
zwei Abschnitte, die sich mit der Klonierung, Sequenz und Struktur von humanem
SERPINE3 beschiftigen, liefern den experimentellen Beweis fiir die Richtigkeit dieser
These.

Schimpanse (XM 509786) : KISSIN T P T):NBINA T Y FIBNE PNING——-ITVEFD : 472
Mensch (XM 941682) : KISSSIA T P T)Na:NBINeE T Y FIBNE PNING—-ITVEFD : 472
Mensch (AX407123) : IRNEPNIG--FVEFSIG : 397

Rind (BC149709) : KINSIN T P T)pNnIegy T EFIMNE PNINA—-FVESIG : 393
Maus (AK053602) : TSAINENNNSY T FIMNEHSING--FVESIG : 394
Pferd (XP_001488711) : KISSIN T P T)pNnIegy T EFIMNE PNIG--FVEFSIG : 396
Ratte (XP_001073783) : TPAINNINGY T F' NN HNING-—-FVESIG : 395
Huhn (XM _417070) : KISSINT P )N T F FIBNOANINGTYARFLIQ : 775
Zebrafisch (M 679453) : SAVIRNNAT FTIMNOT SIG--SLLFIG : 618
Schimpanse (XM 509786) : RI--—-—-—--- QIIYQCLSSNKGSFVHYPLKNKHSF-—-—-—— 1 499
Mensch (XM _941682) : RI-———-————- QITYQCLSSNKGSFVHYPLKNKHSF—--——-— 1 499
Mensch (AX407123) P R VSNPLD--——————=——~— : 404
Rind (BC149709) T Remm—m oo VLNPLH-—--——-————— 1 400
Maus (AK053602) P R VSNPLD--—————————~- : 401
Pferd (XP _001488711) I VSNPLD-—--——=——=-— : 403
Ratte (XP_001073783)  : R-——————————m—mmmmmmmmm o VSNPLD-—=-—=-—==—- 1 402
Huhn (XM 417070) : QONHSQVAPKLLLMKNRIFSDTDLLIIQYLVNTEKWKFCKKKAK : 819
Zebrafisch (M 679453) : R-———=————————————————————— VVNPADMP--—-—————- : 627

Abbildung 17: C-Termini der verschiedenen Vertebraten-SERPINE3-Proteine. Das Alignment wurde
mit CLUSTALW erstellt. Identische Aminosduren sind invertiert (weil auf schwarz) dargestellt. Die
GenBank™-Zugangsnummern der Sequenzen sind in Klammern neben dem jeweiligen Organismus
angegeben. Rote Zugangsnummern bedeuten, dass die Proteinsequenz aus einer cDNA abgeleitet wurde.

5.2.2 Amplifikation und Klonierung der SERPINE3-cDNA

Zur Amplifikation der humanen SERPINE3-cDNA wurde Gesamt-RNA aus der
humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 isoliert und anschlieBend revers transkribiert
(Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2). Diese Zelllinie wurde gewéhlt, da in einer Studie gezeigt
wurde (Badola ef al, 2006), dass das SERPINE3-Expressionsniveau in
Lungenkrebsgewebe erhoht ist. Die Amplifikation der SERPINE3-cDNA erwies sich
allerdings als schwierig, und es mussten zwei aufeinander folgende
Amplifikationsrunden mit 35 bzw. 20 Zyklen durchgefiihrt werden, um das in
Abbildung 18 dargestellte ca. 1200 Bp groBBe Amplifikat zu erhalten, das den
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vollstindigen kodierenden Bereich der SERPINE3-cDNA repréisentiert. Das erste
Primerpaar (E3_5’UTR, E3 3’UTR) war dabei in den hypothetischen untranslatierten
Regionen der SERPINE3-cDNA angesiedelt (Abbildung 18). Diese Sequenzbereiche
wurden aus der genomischen Sequenz abgeleitet (GenBank ™-Zugangsnummer:
AL137780). Die Primer fiir die zweite Amplifikationsrunde (E3_F1+, E3 F2-) waren
zum Anfangs- bzw. Endbereich der kodierenden Sequenz von SERPINE3
komplementir. Das 1218 Bp grofle Amplifikat wurde subkloniert und anschlieend
sequenziert (Abschnitte 4.3.10 bis 4.3.12). Die Sequenz, die zu 100 % der
vorhergesagten Sequenz AX407123 entspricht, wurde bei EMBL unter der Zugangs-
nummer AM402969 abgelegt. Die Sequenz ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.3).

A B

5’-Bereich
M P P F L I
cctgcatctcttcectctgaattgcaggaaccctecccagecEecATGCCCGCCTTTCCTGATC...

3’-Bereich

s I G R vV s N P L D
..AGTATTGGCGAGAGTTTCAAATCCCCTAGACTAAatgcatgttctccactttcatcaatge

Abbildung 18: Amplifikation der SERPINE3-cDNA. (A) 1,5 %iges Agarosegel zum Nachweis des
1218 Bp groBen SERPINE3-Amplifikats (Spur 1). Relevante Markergréfen sind am rechten Bildrand
angegeben (in Bp, Spur M). (B) Ausschnitt aus dem 5’- bzw. 3’-Bereich der SERPINE3-cDNA zur
Demonstration der Primer-Bindestellen. Die Primersequenzen der ersten PCR (gelb hervorgehoben) sind
komplementér zu Sequenzen in der 5°- bzw. 3’-UTR der cDNA. Die Primersequenzen der nachfolgenden
PCR (griin hervorgehoben) sind komplementér zum Anfangs- bzw. Endbereich der kodierenden Sequenz
von SERPINE3. Start- und Stopcodon sind durch Fettdruck hervorgehoben.

5.2.3 Analyse der SERPINE3-Aminosauresequenz und Modellierung
des Proteins

Aus der cDNA wurde eine 404 AS lange Proteinsequenz abgeleitet (Abbildung 19). Am
N-Terminus konnte mit Hilfe des Programms SignalP 3.0 (Abschnitt 8.4) ein
potenzielles Signalpeptid (Positionen 1-20) und eine entsprechende Signalpeptidase-
Spaltstelle zwischen den Positionen 20 und 21 vorhergesagt werden. Das reife
SERPINE3-Protein, das nach Abspaltung dieser Signalsequenz entsteht, besitzt eine
berechnete Masse von 42,2 kD und einen pl von 6,02. Die Berechnungen wurden mit
dem Programm ProtParam angestellt (Abschnitt 8.4). Eine Analyse der SERPINE3-
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Proteinsequenz mit ScanPros deckte eine fiir Serpine typische Sequenz innerhalb der
Aminoséduren 375-385 sowie drei potenzielle N-Glykosylierungsstellen auf (Positionen
46-48, 136-138, 148-150).

10 20 30 40 50 60 70

| | | [ [ | |
MPPFLITLELFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRIJlINFVISPAGVSLPLEILQFGAEG : 70

80 90 100 110 120 130 140

| | | | | | |
STGQQLZ—\DZ—\LGYTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCFVEHVSWWA-LE : 140

150 160 170 180 190 200 210
| | | | | | |
PADLSEP-Z-\IQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMSFQGTWRKRFSSTDTQIL : 210

220 230 240 250 260 270 280

| | | [ [ | |
PFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGHQVGVLELPYLGSAVSLFLVLPRDKDTPLSHIEPHLTAS : 280

290 300 310 320 330 340 350

| | | [ [ | |
TIHLWTTSLRRARMDVFLPRFRIQNQFNLKSILNSWGVTDLFDPLKANLKGISGQDGFYVSEATIHKAKIE : 350

360 370 380 390 400
| | | | |

VLEE CIRASER A L L IRl P | AN PRRRR ~ PNTGFVFSIGRVSNPLD : 404

Abbildung 19: Aminoséiresequenz von SERPINE3. Hervorgehoben sind Signalpeptid (gelb), drei
potenzielle N-Glykosylierungsstellen (rot), die Hinge-Region (pink), das reaktive Zentrum (Positionen
P4-P3’, schwarz) sowie die Serpin-Signatur (blau).

Durch den Vergleich der RSL-Sequenzen von SERPINE3 und anderen Serpinen
(Abbildung 20) konnte die Prdsenz einer konservierten Hinge-Region (P15-P9)
nachgewiesen werden. Diese Region weist viele kleine Aminoséduren auf, was typisch
fiir inhibitorische Serpine ist (Gettins, 2002b). Der Vergleich deutet ebenso darauf hin,

dass Lys*® und Arg®” die Positionen P2 bzw. P1 des Proteins reprisentieren.

P15 P12 P9 P1 P2’
| | | | |
SERPINE3 G K A G A A LLLTLI KR RIPTI
SERPINE2 G K A A A AILIAR PP
SERPINA1 G EAAGAMFLEATIPM I PPE
SERPINI1 G EAAAYV GMIATI RMAVL
SERPINB10 G EAAAG G EIDIRTIRVEPEP
SERPINE1l G vV A AV IV A RMAPEE
SERPINBS8 G EAAAA AV V R R R ME
SERPINC1 G EAAA AVVIAGR L P
Bl-Spnl G EAAAA AV MMEKR L DGE
SERPIND1 G A \Y% VGFMPL VvV R
SERPINA9 G E A A A KFIVR KDGP

Abbildung 20: Alignment der RSL-Sequenzen von SERPINE3 und anderen Serpinen. Vergleich der
(mutmaBlichen) Positionen P15 bis PS5’ von SERPINE3, neun anderen humanen Serpinen und B/-Spnl.
Aminosduren sind wie folgt hervorgehoben: basische, blau; saure, rot; polare, orange; nicht polare, griin.
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Der C-Terminus von SERPINE3 weist im Gegensatz zu B/-Spnl und Dm-Spn4A kein
ER-Retentionssignal auf, was auf eine extrazelluldre Lokalisation des Serpins hindeutet.
Zusammengefasst deuten diese Sequenzmotive darauf hin, dass es sich bei SERPINE3
um ein sekretiertes Protein handelt, dessen Zielproteasen moglicherweise PCs oder
Trypsin-dhnliche Proteasen sind.

Mit Hilfe des Programms Swiss-Model (Abschnitt 8.4) wurde auf Basis der bekannten
Kristallstrukturdaten des humanen Serpins Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1,
Synonym: SERPINE1, PDB-Code: 1db2A, Auflésung: 2,7 A, Homologie-Score: 2e-49)
eine Tertidrstruktur von SERPINE3 modelliert. Die in Abbildung 21 dargestellte
Struktur beinhaltet die Positionen 28-401. Die ersten acht sowie die drei letzten
Aminosduren des reifen Proteins konnten aufgrund fehlender Vergleichsdaten nicht

modelliert werden.

~d v . --— RSL
’ (As 368-369)

-— Hinge
(As 355-361)

C-Terminus
(bis As 401)

N-Gly.—
(As 148)

N-Gly. ‘ ;

(As136) |\ 1 |

Abbildung 21: Modell der Tertidrstruktur von SERPINE3. Helices sind gelb, B-Faltblatter rot (sA),
blau (sB) und griin (sC) gekennzeichnet. Die Hinge-Region (P15-P9) ist lila eingefarbt. Der C-Terminus,
die mutmaBlichen P2/P1-Positionen im RSL sowie die drei Asparagin-Reste der potenziellen
N-Glykosylierungsstellen sind jeweils gekennzeichnet.
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Das Modell, das neun a-Helices und drei -Faltblitter zeigt, korreliert mit der typischen
Struktur von Serpinen. Alle drei potenziellen N-Glykosylierungsstellen sind auf der
Oberfldche exponiert, weshalb eine Glykosylierung des nativen Proteins moglich ist. In
Helix A, den B-Faltblittern s2A und s4C sowie am Ubergang zu Helix E befindet sich
jeweils ein Cystein. Die Abstinde zwischen den einzelnen Cystein-Resten iibersteigen
in jedem Fall 2 A, was fiir die Ausbildung von Disulfidbriicken zu grof ist (Holleman-
Wieberg, 1995).

hA s6B hB
MPPFLITLFLFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNE TNENEESPAGVSLPLEILQFGAEG

hC hD S2A hE
STGOOLADALGYTVHDKRVKDEFLHAVYATLE TS SOGT ENENESSENEN G TP S PCEVERVSWWANS SLE

s1A hF s3A s4C
BBD1 SEPNSTATOTSEGASRE TAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAF A DN R < = - s s T TOTH

s3C slB s2B s3B hG hH
PFTCAYGLVLQVPMMHOTTEVNYGOEOD T2 CHOVEVEENPYE G S BVSEFBVEPR DK DT PLSHIEPHLTAS
s2C S6A hl sSA

TIHLWTT s L RRARVDVET - NSRS T TN SHGV T DLFDPLKANLKGI SGODGF YV SE g

s1C s4B s5B

BLEEGTKASGATALLLLKRSRIPHERA DR PEiGaEREE T EESHER SN PLD

Abbildung 22: Sekundirstrukturelemente von SERPINE3. Die Bezeichnung der Strukurelemente
orientiert sich am Modell von o;-Antitrypsin (Abschnitt 2.3). Bereiche, die nicht modelliert werden
konnten, sind grau eingeféarbt (Farbgebung: siche Abbildung 21).

5.2.4 Organisation des SERPINE3-Gens

Fir die phylogenetische Klassifikation von Serpinen existieren unterschiedliche
methodische Ansitze. Eines der Klassifikationssysteme teilt die Vertebraten-Serpine auf
der Basis ihrer Genstrukturen und Intronpositionen innerhalb des konservierten
Bereichs in sechs verschiedene Genfamilien ein (Ragg et al., 2001).

Zur Klassifikation von SERPINE3 wurde zunéchst die Organisation des Gens durch ein
Alignment der SERPINE3-cDNA-Sequenz (AM402969) und der Sequenz der
genomischen DNA ermittelt (Programm Spidey, Abschnitt 8.4) Der Protein kodierende
Bereich des Gens setzt sich aus acht Exons und sieben Introns zusammen. Diese
Strukturanalyse lieferte den ersten Hinweis dafiir, dass es sich bei SERPINE3 um ein
Vertebraten-Serpin der Gruppe 3 handelt, da eine solche genomische Organisation

charakteristisch fiir die Serpine dieser Gruppe ist (Abbildung 23). Eine eindeutige
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Zuordnung von SERPINE3 zur Gruppe 3 der Vertebraten-Serpine erfolgte schlieBlich
durch Vergleich der Intronpositionen von SERPINE3 mit denen von Gruppe 3-Serpinen
im a,-Antitrypsin-Referenzsystem. Im o,-Antitrypsin-Nummerierungssystem weisen
die Serpine der Gruppe 3 insgesamt sechs konservierte Intronpositionen auf (Introns
2-7: Positionen 167a, 230a, 290b, 323a, 352a und 380a). Die Position des ersten Introns
dieser Serpine (~90a) kann aufgrund von Alignment-Unsicherheiten in dieser Region
nicht genau angegeben werden (Ragg ef al., 2001). Ein Aminosdure-Alignment von
SERPINE3 und reifem o -Antitrypsin zeigte, dass die Positionen und Phasen der
Introns 2-7 von SERPINE3 exakt mit denen von Gruppe 3-Serpinen iibereinstimmen.
Die Position des ersten Introns liegt bei Position 89a (ou;-Antitrypsin-Referenzsystem).
Das entsprechende Alignment ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.4). Durch diese
Strukturanalysen konnte daher nachgewiesen werden, dass SERPINE3 zur Gruppe 3 der
Vertebraten-Serpine gehort. In Abbildung 23 sind die Genstrukturen aller bekannten
Serpine dieser Klasse dargestellt.

o,-Antitrypsin-
Numme”erun% ~90a 167a 230a 290b 323a 352a 380a
..... Y Y Y Y Y Y Y
91a 169a 234a 300b 334a 363a 391a
SERPINET %—11—-—18—-—12—-—16—-—16—l—01—l—12—l—03m
(PAI-1) 272 234 195 199 101 87 84 1630
87a 163a 229a 295b 329a 3593. 387a
SERPINE2 1/ .7 +c - o0 - cs - 1o 1o 22— 154/
(Nexin-1) 178 281 228 198 199 101 87 84 748
86a 1644 234a 300b 334a 363a. 39la
SERPINE3 ~ --=------1 -—29—-—25—-10—-—66—.—61—.—05—l-23—l
2 >250 234 199 101 87
84a 161a 226a 294b 327a 356a 386a
SERPINIT (7 .co_ [t 1.0 - 20 - 10 24—l 15— 14 - 07 /]
(Neuroserpin) 401 268 231 195 205 98 87 90 320
83a 160a 22521 289b 322a 351a 381a
SERPINI2 w—zz—[-—m—-—u—-—m—-—121—I—ss—I—zs—l—4zm
(Pancpin) 258 232 194 193 98 87 90 251

Abbildung 23: Organisation der Gene von Gruppe 3-Serpinen. Translatierte Bereiche sind als
schwarze, untranslatierte Bereiche als weie Késtchen dargestellt. Introns sind durch Linien
gekennzeichnet. Die Gréfle von Exons ist in Bp, die von Introns in kb angegeben. Fiir alle Serpine sind
die genspezifischen Intronpositionen mit ihren Phasen angegeben (schwarze Dreiecke). Am oberen
Bildrand sind weiterhin die o;-Antitrypsin-spezifischen Intronpositionen angegeben, die mit Ausnahme
des ersten Introns bei allen dargestellten Serpinen gleich sind. Fiir SERPINE3 liegen noch keine
Sequenzdaten fiir die UTRs vor (unterbrochene Linien und Késtchen). Die Genstrukturen basieren auf
folgenden cDNA-Sequenzen: SERPINEI (NM _000602), SERPINE2 (NM 006216), SERPINI1
(NM_005025), SERPINI2 (NM_006217).
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In diesem Zusammenhang sei kurz erwéhnt, dass die Strukturanalysen auch dazu beitru-
gen, die richtige Vorhersage fiir die C-terminale Sequenz von SERPINE3 zu treffen
(siche Abschnitt 5.2.1). Bei der Strukturanalyse der beiden unterschiedlich annotierten
SERPINE3-Sequenzen fiel auf, dass die Sequenz mit der GenBank' V'-Zugangsnummer:
XH-9486XX im Gegensatz zu der Sequenz mit der GenBank “-Zugangsnummer
AX407123 kein Intron an der konservierten Position 380a (ou-Antitrypsin-
Referenzsystem) aufwies. Ansonsten teilten beide Sequenzen alle Positionen mit denen

der Gruppe 3-Serpine.

5.2.5 Bakterielle Expression und Reinigung von Hisg-GST-SERPINE3

Fiir Untersuchungen der biologischen Aktivitit und zur Gewinnung von Antikorpern
musste SERPINE3 in rekombinanter Form gewonnen werden. Da es bereits mehrfach
gelungen war, Serpine in aktiver Form und in groen Mengen in Bakterien zu
produzieren (Oley et al., 2004; Tédtmann, 2004), wurde ein bakterielles, auf dem
Vektor pKM-263 basierendes Expressionsplasmid konstruiert (pKM-INA-E3,
Abschnitt 4.3.11) Dieses Konstrukt kodiert fiir ein Hisc-GST-SERPINE3-Fusionsprotein
und ist nahezu identisch aufgebaut wie das Plasmid pUT19 (T6dtmann, 2004), das fiir
His¢-GST-Bl-Spnl  kodiert (Abbildung 24). Auf die N-terminalen 7ags und die
Erkennungssequenz fiir die TEV-Protease folgt die Sequenz fiir das reife SERPINE3-
Protein (AS 18-404)

GST J SERPINE3 (Positionen 18-404)

GDHLE_ANGHLR

..GGCGACCATCTCGAGAATCTTTATTTTCAGGCAAATGGCCACCTCCGT...

GST TEV 4 BI-Spnl (Positionen 16-407)
¢ b i . ENEEEE ~ T . G S S.
..GGCGACCATCTCGAGAATCTTTATTTTCAGEGCAACTCTCCGGAAGCTCC...

Abbildung 24: Aufbau des Hisc-GST-SERPINE3-Fusionskonstruktes. Das Plasmid pKM-INA-E3
(oben) kodiert fiir ein Hise-GST-SERPINE3-Fusionsprotein und ist nahezu identisch aufgebaut wie das
Plasmid pUT19 (unten), das fiir Hise-GST-B/-Spnl kodiert. Auf den N-terminalen His¢-GST-Tag (nur
partiell dargestellt) und die TEV-Erkennungssequenz (rot) folgen die Sequenzen fiir die reifen Serpine
(griin). Die TEV-Spaltstelle ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Konstruktion von
pKM-INA-E3 ist in Abschnitt 4.3.11 beschrieben.

Hise-GST-SERPINE3 wurde in E. coli BL21(DE3) exprimiert (Abschnitt 4.4). Zur
Analyse der Expression wurde jeweils vor IPTG-Induktion und bei der Ernte eine Probe
genommen und durch SDS-PAGE (4.7.1) analysiert. Abbildung 25 A zeigt, dass das

Fusionsprotein erfolgreich exprimiert werden konnte. Am Ende der Induktionsphase
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(Spur 2), nicht aber vor Induktion (Spur 1), tritt ein starkes Signal bei ca. 70 kD auf
(berechnete GroBe des Fusionsproteins: 69,7 kD).

Nach erfolgter Expression wurden die Bakterien mechanisch aufgeschlossen und das
Fusionsprotein durch Affinitditschromatographie iiber Glutathion-Sepharose gereinigt
(Abschnitt 4.4). Die Prozedur erfolgte im Batch-Verfahren bei 4 °C, wenn das Protein
fiir Aktivititsstudien eingesetzt werden sollte. Fiir die Gewinnung von
Anti-GST-SERPINE3-Antikorpern waren grofle Mengen an rekombinantem Protein
erforderlich, weshalb die Reinigung in diesem Falle mit Hilfe einer FPLC-Anlage bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wurde. Das in Abbildung 25 B dargestellte SDS-Gel
zeigt die ersten sieben Elutionsfraktionen einer FPLC-Reinigung. Neben der
Fusionsprotein-Bande bei ca. 70 kD treten im Bereich um 55 kD noch weitere Signale
auf. Zur ndheren Charakterisierung dieser Nebenprodukte wurden die
Elutionsfraktionen im Western-Blot mit Anti-GST- bzw. Anti-SERPINE3-Antikdrpern
analysiert.

A B
kD kD
M 1 2 M 1 2 3 4 5 6 7
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Abbildung 25: Bakterielle Expression und Reinigung von Hiss-GST-SERPINE3. (A) Dokumentation
der Expression von Hisg-GST-SERPINE3 in E. co/i BL21(DE3). Vor Induktion (Spur 1) und bei Zellernte
(Spur 2) wurden die Bakterien durch Aufkochen in Probenpuffer lysiert und die Proteine nach SDS-PAGE
(10 %-Gele) mit Coomassie gefarbt. Das Fusionsprotein ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. (B) Nach
Aufschluss der Bakterien wurde das freigesetzte Hise-GST-SERPINE3 an Glutathion-Sepharose
gebunden und anschlieBend eluiert. Das dargestellte Coomassie-gefarbte SDS-Gel zeigt die ersten sieben
Elutionsfraktionen einer FPLC-Reinigung (jeweils 20 pL einer 0,5 mL Fraktion, Spuren 1-7). Die Groflen
von Markerproteinen (Spuren M) sind jeweils am linken Bildrand angegeben.

Die Proteine im Bereich von 50-60 kD reagierten mit beiden Antikorpern (nicht
gezeigt). Diese Befunde und die Tatsache, dass die Proteine auch durch IMAC nicht
abgereichert werden konnten, deuteten darauf hin, dass die Nebenbanden C-terminale
Abbauprodukte von SERPINE3 reprisentieren. Das SDS-Gel zur Dokumentation der
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Expression von Hisc-GST-SERPINE3 (Abbildung 25 A) zeigt, dass die partielle
Degradation von Hise-GST-SERPINE3 moglicherweise bereits wiahrend der Expression
in E. coli verursacht wird, da in der Probe der Zellernte (Spur 2) deutlich stirkere
Signale im Bereich um 55 kD zu sehen sind als vor Induktion.

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde ein Bradford-Assay durchgefiihrt
(Abschnitt 4.4). Aus einer 200 mL-Bakterienkultur konnten durchschnittlich 300 pg des
rekombinanten Hiss-GST-SERPINE3-Fusionsproteins gereinigt werden. Im Falle von
Hise-GST-Bl-Spnl wurden deutlich hohere Ausbeuten erzielt (ca. 5 mg pro 200 mL
Kultur, Abschnitt 5.1.1). Eine SDS-PAGE-Analyse, bei der prozentual gleiche Mengen
der loslichen und nicht-16slichen Fraktion nach French-Press-Aufschluss verglichen
wurden, zeigte, dass der iiberwiegende Teil des Fusionsproteins in der unldslichen

Fraktion vorlag, was die geringen Ausbeuten erklért (nicht dargestellt).

Um sicherzustellen, dass die 70kD-Bande tatsdchlich Hise-GST-SERPINE3
reprasentierte, wurde die Bande einer Peptidmassen-Fingerprint-Analyse unterzogen
(Abschnitt 4.9). Durch Abgleich der erhaltenen Massen mit der NCBInr-Datenbank
konnten sowohl GST als auch SERPINE3 eindeutig identifiziert werden. Die
massenspektrometrisch identifizierten Peptide sind in Abbildung 26 dargestellt.

MHHHHHHASFMSPILGYWKIKGLVOPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDE GDKWRNKKFELGLE FPNLPYY

IDGDVKLTQSMAITRYIADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKL

PEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAF PKLVCFKKRIEAIPQIDKYLK

SSKYIAWPLQGWQATFGGGDHLENLYFQ:&GHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNETNFVISPAGV
SLPLEILQFGAEGSTGQQOLADALGYTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLEVQVGTPLSP
CEFVEHVSWWANSSLEPADLSE PNSTAIQTSEGASRETAGGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMS
FOGTWRKRESSTDTQILPFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYGQFQDTAGHQVGVLELPYLGSAVSLELV
LPRDKDT PLSHIEPHLTASTIHLWTTSLRRARMDVEFLPRFRIONQFNLKSILNSWGVTDLEFDPLKANL

KGISGODGEFYVSEATHKAKIEVLEEGTKASGATALLLLKRSRIPIFKADRPFIYFLREPNTGFVESIG

RVSNPLD

Abbildung 26: Peptidmassen-Fingerprint-Analyse von Hiss-GST-SERPINE3. Hise-GST-SERPINE3
wurde tryptisch verdaut und die Fragmente anschlieBend durch MALDI-TOF-MS vermessen. Die
Abbildung zeigt die Aminosduresequenz von Hise-GST-SERPINE3. Die erste Aminosdure der
SERPINE3-Proteinsequenz ist mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Lysin- und Argininreste sind fett
hervorgehoben. Durch Abgleich der erhaltenen Massen mit der NCBInr-Datenbank mit Hilfe der Mascot-
Software konnten die schwarz gekennzeichneten Fragmente nachgewiesen werden. Der Mascot-Score fiir
GST und SERPINE3 iibersteigt mit 137 bzw. 98 den Signifikanz-Schwellenwert von 80. Die Sequenz-
abdeckung liegt bei 54 % (GST) bzw. 28 % (SERPINE3).
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Durch Inkubation mit TEV-Protease wurde versucht SERPINE3 aus dem Fusionsprotein
freizusetzen (Abschnitt 4.4.1). Wihrend die Kontrollprobe (Hiss-GST-BI-Spnl)
vollstindig gespalten wurde, konnte im Falle von Hise-GST-SERPINE3 keinerlei
Spaltung nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch eine Erhohung der
Inkubationstemperatur von 4 °C auf 37 °C bei gleicher Inkubationszeit fiihrte zu keiner
Freisetzung von SERPINE3.

5.2.6 Antikérpergewinnung und Reinigung der Antikdrper

Zur immunologischen Charakterisierung von SERPINE3 wurden Antiseren produziert.
Die Immunisierung eines Kaninchens erfolgte mit dem im vorherigen Abschnitt
beschriebenen gereinigten Hise-GST-SERPINE3-Fusionsprotein durch die Firma
Eurogentec (Abschnitt 4.5). Serumproben wurden 37, 65 und 85 Tage nach Start der
Immunisierung entnommen. Zur Qualititspriifung der Antiseren wurden jeweils
verschiedene Verdiinnungen des Hise-GST-SERPINE3-Fusionsproteins geblottet und
die Blots mit verschiedenen Serumproben analysiert. In Abbildung 27 A ist eine Blot
dargestellt, der mit einer 1:5000-Verdiinnung des Antiserums vom
66. Immunisierungstags analysiert wurde. Es ist zu sehen, dass 4,25ng des
Fusionsproteins noch gut mit dem Antiserum nachweisbar sind. Aus Abbildung 27 B
geht allerdings hervor, dass ein betrichtlicher Anteil des Signals (ca. 30 %) auf die
Prisenz von Anti-GST-Antikorpern zuriickzufiihren ist, da das Antiserum ebenso das
Hise-GST-BI-Spnl-Fusionsprotein detektiert.

A B
34 17 85 425 21 'C 40 20 P
— — ~ 66 — — 66
- e
— 45 — 45

Abbildung 27: Analyse des Anti-GST-SERPINE3-Antiserums. Western-Blot-Analyse (10 %-Gele)
verschiedener Verdiinnungsstufen von Hise-GST-SERPINE3 (A) bzw. Hise-GST-B/-Spnl (B). Die
Proteinmengen (in ng) sind oberhalb der jeweiligen Spur angegeben. Fiir die Entwicklung wurde Anti-
GST-SERPINE3-Antiserum des 66. Immunisierungstages in einer 1:5000-Verdiinnung eingesetzt
(Belichtungszeit: 1 min). Die GroBen von Markerproteinen (LMW-Marker) sind am rechten Bildrand
angegeben.
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Zur Abreicherung der Anti-GST-Antikorper und zur spezifischen Anreicherung von
Anti-SERPINE3-Antikérpern wurde das Anti-GST-SERPINE3-Antiserum durch Affini-
tatschromatographie gereinigt (Abschnitt 4.10.1). Dazu wurde das Antiserum des 86.
Immunisierungstages verwendet, das etwas stirkere Signale lieferte als das Antiserum
von Tag 66 (nicht gezeigt). In einem ersten Schritt wurden gegen GST gerichtete
Antikorper durch Inkubation des Antiserums mit immobilisiertem GST abgereichert.
Die Reinigung und Anreicherung SERPINE3-spezifischer Antikorper erfolgte dann
durch Bindung dieses partiell gereinigten Antiserums an immobilisiertes Hisg-GST-
SERPINE3 und anschlieender Elution bei saurem pH. In Abbildung 28 A ist ein SDS-
Gel dargestellt, das die Immobilisierung von SERPINE3-Fusionsprotein an Glutathion-
Sepharose zeigt. Das in Abbildung 28 B dargestellte reduzierende SDS-Gel beschreibt
den Verlauf der Antikorper-Reinigung. Wihrend das Ausgangsserum (Spur 1), das GST-
bereinigte Serum (Spur2) und der Uberstand nach Inkubation mit der Hiss-GST-
SERPINE3-Sepharose (Spur 3) noch betrichtliche Mengen an Kaninchen-Serumalbu-
min (66 kD Bande) aufweisen, ist dieses in den Elutionsfraktionen (Spuren 4 und 5)
kaum mehr nachweisbar. Stattdessen tritt in den Elutionsfraktionen ein deutliches Signal

bei 55 kD auf. Dieses Signal reprasentiert die schwere Kette der Immunglobuline.

A B
kD kD
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Abbildung 28: Reinigung des polyklonalen Anti-SERPINE3-Antiserums. (A) Zur Reinigung von
Anti-SERPINE3-Antikorpern wurde Hisg-GST-SERPINE3 kovalent mit DMP an Glutathion-Sepharose
gekoppelt. Jeweils vor Kopplung (Spur 1) und nach Kopplung (Spur 2) wurde ein Anteil der Sepharose-
Beads in Lammli-Puffer aufgekocht und die Uberstinde durch SDS-PAGE (10 %iges Gel) analysiert.
Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie sichtbar gemacht (B) 10 %iges, mit Coomassie geférbtes
SDS-Gel, das die spezifische Anreicherung von Anti-SERPINE3-Antikdrpern zeigt. Ausgangsserum und
GST-bereinigtes Serum (jeweils 550 ng) sind in den Spuren 1 bzw. 2 dargestellt. Spur 3 zeigt den Uber-
stand (550 ng) nach Inkubation mit immobilisierter Hiss-GST-SERPINE3-Sepharose. In den Spuren 4
und 5 sind jeweils 550 ng Gesamtprotein der ersten beiden Elutionsfraktionen dargestellt. Die GroBen von
Markerproteinen (Spuren M) sind am rechten bzw. am linken Bildrand angegeben.
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Die Charakterisierung der Antikorper erfolgte anschlieBend durch unterschiedliche Wes-
tern-Blot-Analysen. Zunichst konnte nachgewiesen werden, dass das gereinigte Antise-
rum nach wie vor sehr gut das SERPINE3-Fusionsprotein erkennt, gleichzeitig aber
nicht mehr B/-Spnl-Fusionsprotein detektiert (nicht dargestellt). Diese Analysen zeig-
ten, dass die Abreicherung der GST-Antikorper erfolgreich war und die Funktionalitit
der Antikorper durch die Reinigungsprozedur nicht beeintrichtigt wurde (nicht gezeigt).
Abschnitt 5.2.12 zeigt, dass das Antiserum ebenso mit endogenem, nicht-denaturiertem
SERPINES3 reagiert.

5.2.7 Versuche zum Nachweis der Aktivitat von Hise-GST-SERPINE3

Die Ansammlung vieler kleiner Aminosduren im Bereich der Hinge-Region von
SERPINE3 und die Prasenz basischer Aminoséuren an den mutmaBlichen Positionen P2
und P1 deuteten darauf hin, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin ist, das ein
dhnliches Zielprotease-Spektrum wie B/-Spnl aufweist. Mit Hilfe von Komplexierungs-
versuchen und/oder kinetischen Tests wurde eine mogliche Interaktion von Hise-GST-
SERPINE3 mit den Serinproteasen Trypsin, Furin und PC1/3 untersucht (Abschnitt
4.8). Da eine Abspaltung des Hise-GST-7ags nicht moglich war (Abschnitt 5.2.5),
mussten alle Studien mit dem Fusionsprotein durchgefiihrt werden.

1 2 3 4 5 6 M kD
— — 97

— e - W66
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Abbildung 29: His¢-GST-BI/-Spnl bildet Komplexe mit Trypsin; Hisc-GST-SERPINE3 wird durch
Trypsin degradiert. Hisc-GST-SERPINE3 und Hiss-GST-BI-Spnl (jeweils 3 pg) wurden jeweils fiir
20 min mit unterschiedlichen Trypsinkonzentrationen inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %-Gele) wurden
die Proteine durch Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht. Spur 1: Hise-GST-SERPINE3; Spuren 2 und 3:
Hisg-GST-SERPINE3 mit 0,5 pg bzw. 2 pg Trypsin; Spur 4: Hise-GST-BI-Spnl; Spuren 5 und 6: Hise-
GST-BI/-Spnl mit 0,5 pg bzw. 2 pg Trypsin. Die Trypsin-Kontrolle (2 pg Trypsin mit Wasser statt Serpin)
lieferte nur ein schwaches 23 kD-Signal (nicht dargestellt). Die Groen von Markerproteinen (LMW-
Marker) sind am rechten Bildrand angegeben.
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Weder mit Trypsin noch mit Furin konnten SDS-stabile Komplexe nachgewiesen
werden. Wihrend nach 1-stlindiger Inkubation mit Furin noch nicht einmal RSL-
gespaltene Formen des SERPINE3-Fusionsproteins detektiert werden konnten (nicht
gezeigt), fithrte eine 20-miniitige Inkubation mit Trypsin (23 kD) zu einer vollstdndigen
Degradation des Serpins (Abbildung 29, Spuren 2 und 3). Hise-GST-B/-Spnl, das unter
den gleichen Bedingungen mit Trypsin inkubiert wurde, bildete dagegen SDS-stabile
Komplexe (ca. 90 kD) mit der Protease (Abbildung 29, Spuren 5 und 6). Unterhalb der
90 kD-Komplexbanden sind noch weitere Signale zu sehen. Diese Signale sind in
Spur 6 (equimolares Serpin-Protease-Verhiltnis) deutlich ausgeprigter als in Spur 5
(3-facher Serpin-Uberschuss). Vermutlich handelt es sich bei diesen Banden um partiell
degradierte Komplexe. Die in der Abbildung nicht dargestellte Kontrolle, bei der
Trypsin mit Wasser anstelle von Serpin inkubiert wurde, lieferte auler einem schwachen
Signal bei 23 kD (Trypsin) keine weiteren Signale.

Anschliefend wurde mit Hilfe der Progress-Curve-Methode eine mogliche Interaktion
von Hise-GST-SERPINE3 mit mPC1/3 untersucht. Als Positivkontrolle diente
wiederum das BI-Spnl-Fusionsprotein. Wéhrend die proteolytische Aktivitdt der
Protease in Gegenwart von B/-Spnl-Fusionsprotein (215 bzw. 584 nM) sehr schnell
abnahm (nach 50 min noch 27 % bzw. 14 % Restaktivitit), konnte keinerlei Reduktion
der Proteaseaktivitit durch Hise-GST-SERPINE3 (360-1584 nM) nachgewiesen werden
(nicht gezeigt). Ebenso wenig konnte eine Verminderung der proteolytischen Aktivitit
von Furin durch Hise-GST-SERPINE3 nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Dies
bestitigt das Ergebnis des zuvor durchgefiihrten Komplexierungstests.
Zusammengefasst zeigten diese Untersuchungen, dass Hise-GST-SERPINE3 mit
keinem der Interaktionspartner von B/-Spnl reagierte. Fiir B/-Spnl wurde im Rahmen

dieser Studien mit Trypsin ein weiteres Zielenzym identifiziert.

5.2.8 Herstellung und Charakterisierung einer B/-Spn1-Mutante mit
SERPINE3-RSL-Sequenz

Da keinerlei inhibitorische Aktivitit des SERPINE3-Fusionsproteins nachgewiesen
werden konnte, musste in Betracht gezogen werden, dass das rekombinant in Bakterien
produzierte Material biologisch inaktiv ist. Die vollstdndige proteolytische Degradation
des Serpins durch Trypsin und die Tatsache, dass sich der N-terminale Hise-GST-Tag
nicht abspalten lieB, stiitzten diese Vermutung. Andererseits konnte ebenso wenig
ausgeschlossen werden, dass die getesteten Proteasen — allesamt Zielenzyme von
BI-Spnl — keine Zielenzyme von SERPINE3 sind. Die RSL-Sequenzen von SERPINE3
und B/-Spnl weisen mehrere Unterschiede auf (Abbildung 30), wobei zwei
Unterschiede besonders markant sind: (1) Wéhrend B/-Spnl im Bereich der Positionen

P3 bis P6 mit Asparagin (P5) immerhin noch eine geladene Aminosdure aufweist, sind
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diese Positionen bei SERPINE3 durchweg mit der Aminosdure Leucin besetzt. (2) An
der Position P2’ besitzt SERPINE3 die basische Aminosiure Lysin, B/-Spnl dagegen
die Aminosdure Leucin. In der Folge wurde eine B/-Spnl-Mutante (,,LuckyLoop®)
hergestellt, deren RSL-Sequenz im Bereich der Positionen P9 bis P2’ der RSL-Sequenz
von SERPINE3 entspricht. Hierfiir wurden die Positionen P3 bis P6 zu Leucin und die
Position P2’ zu Lysin mutiert (Abbildung 30). Ziel war es herauszufinden, ob sich diese

Verdnderungen auf die inhibitorische Aktivitit/Spezifitit des Serpins auswirken.

P15 P1 P2’

|
SERPINE3 HEGINNASEA T AlRnR R-IPIIRKEWRIFITYFLINEPNTGFVFST@NVSNiZ - -1#D - - - - -
Bl-Spnl : [E€SEMM AVNMM| LDGETIIFINHIZST. FLIINDNDSNS ILFL@NL VRIFEGIRTTKDEL
LuckyLoop : [€SER SLLLLJ RDGETIRFEWHIRITLFLIINDNDSNSILEF LGNV, TTKDEL

Abbildung 30: Aminosdure-Alignment der RSL-Sequenzen von SERPINE3, B/-Spnl und der
Mutante ,,LuckyLoop*. Das Alignment wurde mit CLUSTALW erstellt. Identische Aminoséduren sind
invertiert dargestellt (weill auf schwarz). Die RSL-Sequenz der Bl-Spnl-Mutante ,,LuckyLoop® stimmt
im Bereich der Positionen P9 bis P2’ (gestrichelte Linie) mit der von SERPINE3 iiberein. Vom Wildtyp-
BI-Spn1-Protein unterscheidet sich die Mutante an fiinf Positionen (P6 bis P3 und P2’).

Das entsprechende Expressionskonstrukt (pLuckyLoop) wurde durch Mutagenese-PCR
hergestellt (Abschnitte 4.3.4 und 4.3.11). Als Ausgangsplasmid diente pUT19, das fiir
das Wildtyp-BI-Spnl-Fusionsprotein kodiert. Die ,,LuckyLoop*“-Variante wurde als
His¢-GST-Fusionsprotein in E. coli BL21(DE3) exprimiert (nicht gezeigt) und
anschlieBend an Glutathion-Sepharose gereinigt. Zur Abtrennung des Hise-GST-Tags
wurde das Fusionsprotein mit TEV-Protease inkubiert und der 7ag sowie die TEV-
Protease iiber Metallionenchromatographie abgereichert (Abschnitt 4.4).

Das Fusionsprotein konnte in hoher Reinheit gewonnen werden (Abbildung 31 A).
Auch die Abspaltung und Abreicherung des N-terminalen 7ags gelang
(Abbildung 31 B). Insgesamt lie} sich die Mutante sehr gut reinigen. Die Ausbeuten
waren zwar im Vergleich zum B/-Spn1-Wildtyp-Protein geringer (ca. 30 %), liberstiegen
aber deutlich die Werte von Hisc. GST-SERPINES3.
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Abbildung 31: Reinigung der B/-Spnl-Mutante ,,LuckyLoop®. (A) Hiss-GST-LuckyLoop wurde in
E. coli exprimiert und an Glutathion-Sepharose gereinigt. Das 10 %ige, mit Coomassie gefarbte Gel zeigt
die ersten drei Elutionsfraktionen einer Batch-Reinigung (Spuren 1-3). (B) Das gereinigte Fusionsprotein
wurde zur Abtrennung des N-terminalen Hise-GST-Tags mit TEV-Protease inkubiert und der 7ag sowie
die TEV-Protease durch IMAC abgereichert. TEV-Spaltansatz: Spur l; Durchlauf: Spur 2;
Elutionsfraktion 1: Spur 3. Die Groflen von Markerproteinen (Spuren M) sind jeweils am linken Bildrand
angegeben.

Nach erfolgreicher Reinigung der Mutante wurde durch Komplexierungstests die
Bildung SDS-stabile Komplexe mit den Proteasen Trypsin und Furin untersucht (siehe
Abschnitt 5.2.7). Fiir die Reaktion mit Trypsin wurde Fusionsprotein eingesetzt, flir die
Reaktion mit Furin die Mutante ohne 7ags. Als Kontrolle diente das Wildtyp B/-Spnl-
Protein. Interessanterweise bildete die Mutante SDS-stabile Komplexe mit Trypsin

(Abbildung 32, Spuren 5 und 6), nicht aber mit Furin (nicht gezeigt).
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Abbildung 32: Die ,,LuckyLoop“-Variante bildet SDS-stabile Komplexe mit der Protease Trypsin.
Hisg-GST-LuckyLoop (3 pg) und die Kontrolle His¢-GST-B/-Spnl (3 pg) wurden jeweils fiir 20 min mit
unterschiedlichen Trypsin-Konzentrationen inkubiert. Nach SDS-PAGE (10 %ige Gele) wurden die
Proteine durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Spur 1: Hisg-GST-B/-Spnl; Spuren 2 und 3:
Hiss-GST-B/-Spnl mit 2 ug bzw. 0,5 png Trypsin; Spur 4: Hise-GST-LuckyLoop; Spuren 5 und 6:
Hise-GST-LuckyLoop mit 2 ug bzw. 0,5 pg Trypsin. Die Groflen von Markerproteinen sind am rechten
Bildrand angegeben.
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Was die Interaktion mit Trypsin anbelangt, so fungierte die Mutante im Vergleich zum
Wildtyp-Protein etwas stirker als Substrat der Protease. Dies zeigt der Vergleich der
Spuren 2 und 5 in Abbildung 32, in denen das Ergebnis der Komplexierungsreaktionen
equimolarer Mengen von B/-Spnl bzw. der Mutante mit Trypsin dargestellt ist.

Die Tatsache, dass eine Bl-Spnl-Mutante mit SERPINE3-RSL-Sequenz
(Positionen P9-P2’) SDS-stabile Komplexe mit Trypsin, nicht aber mit Furin bildete,
deutete darauf hin, dass SERPINE3 mdglicherweise ein anderes Zielprotease-Spektrum
als Bl-Spnl aufweist. Dariiber hinaus stiitzte der Nachweis SDS-stabiler Komplexe
zwischen der Mutante und Trypsin die Vermutung, dass das bakteriell gereinigte
Hise-GST-SERPINE3, das durch Trypsin vollkommen degradiert wurde, biologisch

inaktiv ist.

5.2.9 Lokalisation von SERPINE3

Mit Hilfe des bakteriellen Expressionssystems war es gelungen, SERPINE3 in Form
eines Fusionsproteins zu produzieren. Dieses Fusionsprotein ermdglichte die Gewin-
nung eines Anti-SERPINE3-Antiserums, womit ein wichtiges Werkzeug zur weiteren
Charakterisierung von SERPINE3 zur Verfiigung stand. In der Folge wurde das COS-7-
System dazu genutzt, die Expression und Lokalisation von SERPINE3 zu untersuchen.
Die Analyse der Sequenz von SERPINE3 hatte ergeben, dass das Protein an seinem N-
Terminus ein potenzielles Signalpeptid aufweist. Da gleichzeitig keinerlei Signale
identifiziert werden konnten, die auf eine intrazelluldire Lokalisation/Retention von
SERPINE3 hingedeutet hétten (Abschnitt 5.2.3), wurde eine extrazelluldre Lokalisation
von SERPINE3 postuliert. Zur Analyse dieser Fragestellung wurde ein eukaryotisches,
auf dem Plasmid pcDNA3.1 basierendes Konstrukt hergestellt, das den vollstindigen
kodierenden Bereich der SERPINE3-cDNA-Sequenz beinhaltet (pFUK E3,
Abschnitt 4.3.11). Durch Mutagenese-PCR (4.3.4) wurde nachtriglich eine Kozak-
Konsensussequenz in das Konstrukt eingefiihrt, um eine optimale Expression zu
gewdhrleisten. Das Konstrukt wurde pKKS-E3 genannt (Abschnitt 4.3.11).
COS-7-Zellen wurden anschliefend mit dem Plasmid pKKS-E3 transfiziert
(Abschnitt 4.6.5). Als Negativkontrolle diente der leere pcDNA3.1-Vektor. Als Positiv-
kontrolle wurden COS-7-Zellen mit dem Konstrukt pWTBI1 transfiziert, das fiir das
sezernierte Serpin Heparinkofaktor II (HCII) kodiert. 36 h nach der Transfektion wur-
den prozentual gleiche Mengen der Kulturiiberstinde und Zellextrakte geblottet und die
Blots mit gereinigten Anti-SERPINE3-Antikorpern bzw. Anti-HCII-Antikorpern analy-
siert (Abschnitt 4.7.1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: SERPINE3 wird von COS-7-Zellen sekretiert. COS-7-Zellen wurden mit Plasmiden
fiir SERPINE3 bzw. HCII transfiziert. 36 h nach der Transfektion wurden gleiche prozentuale Anteile von
Uberstinden (A) und Extrakten (B) durch Western-Blot (10 %ige Gele) mit Anti-SERPINE3 bzw. Anti-
HCII-Antikorpern analysiert. Spuren 1: SERPINE3; Spuren 2: pcDNA3.1-Kontrolle; Spuren 3: HCII. Die
Grofien von Markerproteinen sind jeweils am linken Bildrand angegeben. Spur M: PageRuler-Marker.

Abbildung 33 A zeigt die Analyse der Uberstinde, Abbildung 33 B die Analyse der
Extrakte. Das Serpin HCII ist wie erwartet sowohl in den Uberstinden als auch in den
Extrakten als 76 kD grofles Protein nachweisbar (Spuren 3). Diese Grofle ist
charakteristisch fiir dieses Glykoprotein (Kamp et al., 2001). In den Extrakten tritt
weiterhin ein Signal bei ca. 55 kD auf. Moglicherweise handelt es sich hierbei um eine
nicht-glykosylierte Variante von HCII. Ebenso konnte SERPINE3 sowohl in den
Uberstéinden als auch in den Zellextrakten nachgewiesen werden (Spuren 1). In den
Uberstinden ist SERPINE3 als singulire Bande bei ca. 57 kD detektierbar. Das Signal
der Extrakte 14uft bei einer etwas niedrigeren GroBe. Insgesamt ist die Signalstérke in
den Uberstinden deutlich stirker als in den Extrakten. Es fillt auf, dass das im
Uberstand nachgewiesene SERPINE3-Protein mit ca. 57 kD deutlich groBer ist als
berechnet (42,2 kD, Abschnitt 5.2.3). Dies deutet darauf hin, dass SERPINE3
posttranslational modifiziert ist. Mittlerweile wurde im Rahmen einer Diplomarbeit
nachgewiesen, dass SERPINE3 N-glykosyliert ist (Feicht, nicht veroffentlichte Daten).

Zusammenfassend bestitigt dieses Experiment die Vermutung, dass SERPINE3 eine

extrazellulare Lokalisation aufweist.
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5.2.10 Expression von SERPINE3-Varianten in der Zelllinie
HEK-293-EBNA

Fiir zukiinftige Analysen zur Funktion von SERPINE3 musste ein System etabliert
werden, das eine rekombinante Expression von SERPINE3 in biologisch aktiver Form
und in ausreichenden Mengen gewihrleistet. Die folgenden Abschnitte befassen sich
mit der Etablierung und Charakterisierung rekombinanter HEK-293-EBNA-Zelllinien,
die unter Selektionsdruck kontinuierlich SERPINE3 ins Medium sezernieren.
HEK-293-EBNA-Zellen exprimieren konstitutiv das EBNA-1-Gen des Epstein-Barr-
Virus (EBV). Dieses Protein bewirkt iiber einen noch nicht vollstindig geklirten
Mechanismus die episomale Replikation von Plasmiden, die den EBV-Replikations-
ursprung aufweisen (Yates et al., 1985; Horlick et al., 1997). Der in der vorliegenden
Arbeit verwendete Expressionsvektor pCEP4 verfiigt iiber diesen Replikationsursprung
und weist dariiber hinaus eine Hygromycin-Resistenzkassette auf (Abschnitt 4.6.5).
Ausgangspunkt fiir die Herstellung eines SERPINE3-Expressionskonstruktes fiir
HEK-293-EBNA-Zellen war das Plasmid pTerminator3C, das von O. Kridmer im
Rahmen seiner Bachelorarbeit hergestellt worden war (Abschnitt 4.3.11). Dieses
Konstrukt basiert auf dem Plasmid pSecTag2B (Abschnitt 8.1) und kodiert fiir ein
SERPINE3-Protein mit N-terminalem His¢-7ag. Die SERPINE3-eigene Signalsequenz
wurde bei diesem Plasmid durch das im Vektor kodierte IgG k-Sekretionssignal der
Maus ersetzt, da zum damaligen Zeitpunkt die Funktionalitit des SERPINE3-
Signalpeptids noch nicht gekléart war. Der Aufbau des Konstrukts ist in Abbildung 34
dargestellt. Im Rahmen der oben genannten Bachelorarbeit gelang es, pTerminator3C
erfolgreich in COS-7-Zellen zu exprimieren (Krdmer, 2007). Zur Herstellung eines
Expressionskonstruktes fiir HEK-293-EBNA-Zellen wurde die SERPINE3-cDNA-
Sequenz inklusive der IgG k-Signalsequenz in den Vektor pCEP4 umkloniert. Das
resultierende Plasmid wurde pCEP4-T3C genannt (Abschnitt 4.3.11).

Zur schnellen Analyse der Transfektionseffizienz wurde das Plasmid pCEP4-EGFP
konstruiert, das fiir das griin-fluoreszierende Protein (EGFP) kodiert. Dariiber hinaus
wurden fiir weitere Analysen zur Funktion von SERPINE3 zwei Plasmide hergestellt,
die fir RSL-Mutanten des Serpins kodieren (Abbildung 34). Wéhrend das Plasmid
pCEP4-T3C-P1A fiir eine SERPINE3-Mutante mit einem Alanin an Position P1 kodiert
(SERPINE3-P1-Ala), kodiert pCEP4-T3C-P2A fiir eine SERPINE3-Variante mit einem
Alanin an Position P2 (SERPINE3-P2-Ala). Die Plasmide wurden durch Mutagenese-
PCR auf pTerminator3C hergestellt (Abschnitt 4.3.11). Die mutierten Sequenzen
wurden anschlieBend in den Vektor pCEP4 umkloniert.
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Abbildung 34: SERPINE3-Expressionsplasmide fiir HEK-293-EBNA-Zellen. (A) Schematische
Darstellung des Plasmids pTerminator3C, das Ausgangspunkt fiir die Herstellung der verschiedenen
Expressionsplasmide fiir HEK-293-EBNA-Zellen war. (B) Vergleich der RSL-Sequenzen der
verschiedenen SERPINE3-Varianten, die durch die Konstrukte pCEP4-T3C, pCEP4-T3C-P1A und
pCEP4-T3C-P2A kodiert werden. Die in den Mutanten verdnderten Aminoséuren sind rot hervorgehoben.

Da das HEK-293-EBNA-Expressionssystem noch nicht etabliert war, wurden zunéchst
mit Hilfe des pCEP4-EGFP-Konstruktes die Transfektionseffizienz und das Wachstum
der transfizierten Zellen untersucht. Die Transfektion von insgesamt 2,2 x 10° Zellen
erfolgte, wie unter Abschnitt 4.6.5 beschrieben, mit Hilfe von Polyethylenimin. Zwei
Tage nach der Transfektion wurden die Zellen abtrypsiniert. AnschlieBend wurde die

Selektion durch Zugabe von Hygromycin (400 pg/mL) gestartet.

Abbildung 35: Nachweis der EGFP-Produktion in transfizierten HEK-293-EBNA-Zellen. HEK-293-
EBNA-Zellen wurden mit dem Vektor pCEP4-EGFP transfiziert. Die Analyse der Bildung von EGFP
erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie. (A) Durchlicht-Aufnahme. (B) Aufnahme nach Anregung mit
monochromatischem Licht (395 nm).
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Nach einer kurzen Absterbephase konnte ein starkes Wachstum der transfizierten Zellen
festgestellt werden. Nach elf Tagen betrug die Gesamtzellzahl bereits 1 x 107 Zellen.
Zur Analyse der Transfektionseffizienz wurde ein Teil der Zellen auf Schalen ausgesit
und mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die in Abbildung 35 dargestellten Photos
zeigen, dass ca. 80-90 % der Zellen EGFP produzierten.

Zur Expression von SERPINE3 wurden 2 x 10° Zellen mit pCEP4-T3C transfiziert. Als
Kontrolle diente das Plasmid pCEP4-EGFP. Bei der mit pCEP4-EGFP transfizierten
Zellpopulation betrug die Transfektionseffizienz wiederum 80-90 %. Im Falle der
pCEP4-T3C-Population setzte unmittelbar nach Start der Selektion ein massives
Zellsterben ein. Nach wenigen Tagen waren weniger als 1% der Zellen der
Ausgangspopulation adhdrent. Nach drei Wochen konnten zwolf einzelne Klone
identifiziert werden (Abbildung 36). Diese wurden vereinzelt und weiter expandiert.

Drei der Klone stellten ihr Wachstum wihrend der Expansionsphase ein.

Abbildung 36: Darstellung eines mit pCEP4-T3C transfizierten HEK-293-EBNA-Klons.

Zur Analyse des SERPINE3-Expressionsniveaus wurden die verbliebenen neun Klone
fiir vier Tage in serumfreiem Medium kultiviert. Nach drei und vier Tagen wurden
Proben des Kulturiiberstandes genommen, geblottet und die Blots mit Anti-SERPINE3-
Antikérpern analysiert. SERPINE3 konnte in den Uberstinden aller Klone
nachgewiesen werden. Insgesamt schwankte das Expressionsniveau zwischen den
verschiedenen Klonen. In Abbildung 37 ist ein Western-Blot der Kulturiiberstdinde von
vier Klonen mit mittlerem und hohem Expressionslevel dargestellt. Die anderen Klone
produzierten deutlich weniger (nicht gezeigt).

Alle Klone wurden durch Kryokonservierung gesichert. Eine erneute Kultivierung
einzelner Klone und nachfolgende Analysen der Expression zeigten, dass sich der
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Einfrier- und Auftauvorgang nicht negativ auf das SERPINE3-Expressionsniveau

auswirkt (nicht gezeigt).
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Abbildung 37: Analyse der SERPINE3-Expression in verschiedenen HEK-293-EBNA-Klonen.
(A) HEK-293-EBNA-Klone wurden fiir vier Tage unter serumfreien Bedingungen kultiviert und die
Uberstinde durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-Antikdrpern analysiert. Dargestellt sind die
Uberstiinde der Klone pCEP4-T3C-K8 (Spuren 1 und 2), pCEP4-T3C-K9 (Spuren 3 und 4), pCEP4-T3C-
K10 (Spuren 5 und 6) und pCEP4-T3C-K11 (Spuren 7 und 8) nach drei bzw. vier Tagen. (B) Ubersicht
iiber das Expressionsniveau verschiedener SERPINE3 exprimierender Klone.

Wihrend der ersten Tage der Selektion wurde ein massives Absterben der mit
pCEP4-T3C transfizierten Zellen (>99 %) beobachtet. Im Gegensatz dazu starb im
selben Zeitraum nur ein geringer Teil der pCEP4-EGFP-Population (Abbildung 38).
Daher wurde vermutet (eine vergleichbare Transfektionseffizienz vorausgesetzt), dass
das massive Absterben der pCEP4-T3C-Population moglicherweise auf eine toxische
Wirkung des produzierten Serpins zuriickzufiihren ist.

Wie bereits erwdhnt, kommt SERPINE3 aufgrund seines dibasischen RSL-Motivs als
Inhibitor von PCs in Frage. Da PCs eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und
Zelladhdsionsmolekiilen aktivieren (Seidah & Chretien, 1999; Thomas, 2002), wurde
vermutet, dass das massive Absterben der Zellen moglicherweise auf eine Hemmung
von PCs durch SERPINE3 zuriickzufiihren ist. Zur Untersuchung dieser Hypothese
wurden die zu Beginn dieses Kapitels beschriebenen SERPINE3-Varianten pCEP4-
T3C-P1A und pCEP4-T3C-P2A konstruiert (Abbildung 34), die fiir die RSL-Mutanten
SERPINE3-P1-Ala bzw. SERPINE3-P2-Ala kodieren. Da diese Mutanten keine
dibasische RSL-Sequenz mehr aufweisen, ist zu vermuten, dass eine Interaktion mit

PCs nicht mehr moglich ist.
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Abbildung 38: Wachstum transfizierter HEK-293-EBNA-Zellen. 2 x 10° HEK-293-EBNA-Zellen
wurden mit Plasmiden fiir SERPINE3 (pCEP4-T3C, A-A) bzw. EGFP (pCEP4-EGFP, ®-®) transfiziert
(d=0). Nach drei Tagen wurden die Zellen abtrypsiniert und die Selektion durch Zugabe von Hygromycin
gestartet. AnschlieBend wurde zur Dokumentation des Zellwachstums vor jeder Passagierung die Lebend-
zellzahl bestimmt. Im Falle der SERPINE3-Population erfolgte die erste Passagierung wihrend der
Selektionsphase erst an Tag 27, da zuvor die Zellzahl sehr niedrig war (gestrichelte Linie).

HEK-293-EBNA Zellen wurden mit den Plasmiden fiir die Mutanten bzw. fiir Wildtyp-
SERPINE3 transfiziert. Nach Start der Selektion setzte bei allen transfizierten
Populationen ein vergleichbar hohes Absterben der Zellen ein. Nach drei Wochen
konnten im Falle der Wildtyp-SERPINE3-Population zwdlf Klone und im Falle der
Mutanten-Populationen drei (SERPINE3-P1-Ala) bzw. fiinf (SERPINE3-P2-Ala) Klone
gezdhlt werden. Insgesamt konnten keine signifikanten Unterschiede im Wachstum der
verschiedenen Populationen festgestellt werden. Durch dieses Experiment konnte daher
gezeigt werden, dass das anfangliche Absterben der mit pCEP4-T3C transfizierten
Zellen nicht auf eine Inhibition von PCs durch SERPINE3 zuriickzufiihren ist.

5.2.11 Versuche zum Nachweis der Aktivitat von rekombinantem
SERPINE3 aus HEK-293-EBNA-Zellen

Nachdem es gelungen war, SERPINE3 in einem eukaryotisches System zu produzieren,
wurde in Komplexierungsexperimenten eine mogliche Interaktion von SERPINE3 mit
den Serinproteasen Trypsin, Thrombin und Furin untersucht. Da noch kein geeignetes
Reinigungsverfahren fiir SERPINE3 etabliert war, wurden die Komplexierungsversuche
mit Kulturiiberstinden der SERPINE3 produzierenden HEK293-EBNA-Zellen
durchgefiihrt. Die Uberstinde wurden, wie in Abschnitt 4.8.2 beschrieben, mit den oben
genannten Proteasen inkubiert und die Reaktionsprodukte durch Western-Blot

analysiert. Wihrend bei allen Positivkontrollen (HCII-Thrombin, B/-SpnlAKDEL-
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Trypsin/Furin) SDS-stabile Komplexe nachgewiesen werden konnten, konnten keine
Komplexe von SERPINE3 mit den untersuchten Proteasen detektiert werden. Ebenso
wenig konnte ein proteolytischer Abbau von SERPINE3 durch die Proteasen

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

5.2.12 Analysen zur endogenen Expression von SERPINE3 in
Zelllinien und Geweben

Bislang konnte keine inhibitorische Aktivitit von SERPINE3 nachgewiesen werden,
weshalb die Funktion dieses neuen Serpins weiterhin unklar war. Die Untersuchungen
der 2006 verdffentlichten Real-Time-PCR-Studie hatten gezeigt, dass die Expression
von SERPINE3 auf bestimmte Gewebe beschréinkt ist (Badola et al., 2006). Das hochste
SERPINE3-Expressionsniveau wurde in neuronalen Geweben wie Gehirn,
Hirnanhangdriise und Riickenmark nachgewiesen, aber auch Herz-, Niere- und
Brustgewebe zeigten hohe Transkriptlevel (Badola et al., 2006).

Die folgenden Abschnitte befassen sich mit dem Nachweis der endogenen Expression
von SERPINE3 in Geweben und Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene. Ziel dieser
Untersuchungen war es, durch die Analyse des Expressionsprofils Hinweise auf die
Funktion von SERPINE3 zu erhalten.

Western-Blot-Analyse humaner menschlicher Gewebe

Zur immunologischen Analyse der Priasenz von SERPINE3 in humanen Geweben sowie
in Plasma wurden Lysate verschiedener humaner Gewebe sowie Standard-Human-
Plasma unter reduzierenden Bedingungen denaturiert. Die Proteine wurden durch
SDS-PAGE getrennt und anschlieBend geblottet (Abschnitt 4.7.2). Zur Detektion von
SERPINE3 wurde die Membran mit gereinigtem SERPINE3-Antiserum inkubiert
(Abbildung 39). In den Gewebeproben von Gehirn, Herz und Milz konnte nach
10-miniitiger Belichtung ein immunreaktives Protein von ca. 90 kD nachgewiesen
werden. In den Gehirnextrakten konnte weiterhin ein ca. 72 kD grof3es Protein detektiert
werden. In den Extrakten von Leber, Milz, Plazenta sowie Plasma konnten keine
Signale nachgewiesen werden. Interessanterweise sind die mit Anti-SERPINE3-
Antiserum reagierenden Proteine deutlich gréBer als das rekombinant in Sdugerzellen
exprimierte SERPINE3 (ca. 57 kD, Abschnitt 5.2.9). Moglicherweise reprasentieren die
Signale SERPINE3 in komplexierter Form.

Als Kontrolle wurde eine identisch beladene Membran mit Anti-HCII-Antiserum
analysiert. Das Ergebnis stimmt sehr gut mit der in dieser Arbeitsgruppe publizierten
Studie zur Expression von HCII iiberein (Kamp et al., 2001). HCII konnte in den

Extrakten von Leber, Herz, Niere, Plazenta und Plasma, nicht aber in Gehirnextrakten
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als 72 kD grofBles Protein nachgewiesen werden. Ebenso konnte in Plazentaextrakten der
110 kD grof3e HCII-Thrombin-Komplex (Kamp et al., 2001) detektiert werden.
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Abbildung 39: Western-Blot-Analyse der SERPINE3- und HCII-Expression in verschiedenen
humanen Geweben und in Plasma. Humanes Plasma (0,5 bzw. 1 pg Gesamtprotein) und Extrakte
verschiedener menschlicher Gewebe (20 pg Gesamtprotein) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
die Proteine anschlieBend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membranen wurden anschlieBend
mit Anti-SERPINE3-Antiserum (A) bzw. mit Anti-HCII-Antiserum (B) analysiert. Spur 1: Gehirn;
Spur 2: Herz; Spur 3: Milz; Spur 4: Leber; Spur 5: Niere; Spur 6: Plazenta; Spuren 7 und 8: Plasma (0,5
bzw. 1 pg). Die Gréflen von Markerproteinen sind jeweils am rechten Bildrand angegeben (Spuren M).

Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen, dass das Anti-SERPINE3-Antiserum
in den Extrakten von Gehirn, Herz und Niere mit Proteinen von ca. 90 bzw. 72 kD
reagiert. In Plasma sowie in den Extrakten von Leber, Milz und Plazenta konnten diese
Proteine nicht nachgewiesen werden. Die mit Anti-HCII-Antiserum durchgefiihrte
Kontrolle zeigt dariiber hinaus, dass Gewebe und Plasma intakt waren, da das Ergebnis

exakt mit den bereits publizierten Experimenten tibereinstimmt.

Nachweis der SERPINE3-mRNA in verschiedenen Zelllinien

Die bisherigen Analysen zur endogenen Expression von SERPINE3 beschriankten sich
auf humane Gewebe. In der Folge wurde erstmals die Expression von SERPINE3 in
Zelllinien untersucht. Primdres Ziel dieser Untersuchung war es, Zelllininen zu
identifizieren, die sich aufgrund ihrer SERPINE3-Expression zur funktionellen
Charakterisierung von SERPINE3 eignen. Eine erste Expressionsanalyse erfolgte durch
semi-quantitative RT-PCR. Hierfir wurde aus den humanen Zelllinien AS549,
HEK-293T, Ramos, MCF-7, HL60 und HepG2 Gesamt-RNA isoliert und revers
transkribiert (Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2). Zur Uberpriifung der cDNA-Integritit und zur
Vergleichbarkeit der Proben wurde eine Kontroll-PCR mit den Primern Rib+ und Rib-
durchgefiihrt. Diese Primer flankieren ein 215 Bp groB3es Fragment aus dem Gen fiir das
acidic ribosomal protein p0) (ARP) (Oberkofler et al., 2004). Die Analyse der
Expression von humanem SERPINE3 erfolgte mit den Primern E3 782+ /E3 1072-, die
ein 297 Bp grofles Fragment der SERPINE3-cDNA flankieren. Dieses Fragment
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schlieft ein Intron ein. In drei der sechs analysierten Zelllininen konnte das erwartete

297 Bp grof3e Fragment nachgewiesen werden (Abbildung 40).

M1 234567

Abbildung 40: Analyse der SERPINE3-mRNA-Expression in humanen Zelllinien. Aus den humanen
Zelllinien A549 (Spuren 1), HEK-293T (Spuren 2), HepG2 (Spuren 3), HL60 (Spuren4) MCF-7
(Spuren 5) und Ramos (Spuren 6) wurde Gesamt-RNA isoliert und revers transkribiert. Anschlieend
wurden PCR-Reaktionen mit ARP- bzw. SERPINE3-spezifischen Primern durchgefiihrt und die
Amplifikate liber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse der Kontroll-PCR mit ARP-
spezifischen Primern (25 Zyklen) sind in (A) dargestellt, die Ergebnisse der PCRs mit SERPINE3-
spezifischen Primern (35 Zyklen) in (B). Die Spuren 7 zeigen die Kontrolle ohne cDNA. Grofen
relevanter Markerfragmente sind an den linken Bildrdndern angegeben (Spuren M).

Das stéirkste Signal wurde durch RT-PCR auf MCF-7-cDNA erzielt (Abbildung 40 B,
Spur 5). Deutlich schwécher wurde das Fragment in den cDNAs der Zelllinien A549
und HepG2 nachgewiesen (Abbildung 40 B, Spuren 1 bzw. 3). In den Zelllinien HEK-
293T, HL60 und Ramos konnte die SERPINE3-mRNA nicht detektiert werden (Spuren
2, 4 und 6 in Abbildung 40 B). Die Kontroll-PCR mit ARP-spezifischen Primern zeigt,
dass fiir alle PCRs vergleichbare Mengen an cDNA eingesetzt wurden, da die Stirke des
ARP-Amplikons in allen Féllen vergleichbar ist (Abbildung 40 A).

Durch die RT-PCR-Analyse konnte daher gezeigt werden, dass SERPINE3 in den
untersuchten humanen Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert wird, wobei die

Expression in der Brustkrebszelllinie MCF-7 am hochsten ist.

Nachweis des SERPINE3-Proteins in der Brustkrebszelllinie MCF-7

Die RT-PCR-Studie zur Expression von SERPINE3 in humanen Zelllinien zeigt, dass
die MCF-7-Zelllinie am meisten SERPINE3-mRNA bildet. Auf diesem Ergebnis
aufbauend wurde die Expression von SERPINE3 durch immunologische Methoden
untersucht. Hierfiir wurden die Zellen fiir vier Tage unter serumfreien Bedingungen
kultiviert und die Kulturiiberstinde durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-
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Antikorpern analysiert. Nachdem SERPINE3 weder in unbehandelten noch in
5-fach-ankonzentrierten Uberstinden detektiert werden konnte, wurde versucht, die
Prisenz von SERPINE3 durch Immunoaffinititschromatographie und anschlieendem
Western-Blot nachzuweisen. Hierfiir wurden 20 mL der geklirten Uberstinde mit
immobilisierten Anti-SERPINE3-Antikorpern inkubiert und gebundene Proteine unter
sauren Bedingungen in 100 pL-Fraktionen eluiert (Abschnitt 4.10.3). Die Elutions-
fraktionen wurden durch Western-Blot mit Anti-SERPINE3-Antikorpern charakterisiert
(Abbildung 41). In allen drei Elutionsfraktionen konnte ein ca. 57 kD grofles Signal
detektiert werden (Spuren 4-6). Die Grofle dieses immunreaktiven Proteins stimmt mit
der GroBle von rekombinantem SERPINE3 {iberein. Interessanterweise konnten durch
die Affinitdtschromatographie noch weitere Proteine mit einem deutlich hdheren
Molekulargewicht angereichert werden. Die Grole dieser Proteine liegt bei etwa 110,
170 bzw. 190 kD. Am stérksten sind die Signale in der ersten Elutionsfraktion (Spur 4).
Moglicherweise repréisentieren diese Banden SERPINE3 in komplexierter Form. Unter

dieser Primisse hitten die Interaktionspartner eine ungefdhre Grofle von etwa 50 bzw.
110-130 kD.

kb 4 2 3 4 5

212 —
170 —
116 —
e -
66 —

-
45—

Abbildung 41: Nachweis von SERPINE3 in der MCF-7-Zelllinie. MCF-7-Kulturiiberstinde (20 mL)
wurden mit immobilisierten Anti-SERPINE3-Antikorpern inkubiert und gebundene Proteine unter sauren
Bedingungen eluiert (3x 100 pL). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt (10 %ige Gele) und
mit Western-Blot (Anti-SERPINE3-Antikorper) analysiert. Nicht konzentrierter Uberstand: Spur 1;
5-fach-ankonzentrierter Uberstand: Spur 2; Elutionsfraktionen 1-3: Spuren 3-5; die GrdBen von
Markerproteinen sind am linken Bildrand angegeben (PageRuler, LMW).

AnschlieBend wurde versucht, dieses Ergebnis zu reproduzieren. Wéhrend mit den
Uberstinden der gleichen Charge das vorherige Ergebnis reproduziert werden konnte
(freies Serpin und hochmolekulare Banden), konnte mit Uberstinden neuer Chargen
immer nur das freie Serpin angereichert werden (57 kD Bande). Erst im Rahmen einer
Diplomarbeit, bei der die MCF-7-Zellen unter Zusatz des Protease-Inhibitors Pefabloc

93



ERGEBNISSE

(1 mM) kultiviert wurden, konnten die hochmolekularen Banden wieder angereichert
werden (Feicht, nicht publizierte Daten).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das SERPINE3-Protein in der
Brustkrebszelllinie MCF-7 gebildet wird. Allerdings erfordert der Nachweis eine
100-fache Anreicherung des Serpins durch Affinitdtschromatographie. Die spezifische
Anreicherung von hohermolekularen Proteinen (>57 kD) durch Anti-SERPINE3-
Antikorper deutet auf eine inhibitorische Aktivitit des Serpins hin.
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6 Diskussion

6.1 BI/-Spnl, ein neuer Proproteinkonvertase-Inhibitor im
sekretorischen Pfad

Das Lanzettfischchen Branchiostoma lanceolatum wird nach den Tunicaten als der
engste noch lebende Verwandte der Vertebraten angesehen (Delsuc et al., 2006),
weshalb es ein wichtiger Organismus zur Erforschung der Evolution von Vertebraten ist.
Branchiostoma lanceolatum exprimiert mindestens fiinf verschiedene Serpine, wobei
zwei dieser Serpine (B/-Spnl und B/-Spn2) ein N-terminales Signalpeptid und ein
C-terminales KDEL-Signal aufweisen (Abschnitt 2.4). Aufgrund dieser Sequenzmotive
kommen die beiden Serpine als Wéchter des sekretorischen Pfades in Frage. In dieser
Arbeit wurde das Serpin B/-Spnl ndher untersucht, von dem zuvor schon gezeigt
werden konnte, dass es SDS-stabile Komplexe mit der Serinprotease Thrombin bildet
(Todtmann, 2004). Allerdings fungierte das Serpin bei dieser Reaktion hauptsichlich als
Substrat der Protease, weshalb vermutet wurde, dass Thrombin nicht das natiirliche
Zielenzym des Serpins ist. Die Prdsenz basischer Aminosduren an den postulierten
Positionen P2/P1 im RSL deutete darauf hin, dass PCs natiirliche Zielenzyme des
Inhibitors sind. Durch biochemische und kinetische Analysen konnte gezeigt werden,
dass B/-Spnl humanes Furin und mPC1/3 mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit
inhibiert (Abschnitt 5.1.2). Der Inhibitor bildet mit beiden Zielenzymen (und auch mit
humanem PC1/3) SDS-stabile Komplexe (Abschnitt 5.1.1), wobei ein Teil der
Inhibitormolekiile als Substrat der Proteasen fungieren. Zur Quantifizierung des
relativen Verhéltnisses von Hemm- zu Substratreaktion wurden die SI-Werte bestimmt.
Wihrend fiir die Interaktion mit Furin ein SI-Wert von 2,9 bestimmt wurde, wurde fiir
die Interaktion mit mPC1/3 ein SI-Wert von 3,5 ermittelt (Abschnitt 5.1.2). Da die
meisten physiologisch relevanten Serpin-Protease-Interaktionen (z. B. Antithrombin-
Thrombin oder o;-Antitrypsin-Elastase) einen SI-Wert von ~1 aufweisen (Gettins,
2002b), stellt sich die Frage, ob PCs natiirliche Zielenzyme des Branchiostoma Serpins
sind. In diesem Zusammenhang sollte zundchst erwdhnt werden, dass SI-Werte von
verschiedenen Parametern, wie z. B. den Reaktionsbedingungen (pH, lonenstirke,
Temperatur) oder der Qualitdt der Serpin-Préparation abhdngen (Gettins, 2002b). Die
Tatsache, dass RSL-gespaltene Formen von B/-Spnl immer erst nach Inkubation des
Serpins mit einer Protease detektierbar waren (Abschnitt 5.1), ldsst vermuten, dass die

Qualitdt der Serpin-Priparation gut war. Weiterhin darf nicht auller Acht gelassen
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werden, dass Serpine dazu bestimmt sind, ihre natiirlichen Zielenzyme zu inhibieren.
Branchiostoma exprimiert mindestens drei verschiedene PCs (Oliva et al., 1995; Oliva
et al., 2000). Daher wire es interessant zu untersuchen, wie B/-Spnl mit seinen

postulierten natiirlichen Zielenzymen reagiert.

6.1.1 B/-Spnl im Vergleich mit anderen PC inhibierenden Serpinen

BI-Spnl ist nach Dm-Spn4A/E und PI8 erst das dritte natiirliche Serpin, von dem
gezeigt wurde, dass es in vitro SDS-stabile Komplexe mit Furin bildet. B/-Spnl
inhibiert Furin mit physiologisch relevanter Geschwindigkeit (Abschnitt 5.1.2),
allerdings ist die Hemmkonstante (k) kleiner als die, die fiir die Interaktion von
Dm-Spn4A/E und Furin ermittelt wurde (ca. Faktor 100, Tabelle 30). Die RSL-
Sequenzen von Dm-Spn4A/E und B/-Spnl weisen mehrere Unterschiede auf: B/-Spnl
besitzt nur an den Positionen P2 und P1 basische Aminosauren, wiahrend der RSL von
Dm-Spn4A/E eine ganze Ansammlung von basischen Aminosduren enthilt (Positionen
P4 bis P1, Abbildung 42). Wie in Abschnitt 2.1.2 erwéhnt, benétigt Furin fiir eine
effiziente Spaltung von Substraten mehr als zwei basische Aminosduren. Neben den
Positionen P1 und P2, ist vor allem die Position P4 entscheidend (Nakayama, 1997;
Rockwell et al., 2002).

Tabelle 30: Kinetische Parameter natiirlicher PC inhibierender Serpine

Furin PC1/3 PC2 Dm-PC2 ‘
SI: 2,9 SI: 3,5 keine Inhibition .
BI-Spnl PR s . nicht untersucht
kuss: 3,8 x 10" M s kuss: 2,8 x 10° M7 8 (Abschnitt 5.1.1)
SI: 3,5 Inhibition o SI: 1
6~ -1 i . . Inhibition PR
Dm-Spn4A/E | ke 5,5 % 10°M™ s (Diskussion, dieser . kugs: 9,2 x 10" M™ s
. (Abschnitt 5.1.1) )
(Oley et al., 2004) Abschnitt) (Richer et al., 2004)
SI: ~10
PI8 kst 6,5 x 10°M' 57! nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht
(Dahlen et al., 1998)

Wihrend P4 bei Dm-Spn4A/E mit Arginin besetzt ist, besitzt B/-Spnl an dieser Position
ein Methionin. Aufgrund der Tatsache, dass der RSL von B/-Spnl lediglich ein
dibasisches Motiv aufweist, ist es ohnehin erstaunlich, dass B/-Spnl Furin inhibiert. Die
nachgewiesene Hemmung von Furin durch das Branchiostoma-Serpin zeigt, dass ein
Inhibitor nicht unbedingt alle Eigenschaften eines Substrats aufweisen muss.
Gleichwohl scheint die Position P4 die Geschwindigkeitskonstante zu beeinflussen.
Dies wurde im Rahmen einer Diplomarbeit demonstriert, in der verschiedene B/-Spnl-

Mutanten hinsichtlich ihrer Furin-Hemmung charakterisiert wurden (Mischo, 2007). Es
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konnte nachgewiesen werden, dass eine B/-Spnl-Variante mit einem Arginin an Position
P4 (BI-Spnl1-P4R, Abbildung 42) im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine 20 x hdhere
Furin-Inhibitionskonstante aufweist. Allerdings geht diese Geschwindigkeitserh6hung

mit einer sinkenden Effizienz des Inhibitors einher, da der SI-Wert um den Faktor drei

steigt.

Bl-Spnl GSEAAAATAV-NMMKR|SLD- - - -GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG- - - -LTTKDEL
Bl-Spnl-P4R GSEAAAATAV-NRMKR|SLD- - - -GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG- - - -LTTKDEL
Bl-Spnl-P6A GSEAAAATAVANMMKRISLD- - - -GETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEG- - - -LTTKDEL
Dm-Spn4A/E GTEAAAATGMAVRRKRIATIMSPEEPIEFFADHPFTYVLVHQK-DLPLFWGSVVRLEENTFASSEHDEL
Dm-Spn4A/E-AA GTEAAAATGM*VRK@AIMSPEEPIEFFADHPFTYVLVHQK* DLPLFWGSVVRLEENTFASSEHDEL
ro,-Antitrypsin GTEAAGATVV—EAVESLP————PQVKF—DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP ———————— TR---
ro,-PDX-AVRR GTEAAGATVV—EAV@SLP— ---PQVKF-DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP--~------ TR---
ro,-PDX-RVRR GTEAAGATVV—ERV@SLP— ---PQVKF-DHPFIFMIVESETQSPLFVGKVIDP-------- TR---

Abbildung 42: Vergleich der RSL-Sequenzen von PC inhibierenden Serpinen. Die Aminosduren der
Positionen P2/P1 sind durch ein Késtchen markiert. Mutationen sind in roter Schrift hervorgehoben. Bei
den Serpinen ro.;-PDX-AVRR und ro;;-PDX-RVRR handelt es sich um PC hemmende RSL-Varianten des
Serpins ,,Ratten“-o;-Antitrypsin, dessen RSL-Sequenz ebenso dargestellt ist.

Die RSLs von Dm-Spn4A/E und BI-Spnl unterscheiden sich nicht nur in ihrer
Aminoséduresequenz, sondern auch in ihrer Linge (Abbildung 42). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden, dass die Acylierung
des Branchiostoma-Serpins durch Furin und PC1/3 an der Aminoséureposition Arg>®*
erfolgt (Abschnitte 5.1.3 und 8.3.1). Somit ist der N-terminale Bereich des B/-Spnl-
RSLs 17 Aminoséduren lang (gezahlt wird beginnend mit dem konservierten Glutamat an
P17 in C-terminaler Richtung). Diese Lange ist charakteristisch fiir die meisten Serpine
(Gettins, 2002b). Der N-terminale Teil des RSLs von Dm-Spn4A/E ist dagegen 18
Aminosduren lang (Oley et al., 2004; Richer et al., 2004). Aber auch die Hypothese,
dass die RSL-Linge die Interaktion mit Furin beeinflusst, kann durch Untersuchungen
der vorstehend genannten Diplomarbeit verworfen werden, da gezeigt werden konnte,
dass eine B/-Spnl-Mutante mit einem zusétzlichen Alanin zwischen den Positionen P5
und P6 (B/-Spn1-P6A, Abbildung 42) vergleichbare Furin-Hemmeigenschaften wie das
Wildtyp-Protein aufweist (Mischo, 2007). Dennoch konnte die RSL-Lénge fiir die
Inhibition anderer Mitglieder der PC-Familie von Bedeutung sein, da gezeigt wurde,
dass sich eine Verkiirzung des RSLs von Dm-Spn4A/E um eine Aminosdure (Dm-
Spn4A/E-AA, Abbildung 42) zwar nicht auf die Inhibition von Furin auswirkt, wohl
aber auf die des PC2-Homologs aus Drosophila melanogaster (Dm-PC2). Das verkiirzte
Dm-Spn4A/E-Protein inhibiert Dm-PC2 nur noch schwach (Richer et al., 2004). In
diesem Zusammenhang wire es interessant zu untersuchen, ob die verlangerte B/-Spnl-
Variante PC2 hemmt, da die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
Wildtyp-B/-Spnl keine inhibitorische Aktivitit gegeniiber mPC2 zeigt. Gleichzeitig
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konnte aber nachgewiesen werden, dass Dm-Spn4A/E die proteolytische Aktivitdt von
mPC2 stark reduziert (Abschnitt 5.1.1). Um zu belegen, dass die Inhibition von mPC2
durch Dm-Spn4A/E auf dem charakteristischen Serpin-Mechanismus beruht, miisste
noch der Nachweis erbracht werden, dass das Drosophila-Serpin SDS-stabile Komplexe
mit der Protease bildet. Da Dm-Spn4A/E aber SDS-stabile Komplexe mit Dm-PC2
bildet (Richer et al., 2004), ist davon auszugehen, dass solche auch mit dem Siuger-
Homolog nachzuweisen sind.

In jedem Fall wére der Nachweis einer Inhibition von mPC2 durch ein verlédngertes
BI-Spn1-Protein ein interessanter Befund, da dadurch untermauert werden konnte, dass
die RSL-Lénge von PC inhibierenden Serpinen wichtig fiir deren Selektivitdt ist. In
diesem Zusammenhang sei erwihnt, dass Dm-Spn4A/E ebenso wie BI/-Spnl ein
Inhibitor von mPC1/3 ist. Dm-Spn4A/E bildet SDS-stabile Komplexe mit mPC1/3 und
kinetische Analysen zeigen, dass die proteolytische Aktivitdt der Protease in Gegenwart
des Inhibitors stark abnimmt (Bentele, nicht dargestellte Daten).

Selektive PC-Inhibitoren sind vor allem aus wissenschaftlicher Sicht interessant, da sie
dazu genutzt werden konnen, die unterschiedlichen Funktionen der PC-Mitglieder zu
untersuchen. Gleichzeitig sind sie auch von pharmazeutischem Interesse, da eine
generelle Blockade dieser physiologisch wichtigen Enzymfamilie mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zu schweren Schéiden fiihrt (Bergeron et al., 2000). Bislang wurde
noch nicht untersucht, ob B/-Spnl und Dm-Spn4A/E PACE4, PC5 und PC7 hemmen.
Studien einer japanischen Arbeitsgruppe, in der verschiedene o;-Antitrypsin-Varianten
hinsichtlich ihrer Selektivitit fiir Furin, PC5 und PACE4 getestet wurden, deuten darauf
hin, dass ein Arginin an Position P4 die Selektivitit von Serpinen reduziert, da eine
Serpin-Variante mit basischen Aminosduren an den Positionen P1, P2 und P4 (ra,;-PDX-
RVRR, Abbildung 42) sowohl mit Furin und PC5 als auch mit PACE4 SDS-stabile
Komplexe bildet. Eine Variante, die lediglich eine dibasische Sequenz aufweist
(ra;-PDX-AVRR, Abbildung 42), bildet Komplexe mit Furin und PCS5, nicht aber mit
PACE4 (Tsuji et al., 2002).

6.1.2 Hemmung von Proproteinkonvertasen durch ER-residente
Serpine

Proteine, die fiir den Export oder fiir die Kompartimente des sekretorischen Pfades
bestimmt sind, werden am rauen ER synthetisiert und kotranslational iiber den hetero-
trimeren Sec61-Komplex in das Lumen des ER verfrachtet (Osborne ef al., 2005). Im
ER interagiert die reifende Proteinkette mit verschiedenen Chaperonen, wie z. B. BiP,
Calnexin oder Calreticulin. Diese Chaperone unterstiitzen nicht nur die korrekte Faltung

des Proteins, sondern sie sind auch wichtiger Bestandteil der ER-Qualititskontrolle
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(Trombetta & Parodi, 2003; Kleizen & Braakman, 2004). Proteine, die die
Qualitédtskontrolle bestehen, werden in COPII-Vesikel gepackt und zum ER-Golgi-
Intermediat (ERGIC, ER-Golgi-intermediate compartment) verfrachtet (Rothman &
Wieland, 1996). Die Proteine erreichen schlieSlich den Golgi-Apparat und spiter das
TGN. Hier finden wichtige Sortierungsprozesse statt, die letztlich dazu fiihren, dass die
Proteine zu ihrem finalen Bestimmungsort (z. B. Zelloberfliche, Endosomen oder
Lysosomen) geleitet werden (Rodriguez-Boulan & Miisch, 2005). Manche Proteine
werden ausgehend vom ERGIC oder von frithen Golgi-Kompartimenten zum ER
zuriicktransportiert (Allan & Balch, 1999). Losliche ER-Proteine besitzen oftmals ein
C-terminales KDEL- oder HDEL-Signal, das vom KDEL-Rezeptor in post-ER-
Kompartimenten erkannt wird. Der Rezeptor fordert schlieBlich den retrograden
Transport der Proteine zum ER (Munro & Pelham, 1987; Pelham, 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das KDEL-Signal von B/-Spnl
essenziell flir die intrazelluldre Retention des Serpins ist. Eine Deletion des Signals
fihrt dazu, dass der Inhibitor von transfizierten COS-7-Zellen sekretiert wird
(Abschnitt 5.1.4). Diese Untersuchung zeigt eindeutig, dass das KDEL-Signal des
Serpins funktionell ist. Neben BI/-Spnl wurden bislang nur zwei Serpine mit
C-terminalem Retentionssignal ndher charakterisiert. Eines davon ist der Furin-Inhibitor
Dm-Spn4A, ein anderes ist das humane Serpin Hsp47 (heat shock protein 47). Hsp47 ist
ein nicht inhibitorisches Serpin, das als Chaperon wirkt und die korrekte Faltung von
Typ I und Typ IV Prokollagenen fordert (Tasab et al., 2000; Ishida et al., 2006).
Immunfluoreszenzstudien deuten darauf hin, dass beide Serpine im ER lokalisiert sind.
(Saga et al, 1987; Oley et al., 2004). Obwohl im Falle von BI/-Spnl keine
Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt wurden, deuten die Untersuchungen der
vorstehend genannten Serpine und Lokalisationsstudien anderer Proteine mit ER-
Retentionssignal darauf hin, dass der natiirliche Aufenthaltsort von B/-Spnl das ER oder
ein frithes Golgi-Kompartiment ist. Daher stellt sich die Frage, wie diese Lokalisation
mit einer Inhibition von PCs konform geht, da viele Studien zeigen, dass PCs erst im
TGN oder in spdteren Kompartimenten aktiv sind (Abschnitt 2.1.1) (Anderson et al.,
1997; Mayer et al., 2007). In diesem Zusammenhang sei zunédchst erwéahnt, dass sich die
Lokalisation von KDEL/HDEL-Proteinen nicht zwingend auf das ER oder das friihe
Golgi-Netzwerk beschriankt. Das multifunktionelle KDEL-Protein Calreticulin wurde
z. B. an der Zelloberfliche oder sogar extrazellular nachgewiesen (Xiao et al., 1999;
Johnson et al., 2001). Auch andere Proteine mit ER-Riickfiihrungssignal, wie z. B.
Proteindisulfidisomerase (PDI) oder das Glukose-regulierte Protein Grp94 konnten an
der Zelloberflache detektiert werden (Xiao et al., 1999). Bislang ist unklar, wie diese
Proteine so weit in den sekretorischen Pfad vordringen konnen. Allerdings gibt es viele
Theorien, die diese Lokalisation erkldren konnten: Eine relativ simple Erkldrung ist die

proteolytische Abspaltung des ER-Retentionssignals. Eine andere Hypothese besagt,
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dass die ER-Retentionsmaschinerie unter bestimmten (patho)-physiologischen
Bedingungen abgesittigt sein kdnnte (Johnson et al., 2001). Letztere Erkldrung ist vor
allem deshalb interessant, weil sie eine Verbindung zwischen den PC inhibierenden
Serpinen BI/-Spnl und Dm-Spn4A und der Pathogenabwehr herstellt: Mehrere PC-
Substrate wie z. B. das Pseudomonas-Endotoxin oder das Diphterie-Toxin besitzen ein
KDEL-Signal. Die Toxine werden iiber Endocytose in die Zelle aufgenommen und in
den Endosomen von Furin aktiviert. Die Toxine nutzen schlieBlich den retrograden
Transport, um ins ER zu gelangen, von wo aus sie iiber den Sec61-Kanal ins Cytosol
gelangen (Thomas, 2002). Es ist daher vorstellbar, dass ER-residente Serpine unter
solchen oder é#hnlichen pathologischen Bedingungen die retrograde (blockierte)
Transportmaschinerie umgehen und dann die proteolytische Aktivierung der Toxine
durch Inhibition der prozessierenden Enzyme unterbinden. Ohnehin scheint die KDEL-
Rezeptor-abhiingige  Riickfiihrungsmaschinerie ~ sehr  sensibel — auf  dullere
Stresseinwirkungen zu reagieren. In Studien mit Zellkulturen konnte gezeigt werden,
dass der KDEL-Rezeptor bis ins TGN vordringt, wenn die Zellen einer Virusinfektion
oder Temperaturschwankungen ausgesetzt sind (Griffiths et al., 1994).

Andererseits konnten die Serpine B/-Spnl und Dm-Spn4A auch dann ihre inhibitorische
Wirkung entfalten, wenn eine vorzeitige Aktivierung von PCs vorliegt. Unter
physiologischen Bedingungen sind PCs im ER inaktiv, da das transient gebundene
Propeptid die katalytische Aktivitdt der Proteine unterbindet. Fiir Furin wurde gezeigt,
dass die niedrigeren pH-Werte und die hoheren Kalziumkonzentrationen im TGN eine
weitere autokatalytische Prozessierung begiinstigen, was schlieBlich zur Freisetzung der
Prodoméne fiihrt (Abschnitt 2.1.1). Abberante pH- oder Kalziumbedingungen im ER
konnten daher eine vorzeitige Aktivierung von Furin bewirken. Tatsdchlich zeigen
einige Studien, dass Furin bereits im ER aktiv sein kann (Bass et al., 2000; Salvas et al.,
2005). Es wurde z.B. beschriecben, dass eine natiirliche Mutante des Pro-
Insulinrezeptors durch Chaperone im ER zuriickgehalten wird und dort von Furin
gespalten wird. Diese Spaltung beschleunigt den Abbau des mutierten Rezeptors durch
die ER-assoziierte Degradation (Bass et al., 2000). Warum Furin in diesem speziellen
Fall bereits im ER aktiv ist, ist bislang unklar. Dagegen ist es leicht vorstellbar, dass die
Aktivitdt von Furin im ER zeitlich begrenzt sein muss, da alle PC-Substrate das ER
passieren. Eine unkontrollierte Furin-Aktivitit im ER wiirde zur vorzeitigen
Aktivierung vieler Proproteine fiihren, wodurch das zelluldire System aus dem
Gleichgewicht geraten wiirde.

Moglicherweise sind PC inhibierende Serpine im ER weiter verbreitet als bislang
vermutet. Die jlingsten Fortschritte der Genom-Sequenzierprojekte deuten darauf hin,
dass gerade Insekten die inhibierende Eigenschaft von Serpinen dazu nutzen, die
Aktivitdt von PCs im sekretorischen Pfad zu kontrollieren. Sowohl die Genomsequenz

der Malariamiicke (Anopheles gambiae) als auch die des Gelbfieber-Moskitos (4dedes
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aegypti) und der Honigbiene (Apis mellifera) kodieren fiir ein solches Serpin (Ragg,
2007) (Tabelle 31).

Tabelle 31: Serpine mit ER-Retentionssignal und basischem RSL-Motiv

Spezies Serpin RSL-Sequenz

B. lanceolatum BI-Spn1 (AJ548509) + | GSEAAAATAVNMMKRSLDGET----~- FFADHP | KDEL
D. melanogaster Spn4A (AJ428880) + | GTEAAAATGMAVRRKRAIMSPEEPIEFFADHP | HDEL
Apis mellifera (XM_395991) ? | GTEAAATTAVSLRLRRCIYPEETEK-FIVDRP [ RDEL
Anopheles gambiae | SRPN10 (Q8WSX7) ? GTEAAAATAAVVRVKRALINRLKV---RLDHP | HEEL
Aedes aegypti serpin-4 (EAT40508) ? | GAEAAAATGTVVRMKRSAPFPPTL--FRADHP | HDEL
S. purpuratus XM 001186705 + GTEAAAATGVTMTKRSISKRYR----LRFDHP | HEEL
Homo sapiens o-Antitrypsin (P01009) + GTEAAGAMFLEAIPMSIPPEVK-=—---- FNKP -

Die Tabelle wurde aus der Literatur iibernommen und abgewandelt (Ragg, 2007); Genbank™-

Zugangsnummern sind in Klammern angegeben. Experimentell verifizierte oder potenzielle P2/P1-
Positionen sind unterstrichen. Die RSL-Sequenz des Serpins a;-Antitrypsin ist zum Vergleich dargestellt.
Abkiirzungen: (Sp) Signalpeptid; (Rs) ER-Retentionssignal.

Allerdings konnte bei diesen potenziellen PC-Inhibitoren bislang kein N-terminales
Signalpeptid identifiziert werden, was moglicherweise auf eine nicht korrekte
Genvorhersage zuriickzufiihren ist (Ragg, 2007). Auch der Seeigel (Strongylocentrotus
purpuratus) scheint ein PC inhibierendes, ER-lokalisiertes Serpin zu exprimieren.
(Tabelle 31).

Aus den Genomsequenzen von Ciona und Branchiostoma konnten weiterhin Sequenzen
abgeleitet werden, die fiir ER-residente Serpine mit anderer Proteasespezifitit oder nicht
inhibitorischer Funktion kodieren (Ragg, 2007). Interessanterweise konnte in
Vertebraten bislang nur ein ER-residentes Serpin (Hsp47) mit nicht inhibitorischer
Aktivitdt identifiziert werden. Dies ldsst vermuten, dass Vertebraten moglicherweise
andere Mechanismen zur Regulation der PC-Aktivitdt im sekretorischen Pfad nutzen. In
diesem Zusammenhang ist die Analyse der BI/-Spnl-Genstruktur von Interesse
(Abschnitt 5.1.5). Die Strukturanalyse deutet ndmlich nicht nur an, dass sich das
Branchiostoma-Serpin B/-Spnl und das Fruchtfliegen-Serpin Dm-Spn4A unabhingig
voneinander entwickelt haben, sondern sie impliziert auch, dass sich B/-Spnl
unabhingig von anderen Vertebraten-Serpinen entwickelt hat, da keine einzige

Intronposition mit der von Vertebraten-Serpinen tibereinstimmt.
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6.2 SERPINE3, ein neues humanes Serpin der Gruppe 3

Nachdem vieles darauf hindeutete, dass PC-hemmende Serpine in Invertebraten weit
verbreitet sind (Abschnitt 6.1.2), stellte sich die Frage, ob auch Wirbeltiere solche
Serpine exprimieren. Im Mai 2006 wurde im Rahmen einer Real-Time-PCR-Studie die
Expression des neuen humanen Serpins SERPINE3 postuliert, das wie B/-Spnl ein
dibasisches Motiv an den potenziellen Positionen P2/P1 im RSL aufweist (Badola et al.,
2006). Aus der Studie ging nicht hervor, wie (mit welchen Primern) die Expression
dieses neuen Serpins untersucht wurde und nachfolgende Datenbankrecherchen
ergaben, dass fiir humanes SERPINE3 zwei unterschiedliche Sequenzen annotiert sind,
die lediglich aus dem Humangenom abgeleitet wurden. Daher war unklar, welche dieser
SERPINE3-Sequenzen exprimiert werden bzw. ob SERPINE3 iiberhaupt exprimiert
wird. Zwei Ansidtze flihrten schlieBlich zur richtigen Sequenz-Vorhersage fiir
SERPINE3: (1) Zunidchst einmal zeigte eine BLASTP-Analyse mit anschlieBendem
Aminosiure-A/ignment, dass SERPINE3 unter Vertebraten hoch konserviert ist und dass
eine der postulierten humanen SERPINE3-Sequenzen eine hdhere Ahnlichkeit zu den
aus cDNAs abgeleiteten SERPINE3-Sequenzen von Maus und Rind aufweist
(Abschnitt 5.2.1, Abbildung 17). (2) Weiterhin konnte durch Genstrukturanalysen
nachgewiesen werden, dass die Sequenz XH 941682 im Gegensatz zur Sequenz
AX407123 an Position 380a (o-Antitrypsin-Referenzsystem) kein Intron aufweist
(Abschnitt 5.2.4). Dieser Befund lieferte letztlich den entscheidenden Hinweis darauf,
dass die vorhergesagte Sequenz AX407123 korrekt annotiert 1ist, da die
Genstrukturanalysen zeigten, dass beide postulierten Sequenzen sonst alle
Intronpositionen und Phasen mit denen von Vertebraten-Serpinen der Gruppe 3 teilen
(a-Antitrypsin-Referenzsystem). Die Richtigkeit dieser Hypothese wurde schlieBlich
durch Amplifikation und Sequenzierung des kodierenden Bereichs der SERPINE3-
cDNA bestitigt (Abschnitt 5.2.2). Die Sequenz wurde bei EMBL unter der Zugangs-
nummer AM402969 abgelegt. Somit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass
dieses neue humane Serpin exprimiert wird. Gleichzeitig gelang die eindeutige
Zuordnung von SERPINE3 zur Gruppe 3 der Vertebraten-Serpine.

Bioinformatische Analysen zeigten, dass SERPINE3 ein N-terminales Signalpeptid aber
kein C-terminales ER-Retentionssignal besitzt (Abschnitt 5.2.3). Daher wurde
postuliert, dass SERPINE3 sezerniert wird. Diese Hypothese konnte durch
rekombinante Expression des Serpins in COS-7-Zellen bestitigt werden (Abschnitt
5.2.9). Das Serpin konnte in den Uberstinden der transfizierten Zellen deutlich stirker
nachgewiesen werden als in den Extrakten. Zum Nachweis des Serpins wurden
Antikorper verwendet, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden (Abschnitte
5.2.6, 6.2.1). Weiterhin zeigte dieses Experiment, dass SERPINE3 posttranslational
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modifiziert ist, da das Protein grofler war (ca. 57 kD) als berechnet (Abschnitt 5.2.9). Im
Rahmen einer Diplomarbeit wurde gezeigt, dass SERPINE3 N-glykosyliert ist, was mit
der bioinformatischen Vorhersage dreier N-Glykosylierungsstellen (Abschnitt 5.2.3)
iibereinstimmt (Feicht, nicht verdffentlichte Daten). Eine genauere Betrachtung der
RSL-Sequenz implizierte weiterhin, dass SERPINE3 ein inhibitorisches Serpin ist, da
die Hinge-Region des RSLs viele kleine Aminosduren aufweist, was essenziell fiir die
Einlagerung des RSLs in das -Faltblatt A ist (Gettins, 2002b). Aufgrund der basischen
Aminosduren an den postulierten Positionen P2/P1 wird weiterhin vermutet, dass PCs
oder Trypsin-dhnliche Proteasen natiirliche Zielenzyme des Serpins sind. Diese
Hypothese konnte bislang nicht bestdtigt werden. Die mdglichen Griinde werden im

weiteren Verlauf diskutiert.

6.2.1 Rekombinante Expression von SERPINE3

SERPINE3 wurde rekombinant in E. coli BI21(DE3) als Hisg-GST-Fusionsprotein
exprimiert und an Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Identitdt des ca. 70 kD groB3en
Fusionsproteins wurde durch Massenspektrometrie bestétigt (Abschnitt 5.2.5). Die Aus-
beuten des SERPINE3-Fusionsproteins lagen deutlich unter denen von
His¢-GST-BIl-Spnl, was darauf zuriickzufiihren ist, dass ein betrichtlicher Anteil des
Proteins unloslich war. Dennoch konnte gentigend Fusionsprotein gereinigt werden, was
die Gewinnung funktioneller Antikérper ermoglichte, die nicht nur mit bakteriell
exprimiertem SERPINE3, sondern auch mit endogenem, nicht denaturiertem
SERPINE3 aus MCF-7-Zellen reagierten (Abschnitte 5.2.6, 5.2.12).

Obwohl fiir die Konstruktion des bakteriellen SERPINE3-Expressionsplasmids eine
dhnliche Klonierungsstrategie wie fiir B/-Spnl angewandt wurde (Tddtmann, 2004),
lieB3 sich der N-terminale Hise-GST-Tag nicht abspalten (Abschnitt 5.2.5). Gleichwohl
wurde das Fusionsprotein fiir Aktivitatsstudien eingesetzt, da vielfach gezeigt wurde,
dass Serpine mit N-terminalem Fusions-7ag biologisch aktiv sind (Schick et al., 1997,
Oley et al., 2004; T6dtmann, 2004). In Komplexierungsversuchen und/oder kinetischen
Tests wurde die biologische Aktivitit des Serpins mit einem Spektrum potenzieller
Zielproteasen (Trypsin, Furin und PC1/3) untersucht. In keinem der Tests konnte eine
inhibitorische Aktivitdt des Serpins nachgewiesen werden (Abschnitt 5.2.7). Auch wenn
viele humane Serpine in aktiver Form in Bakterien produziert werden konnen (Bird et
al., 2004), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die mangelnde inhibitorische Aktivi-
tdt auf eine nicht korrekte Faltung des Serpins oder fehlende posttranslationale
Modifikationen zuriickzufiihren ist, da Bakterien nicht {iber die eukaryotischen
Faltungshelfer und Modifikationssysteme verfiigen (Alberts et al., 2002; Bird et al.,
2004). Die Tatsache, dass sich der N-terminale Hise-GST-Tag nicht abspalten lie3 und
ebenso der Befund, dass das SERPINE3-Fusionsprotein durch Trypsin vollkommen
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degradiert wurde (wdhrend BI/-Spnl SDS-stabile Komplexe bildete), stiitzten die
Hypothese einer fehlerhaften Faltung.

Fiir weitere Funktionsanalysen musste daher ein System etabliert werden, das die
rekombinante Expression des Serpins in biologisch aktiver Form und in ausreichenden
Mengen gewihrleistet. Da COS-7-Zellen kein geeignetes System zur Produktion
groBBerer Mengen eines rekombinanten Proteins darstellen (Geisse & Henke, 2005),
wurde SERPINE3 in HEK-293-EBNA-Zellen produziert. Mit dem HEK-293-EBNA-
System konnten bereits viele Sdugerproteine in aktiver Form und in ausreichenden
Mengen hergestellt werden (Chen et al., 2003; Baldi et al., 2005; Geisse & Henke,
2005). Die in dieser Arbeit etablierten Zelllinien sezernieren unter Selektionsdruck
kontinuierlich SERPINE3 mit N-terminalem His¢-7ag ins Medium. Der Nachweis des
Proteins durch Western-Blot erfordert keine Ankonzentrierung der Uberstiinde und auch
keine langen Belichtungszeiten (Abschnitt 5.2.10). Im Rahmen einer Diplomarbeit
wurde versucht, das Serpin durch Metallionenaffinitdtschromatographie zu reinigen. Die
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Hise-7ag nicht frei zugénglich sind, da be-
reits geringe Konzentrationen an Imidazol (1 mM) eine Elution des Proteins bewirken
(Kutzner, nicht verdffentlichte Daten). Daher wurden die Untersuchungen zur Aktivitét
von SERPINE3 mit den Uberstinden der rekombinanten Zellen durchgefiihrt
(Abschnitt 5.2.11). Auch in diesen Experimenten konnte keine Aktivitdt von SERPINE3
gegeniiber Trypsin und Furin nachgewiesen werden. Ebenso wenig konnte eine
Hemmung der Trypsin-dhnlichen Protease Thrombin nachgewiesen werden. Mdgliche
Griinde fiir diese mangelnde inhibitorische Aktivitit werden im folgenden Abschnitt
diskutiert.

6.2.2 SERPINE3 zeigt keine inhibitorische Aktivitat in vitro

Inhibitorische Serpine besitzen im N-terminalen Bereich ihres RSLs eine hoch konser-
vierte Region (Hinge-Region, Abbildung 3), die vornehmlich aus kleinen Aminosduren
besteht. Dieser Bereich ermdglicht die Einlagerung des RSLs in das B-Faltblatt A des
Serpins, die mit einer irreversiblen Hemmung der gebundenen Zielprotease einhergeht
(Hopkins et al., 1993; Gettins, 2002b). Trotz der Tatsache, dass auch SERPINE3 eine
fiir inhibitorische Serpine typische Hinge-Region aufweist (Abschnitt 5.2.3), konnte
keine inhibitorische Aktivitdit des Serpins nachgewiesen werden. Hierfiir gibt es

verschiedene Erklarungsmoglichkeiten, die im Folgenden gesondert diskutiert werden.

(1) Furin oder Trypsin-dhnliche Proteasen sind keine Zielproteasen von SERPINE3

Bei den meisten inhibitorischen Serpinen ist der N-terminale Bereich des RSLs bis zur
Protease-Spaltstelle 17 Aminosduren lang (Gettins, 2002b). Da die Sequenz im Bereich
der Positionen P17 bis P9 bei inhibitorischen Serpinen hoch konserviert ist
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(Abbildung 20), kann die Proteasespaltstelle vorhergesagt werden. Fiir SERPINE3 ist
daher anzunehmen, dass Lys*® und Arg®® die Position P2 bzw. P1 reprisentieren, wes-
halb Proteasen vom Trypsintyp oder PCs als Zielenzyme in Frage kommen (Abschnitt
5.2.3). Wie in Abschnitt 6.1.1 beschrieben, ist der RSL von Dm-Spn4A/E nach Spaltung
durch Furin aber z. B. 18 Aminosduren lang (Oley et al., 2004) und es gibt auch Bei-
spiele fiir Serpine, deren RSL nach Protease-Spaltung eine Lédnge von 16 Aminosduren
aufweist (Gettins, 2002b). Im Falle von SERPINE3 wiirde das bedeuten, dass Serin®”
(RSL-Linge: 18 AS) oder Lysin*® (RSL-Linge: 16 AS) die P1-Position reprisentieren
wiirde, was wiederum mit einer verdnderten Proteasespezifitit einherginge. Sollten
Leucin®® und Lysin®® die Positionen P2/P1 reprisentieren, so kidmen z.B.
papaindhnliche Cysteinproteasen der ClA-Subfamilie als Zielproteasen in Frage, da
diese Enzyme Substrate mit grofen hydrophoben Aminosduren (z. B. Leucin) an
Position P2 bevorzugen und an Position P1 fast jede Aminosdure akzeptieren (Rawlings
& Barrett, 2004). Bei einer RSL-Linge von 16 AS kidmen aufgrund eines P1-Lysins
weiterhin  Trypsin-dhnliche Proteasen als Zielenzyme in Frage, aber aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht mehr PCs, da diese bevorzugt nach mehreren basischen
Aminosduren spalten (Rockwell et al., 2002). Tatsdchlich deuten die Aktivitdtsun-
tersuchungen der SERPINE3-RSL-Mutante ,,LuckyLoop® darauf hin, dass SERPINE3
eine andere Zielprotease-Spezifitit als B/-Spnl besitzt (Abschnitt 5.2.8). Die Mutante
,LuckyLoop® basiert auf dem Serpin B/-Spnl, wobei einzelne Aminosduren im RSL
von B/-Spnl so verdndert wurden, dass die Aminosduren im Bereich der Positionen P9
bis P2’ identisch zu den entsprechenden Positionen von SERPINE3 sind. ,,LuckyLoop*
bildet SDS-stabile Komplexe mit Trypsin, aber nicht mit Furin. Da die Mutante
,LuckyLoop® Trypsin hemmt, wurde vermutet, dass auch SERPINE3 Trypsin inhibiert,
da die Spezifitit von Serpinen mafigeblich durch die Aminoséduren in der benachbarten
Umgebung der Proteasespaltstelle bestimmt wird (Gettins, 2002b). Gleichwohl konnte
keine Hemmung von Trypsin durch das in HEK293-EBNA-Zellen produzierte
SERPINE3 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der bislang
nicht gelungene Nachweis einer inhibitorischen Aktivitit von SERPINE3 nicht auf einer
falschen Wahl von Zielproteasen beruht. Vielmehr miissen andere Griinde dafiir verant-

wortlich sein, dass SERPINE3 keine der getesteten Zielproteasen hemmt.

(2) SERPINES3, ein nicht inhibitorisches Serpin?

Nicht inhibitorische Serpine, wie z. B. Maspin, Angiotensinogen, Ovalbumin oder
PEDF (pigment epithelium-derived factor) konnen ihren RSL nach Protease-Spaltung
nicht in das B-Faltblatt A einlagern (kein S — R-Ubergang), was vermutlich darauf
zuriickzufiihren ist, dass die Hinge-Region dieser Serpine viele grofe und geladene
Aminoséduren enthilt (Gettins, 2002b). Andere nicht inhibitorische Serpine, wie z. B.
CBG (corticosteroid binding globulin) oder TBG (thyroxine binding globulin) gehen
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dagegen nach Spaltung des RSLs von der S- in die R-Konformation iiber (Pemberton et
al., 1988) wobei auffillt, dass TBG eine konservierte Hinge-Region besitzt
(GTEAAAV) (Gettins, 2002b). Letzteres Beispiel zeigt, dass zum gegenwirtigen Zeit-
punkt nicht ausgeschlossen werden kann, dass SERPINE3 ein nicht inhibitorisches
Serpin ist. Eine in jiingster Zeit veroffentlichte Studie zum humanen SERPINBI1 und
dessen Maus-Homolog Serpinbl1 zeigt, dass nicht nur der RSL, sondern auch das Ge-
rlist von Serpinen von entscheidender Bedeutung fiir deren inhibitorische Aktivitét ist
(Askew et al., 2007). Wéhrend Serpinbl1 Trypsin-dhnliche Proteasen inhibiert, zeigt
SERPINBI11 keine inhibitorische Aktivitdt, obwohl der RSL des humanen Serpins fast
identisch zu dem des Maus-Homologs ist. Durch Austausch der RSLs (Maus-RSL auf
humanes SERPINB11-Geriist und umgekehrt) konnten die Autoren zeigen, dass das
Gerlist des humanen Serpins eine Inhibition von Proteasen verhindert. Wihrend eine
Hemmung von Trypsin durch das Maus-Serpin mit humanem RSL nachgewiesen wer-
den konnte, zeigte ein chimdres Serpin aus humanem Geriist und Maus-RSL keine
inhibitorische Aktivitit. Ein &hnliches Transplantationsexperiment (z. B. SERPINE3-
RSL auf BI/-Spnl1-Geriist und umgekehrt) konnte auch im Falle von SERPINE3 Auf-
schluss dariiber geben, ob das Gerlist von SERPINE3 eine Inhibition von Proteasen
beeintrachtigt. Ein Befund dieser Arbeit deutet tatsdchlich darauf hin, dass SERPINE3
eine Funktion unabhéngig von der Hemmung von Proteasen erfiillen konnte: Bei der
Transfektion von HEK-293-EBNA-Zellen mit dem fiir SERPINE3 kodierenden Plasmid
pCEP4-T3C fiel auf, dass die Zellen kurz nach Start der Selektion mit Hygromycin ihr
Wachstum fiir einen gewissen Zeitraum einstellten (Abschnitt 5.2.10). Dieser
kurzfristige Wachstumsstop ist vermutlich nicht auf eine Inhibition von PCs
zuriickzufiithren, da sich die Zellen, die mit Plasmiden fiir SERPINE3-Mutanten
(P1-Alanin- bzw. P2-Alanin-Mutanten) transfiziert wurden, ebenso verhielten (Ab-
schnitt 5.2.10). Warum die Zellen voriibergehend ihr Wachstum einstellten, ist unklar.
Eine Vermutung ist, dass eine Uberexpression des Serpins toxisch ist und dass nur Zel-
len {iberleben, die ein moderates SERPINE3-Expressionsniveau zeigen. Es kann aller-
dings nicht ausgeschlossen werden, dass diese Mutanten andere fiir das Wachstum
essenzielle Proteasen inhibieren.

Beim Vergleich der humanen SERPINE3-Aminosduresequenz mit anderen humanen
Serpinen fallt auf, dass in der Umgebung des Helix F-Bereichs bei SERPINE3 eine
einzigartige Insertion vorliegt (Abbildung 43 und Abbildung 44). Diese Insertion konnte
einen Einfluss auf die Sekundérstruktur von SERPINE3 haben. Dem SERPINE3-Mo-
dell zufolge liegt dieser Bereich des Serpins stark gewunden vor (Abbildung 44).
Moglicherweise fiihrt diese Insertion daher zur Ausbildung einer zusétzlichen a-Helix,
die aufgrund ihrer Lokalisation (oberhalb von s5A) die Einlagerung des RSLs in das
Faltblatt A beeintrachtigen konnte. Weiterhin fillt auf, dass der Bereich, der bei

o-Antitrypsin und anderen Serpinen die Helix F bildet, nicht konserviert ist
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(Abbildung 43). Dieser Befund ist deshalb interessant, da vermutet wird, dass diese He-
lix eine essenzielle Rolle beim Inhibitionsmechanismus von Serpinen spielt (Gettins,
2002a). Zum gegenwértigen Zeitpunkt kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieser
fiir SERPINE3 charakteristische Bereich die Inhibition von Proteasen beeintrachtigt.

3 3 Wl N
hE S1A hF S3A
| \ | \ F""""""'""
SERPINE3 108 : VEHVSWWANSSLEPADLSE-PNSTAIQTSEGASREMAEGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVIREST : 171
SERPINE1 110 : MPHFFRLFRSTVKQVDESE-VERARFIENDWEKTHRKEMESN - - - - - LLGKGAVDQLBRLVIRUNA : 168
SERPINE2 108 : VTRNKDVFQCEVRNVNEED-PASACDSINAWGKNERRDMEDN - - - - LLSPDLIDGVLERLVIBYNA : 167
SERPINI1 107 : LQMMKKYFNAAVNHVDESQ-NVAVANYINKWENNENNLVKD- - - - - LVSPRDFDAARYLAMINA : 165
SERPINI2 101 : LHGNKEFFQSAIKLVDEQD-AKACAEMESTWYERKIDERMIKD - - - - - MFSGEEFGPLERLVIRMNA : 159
SERPINA1 131 : LEDVKKLFHSEAFTVNFGD- TEEAKKQENDYEKGHOEREVD----- - - LVKELDRDEVFAIRGYY : 187
SERPINA3 131 : TEDAKRLFGSEAFATDFOQD-SAAAKKLENDYHKNGHRERMTD----- - - LIKDLDSOEMMMVIRYYY : 187
SERPINA4 136 : LNDTMAVMEAKLFHTNEYD-TVGTIQLENDHEKKEMREE@RVD------- LVSELKKDVLMVIRgNY : 192
SERPINA5 127 : VSAMKTLELADTFPTNEZRD-SAGAMKOINDYHAKOWKER@VD - - - - - - - LLKNLDSNAVVIMENY : 183
SERPINA6 122 : SADIKHYMESEVLAMNEOD-WATASROINSYKNKHOEREVD---- - - - LFSGLDSPAILVIRGNY : 178
SERPINA7 127 : LNDVKTLHETEVFSTDESN-ISAAKQEMNSHEEMOMKEIRVVG------- LIQDLKPNWIMVIRNY : 183
SERPINA8 191 : VQGLALYTPVVLPRSLDFTELDVAAEKHDREMQAVEGWRTGC------- SLMGASVDSTLAFNTY : 248
SERPINA9 134 : LGNVKRLEEAEVFSTDESN-PSIAQARMNSHEKKKWOERVVD------- IIQGLDLLEAMVIRRNH : 190
SERPINA1O 156 : FNLSKRYFDTECVPMNERN-ASQAKRLMYHYINKERMREE@MPK------ - LFDEINPERKLIMYDY : 212
SERPINB1 105 : LVSTQKTHMGADLASVDEQHASEDARKTINOWHKGONEEE@IPE - - - - - LLASGMVDNMAKLVIRUNA : 164
SERPINB2 142 : IRLCQKYFSSEPQAVDFLECAEEARKKINSWHKTOWKERMIPN- - - - - LLPEGSVDGDERMVIRRNA : 201
SERPINB3 120 : LDAIKKFHQTSVESVDEANAPEESRKKIYSWUESQENEZGIKN - - - - - LIPEGNIGSNETLVIRNA : 179
SERPINB4 120 : LDAIKKFMQTSVESTDEANAPEESRKKINSWYESOINEFSIKN - - - - - LFPDGTIGNDETLVIRRNA : 179
SERPINB5 105 : ISSTKRPHANELETVDEKDKLEETKGONSSIKELHWDEHFED----- ILPENSISDORMKILVIENA : 164
SERPINB6 107 : RDSCQKFMQAEMEELDFISAVEKSRKHMNTWUAEKWEEEGIAE - - - - - LLSPGSVDPLBRLVINA : 166
SERPINB7 115 : IECAEKLEMDAKVERVDETNHLEDTRRNENKWYENERHERSIKN - - - - - VIGEGGISSSAVMVIRENA : 174
SERPINB8 105 : KEYCQKFHQAELEELSHAEDTEECRKHENDWHAEKNEERMISE - - - - - VLDAGTVDPLEKLVIRUNA : 164
SERPINB9 105 : KESCLQFMHAELKELSEIRAAEESRKHENTWYSKKNEEEMIEE - - - - - LLPGSSIDAEBMRLVIRUNA : 164
SERPINB10 127 : LEDMKTYFGAEPQPVNEVEASDQIRKDENSWYERIEETEION - - - - - LLPDDSVDSTHRMIMNA : 186
SERPINB11 122 : LSCSEKWHQARLQTVDEEQSTEETRKMINAWHGENKENERVAN - - - - - LFGKSTIDPSSVMVIRENT : 181
SERPINB12 131 : LDGVIQFRHTTIESVDEQOKNPEKSRQEMYFWUECQSOEESIKE - - - - - LFSKDAINAEWVLVIENA : 190
SERPINB13 121 : LDYVEKYMHASLEPVDEVNAADESRKKINSWYESKINEEEMKD- - - - - LFPDGSISSSHMKLVIRM : 180
SERPINC1 159 : QDISELVFGAKLQPLDFKENAEQSRAAMYKWGSNKHWEERETD- - -- - VIPSEAINELEVLVIRUNT : 218
SERPIND1 218 : KTKVREYMFAEAQIADESDPAFIS--KTNNHIMKLBKEIMKD------- ALENIDPAfOMMILEC : 273
SERPINF1 136 : VAPLEKSHGTRPRVLTGNP- - RLDLQOEINWHOAQMKEIRLAR- - - - - - - STKEIPDEISII@LGV : 191
SERPINF2 152 : LEQSEQLFG--AKPVSLTGKQEDDLANINOWEKEANEERMQE - ---- - - FLSGLPEDEVLLELFA : 207
SERPING1 215 : VNASRTLESSSPRVLSNNS - -DANLELBNTWHAKNGNNE@ISR - -~~~ - - LLDSLPSDERLVELEA : 270
SERPINH1 129 : VRSSKQHFINCEHSKINERD-KRSALQSHNEWAAQTHWDERLPE------- VTKDVERTDGALIYA : 185

Abbildung 43: Ausschnitt aus einem Alignment humaner Serpine. Fiir das CLUSTALW-Alignment
wurden die reifen Sequenzen humaner Serpine verwendet. Aminosduren, die in >70 % der
Serpinsequenzen identisch sind, sind invertiert (weill auf schwarz) dargestellt. Eine Position, die bei der
Mehrzahl der Serpine mit Trp oder Phe besetzt ist, ist grau hervorgehoben. Oberhalb des Alignments sind
die von o,-Antitrypsin abgeleiteten Sekundirstrukturelemente dargestellt (Whisstock ez al, 2000).
Interessante Substitutionen in der SERPINE3-Sequenz sind durch einen Pfeil gekennzeichnet (siche auch
Tabelle 32). Das vollstdndige Alignment ist im Anhang dargestellt (Abschnitt 8.3.5).

Die Aminosduresequenz von SERPINE3 weicht noch an weiteren Positionen von der
Konsensussequenz der anderen humanen Serpine ab. Die markantesten Unterschiede
sind in Tabelle 32 aufgelistet. Mehrere Substitutionen treten an Positionen auf, die in
a-Antrypsin Teil der Shutter-Region sind. Diese Region, die auch Bereiche der Helix F

umfasst, liegt in der Ndhe des Zentrums von B-Faltblatt A und beeinflusst/ermoglicht
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die Offnung des B-Faltblatts A, so dass der RSL inserieren kann (sieche Abbildung 3)
(Irving et al., 2000; Whisstock et al., 2000). Interessant ist hierbei, dass Substitutionen
in diesem Bereich hdufig nur bei nicht inhibitorischen Serpinen auftreten (Tabelle 32,
Abschnitt 8.3.5). Position S*” in der Shutter-Region fillt weiterhin deshalb auf, weil sie
mit einer fiir SERPINE3 charakteristischen Aminosiure besetzt ist. Wahrend 32 von 33
Serpinen an der entsprechenden Stelle ein Phenylalanin besitzen, enthdlt SERPINE3 an

dieser Position ein Serin (Tabelle 32).

Tabelle 32: Substitutionen in der Aminosiuresequenz von SERPINE3

SERPINE3 iﬁ?ﬁ&fﬁi; Bereich Auffilligkeit
F* ?glLB; I;’i %) s6B SERPINAS: T%
N 0
46 L, M, Vv o 62
F (31/33; 94 %) Ubergang von hB nach hC | SERPINA7: F
5 0
A fﬁ 533_ 94 %) Ende von hE SERPINAS: T'%*®
L' 528/33' 85 %) Ubergang von s1A nach hF
N 0
T 130 133:91 %) hF (Shutter-Region)
Si3s 20/33_ 91 %) hF (Shutter-Region)
G 2]7?;; 82 %) hF (Shutter-Region)
138 V,M, 1 . LA 159
A (31/33; 94 %) hF (Shutter-Region) SERPINHI1: A
5 0
Gl LLV Ubergang von hF nach s3A | SERPINAS: T>°
(30/33; 91 %) | (Shutter-Region) SERPINBS: F'*
170 N,D . SERPINAS: T**
S (30/33; 91 %) | S3A (Shutter-Region) SERPINF1: G'*
w2 (L§11>§3~ 94 %) hl SERPINAS: A*¢
5 0
p1e %3’21/’3\3/ 97 %) Ubergang von hl nach s5A
F7 %27/33. 82 %) s5B (Shutter-Region)
5 0
S37 532 133:97 %) s5B (Shutter-Region)
5 0

In der ersten Spalte ist angegeben, an welchen Positionen die SERPINE3-Aminosduresequenz von der
Konsensussequenz der anderen humanen Serpine abweicht. Die Nummerierung bezieht sich auf das reife
SERPINE3. Das entsprechende Alignment ist im Anhang (8.3.5) dargestellt. Die zweite Spalte zeigt,
welche Aminoséduren an dieser Position konserviert sind und wie hiufig sie unter den 33 analysierten
Serpinen auftreten. Spalte drei gibt an, in welchem Strukturelement die entsprechende Position bei
o -Antitrypsin lokalisiert ist (Irving et al., 2000; Whisstock et al., 2000). An manchen Positionen treten
nur bei nicht inhibitorischen Serpinen Substitutionen auf. Diese Serpine und die entsprechenden
Substitutionen sind in der vierten Spalte genannt.
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Manche Substitutionen treten in Bereichen auf, die nicht Teil des zentralen Geriists des
Serpins sind. Auch hierbei féllt auf, dass an diesen Stellen neben SERPINE3 haufig nur
nicht inhibitorische Serpine von der Serpin-Konsensussequenz abweichen. Viele der in

Tabelle 32 aufgelisteten Substitutionen sind in Abbildung 44 gekennzeichnet.

SERPINA1

Abbildung 44: Substitutionen bei SERPINE3. Links dargestellt ist SERPINE3 in der RSL-exponierten
Konformation. Ausgewdhlte Positionen, an denen die SERPINE3-Aminoséuresequenz von der
Konsensussequenz der anderen Serpine abweicht, sind schwarz geférbt (siche auch Tabelle 32). Die
Aminosduren der Insertion (E'**GPGG'™) in der Nihe der Helix F (hF) sind ebenfalls schwarz markiert
und gekennzeichnet (+). Der Bereich um die Insertion ist stark gewunden und durch eine Ellipse markiert.
Das Modell wurde wie beschrieben erstellt (Abschnitt 5.2.3). Zum Vergleich ist rechts ein Modell der
RSL-exponierten Konformation von o,;-Antitrypsin dargestellt (siche auch Abschnitt 2.3). Schwarz
eingefarbt sind diejenigen Positionen, an denen in SERPINE3 Substitutionen auftreten. Die Farbgebung
der Modelle ist wie in Abbildung 3 und Abbildung 21 beschrieben.

(3) SERPINE3 benétigt fiir die Inhibition von Zielproteasen einen Kofaktor

Mehrere Serpine, wie z. B. Antithrombin, HCII oder Nexin-1 bendtigen fiir eine
effiziente Inhibition bestimmter Zielproteasen die Bindung eines Kofaktors
(z. B. Heparin). Die durch den Kofaktor induzierte Steigerung der inhibitorischen
Aktivitdt kann durch Konformationsdnderung des Serpins oder durch Briickenbildung
zwischen dem Serpin und dem ebenso an den Kofaktor bindenden Zielenzym erfolgen

(Gettins, 2002b; Huntington, 2006). Moglicherweise ist die Bindung von Heparin
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und/oder anderen Kofaktoren fiir die inhibitorische Aktivitit von SERPINE3
erforderlich.

(4) SERPINES3, ein latentes Serpin?

Die Studien mit der Mutante ,,LuckyLoop” deuten darauf hin, dass Trypsin eine
Zielprotease von SERPINE3 sein konnte. Das in HEK293-EBNA-Zellen produzierte
SERPINE3 bildete aber keine SDS-stabilen Komplexe mit der Protease. Ebenso wenig
konnten RSL-gespaltene Formen von SERPINE3 detektiert werden. Generell fiel bei
den Versuchen mit dem in eukaryotischen Zellen produzierten Serpin auf, dass nie RSL-
gespaltene Formen des Serpins auftraten (Abschnitt 5.2.11). Dieser Befund ldsst
vermuten, dass der RSL des Serpins mdglicherweise nicht frei zuginglich ist, was
bedeutet, dass SERPINE3 in einer latenten Konformation vorliegen konnte
(Abbildung 45). Bislang ist nur ein Serpin bekannt (PAI-1), das unter physiologischen
Bedingungen spontan in die latente Konformation {iibergeht. PAI-1 fungiert durch
Inhibition der Proteasen tPA (tissue-type plasminogen activator) und uPA (urokinase-
type plasminogen activator) als zentraler Inhibitor der Fibrinolyse (Gils & Declerck,
2004). Obwohl der Transkriptspiegel des PAI-1-Gens in Hepatozyten und
Endothelzellen sehr hoch sind, ist die Aktivitit von PAI-1 im Plasma niedrig, da das
Serpin innerhalb von wenigen Stunden eine latente Konformation einnimmt (Levin &
Santell, 1987). Durch Bindung an Vitronectin wird die aktive Form des Serpins
stabilisiert (De Taeye et al., 2004). Moglicherweise ist auch der RSL von SERPINE3
nur in Gegenwart eines Kofaktors exponiert.

Im Zusammenhang mit der Hypothese, dass der bislang nicht mdgliche Nachweis einer
inhibitorischen Aktivitdt von SERINE3 auf einen inserierten RSL zuriickzufiihren ist, ist
wiederum der Befund interessant, dass der Bereich um Helix F nicht konserviert ist. Fiir
die Einlagerung des (nicht-gespaltenen) RSLs zwischen die Stringe s3A und s5A des
Serpins ist, wie auch bei der Komplexbildung, eine temporire Verschiebung der Helix F
erforderlich (Gettins, 2002a).

Die Tatsache, dass die im folgenden Abschnitt diskutierten in-vivo-Untersuchungen zur
endogenen Expression von SERPINE3 auf eine inhibitorische Aktivitit des Serpins
hindeuten (Abschnitt 6.2.3), ldsst vermuten, dass der bislang nicht gelungene Nachweis
der inhibitorischen Aktivitit in vitro auf das Fehlen eines Kofaktors und/oder eine

latente Konformation des Serpins zurlickzufiihren ist.
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Abbildung 45: SERPINE3 in latenter Konformation. Links dargestellt ist die RSL-exponierte
Konformation von SERPINE3 (siche Abbildung 44). Rechts dargestellt ist SERPINE3 in der latenten
Konformation. Das Modell basiert auf den Kristallstrukturdaten von latentem PAI-1 (PDB-Code: 1dvnA)
und RSL-gespaltenem Maus-Neuroserpin (PDB-Code: 1jjoD). Die Farbgebung der Modelle ist wie in
Abbildung 44 beschrieben.

6.2.3 Studien zur endogenen Expression von SERPINE3 - Hinweise
auf eine inhibitorische Aktivitat

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig die endogene Expression von SERPINE3
auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abschnitt 5.2.12). Durch Immuno-
affinitidtschromatographie gelang es, SERPINE3 spezifisch aus den Kulturiiberstanden
der Brustkrebszelllinie MCF-7 anzureichern. In dieser Zelllinie war zuvor ein hoher
SERPINE3-Transkriptspiegel nachgewiesen worden (Abschnitt 5.2.12). Zur
Anreicherung des Serpins wurden Antikorper gegen SERPINE3 verwendet, die im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt und durch Affinitdtschromatographie gereinigt wurden
(Abschnitt 5.2.6). Das sezernierte Serpin (57 kD) hat die gleiche Grole wie das
rekombinant in HEK293-EBNA Zellen produzierte Serpin. Neben dem freien Serpin
wurden mit Hilfe der Immunoaffinitdtschromatographie noch weitere, deutlich gréBere
Proteine angereichert (110, 170 und 190 kD). Die Tatsache, dass die Anreicherung
dieser Proteine mit affinititsgereinigten Anti-SERPINE3 Antikorpern erfolgte,
unterstreicht die Spezifitit des Nachweises. Es ist daher wahrscheinlich, dass die

hochmolekularen Proteine SERPINE3 in komplexierter Form reprasentieren, wobei die
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potenziellen Interaktionspartner eine GroBe von 50 bzw. 110-130 kD aufweisen.
Interessanterweise konnte dieses Ergebnis erst wieder verldsslich reproduziert werden,
nachdem die Zellen unter Zusatz des Serinprotease-Inhibitors Pefabloc kultiviert
wurden (Feicht, nicht verdffentlichte Daten). Dieser Befund unterstreicht zunichst
einmal die Vermutung, dass es sich bei den zusitzlich angereicherten Proteinen um
Komplexbanden handelt, da Serpin-Protease-Komplexe sehr anfillig flir einen
proteolytischen Abbau sind (Gettins, 2002b). Weiterhin ist dieses Ergebnis im
Zusammenhang mit moglichen Zielproteasen von SERPINE3 interessant: Die Grofie
der potenziellen 170-190 kD grofBen Komplexe ldsst vermuten, dass es sich bei den
Interaktionspartnern um PCs wie PACE4 oder PC5A (ca. 115 Da) handeln konnte, da
nur diese Enzyme (soweit bekannt) ein solch groBes Molekulargewicht aufweisen
(Creemers et al., 1993; Nour et al., 2005; Rawlings et al., 2006). Aufgrund der
Ergebnisse einer RT-PCR-Studie, bei der die Expression verschiedener PCs in
Brustkrebszelllinien untersucht wurde (Cheng et al, 1997), ist es allerdings
unwahrscheinlich, dass es sich bei dem 115 kD groflen Interaktionspartner um PCS5
handelt, da keine PC5-Transkripte in der MCF-7-Zelllinie detektiert werden konnten.
Allerdings wurde PACE4-mRNA in MCF-7-Zellen nachgewiesen, weshalb der 115 kD
grof3e Interaktionspartner tatsichlich PACE4 représentieren konnte. Bei dem ca. 50 kD
groflen Interaktionspartner konnte es sich ebenso um eine PC handeln, da viele PCs
auch in verkiirzten Formen existieren (Denault ef al., 2002; Nour et al., 2005).
Andererseits konnte es sich bei dem nachgewiesenen 110 kD groB3en Protein auch um
ein Abbauprodukt der groBeren Komplexe handeln. Mehrere Studien zeigen, dass
Pefabloc die Aktivitit von PCs nur wenig beeinflusst (Cieplik et al., 1998; Jin et al.,
2005), was die Hypothese untermauert, dass es sich bei den mutmallichen
Komplexpartnern um PCs handelt. PACE4 (und PC5) kommen weiterhin aufgrund ihrer
Lokalisation als Zielenzyme von SERPINE3 in Frage. Es wurde gezeigt, dass beide PCs
an der extrazelluldiren Matrix lokalisiert sind und direkt oder indirekt an
Heparinproteoglycane der ECM binden (Tsuji et al., 2003; Nour et al., 2005).
Moglicherweise ist SERPINE3 ebenso wie diese PCs in der ECM lokalisiert. Diese
Hypothese wird durch einen Befund dieser Arbeit untermauert: Bei der Analyse der
SERPINE3-Expression in verschiedenen humanen Geweben und Plasma konnten mit
affinititsgereinigtem Anti-SERPINE3-Antiserum immunreaktive Proteine (72 kD bzw.
90 kD) in Gehirn, Herz und Niere nachgewiesen werden, nicht aber in Milz, Plazenta,
Leber und Plasma (Abschnitt 5.2.12). Der Befund, dass SERPINE3 nicht im Plasma
detektiert werden konnte, gleichzeitig aber mehrfach gezeigt wurde, dass SERPINE3
sekretiert wird (Abschnitte 5.2.9 und 5.2.12), spricht dafiir, dass das Protein in der ECM
lokalisiert sein konnte. Allerdings stellt sich die Frage, ob das in Gehirn, Niere und Herz
detektierte Protein wirklich SERPINE3 reprisentiert, da das dort nachgewiesene Protein

wiederum deutlich grofer ist als berechnet. Im Gegensatz zur MCF-7-Zelllinie konnte
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in Gewebsextrakten kein Protein detektiert werden, dessen GréBe der des freien Serpins
entspricht. Die Tatsache, dass immunreaktive Banden in genau den Geweben
nachgewiesen wurden, in denen der Real-Time-PCR-Studie zu Folge eine hohe
SERPINE3-Expression vorliegt (Badola et al, 2006), deutet darauf hin, dass die
90 kD-Bande SERPINE3 in komplexierter Form reprisentiert. Laut dieser Studie liegt
eine sehr starke SERPINE3-Expression u. a. in Gehirn, im Herz und in der Niere vor. In
der Milz ist die Expression etwas schwicher und in der Leber sehr schwach.
Plazentagewebe wurde nicht untersucht. Die Tatsache, dass freies SERPINE3 nicht
detektiert werden konnte, ldsst sich moglicherweise dadurch erkliaren, dass SERPINE3
in allen Geweben komplexiert vorliegt. Diese Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass
z. B. auch humanes PI8 innerhalb von sehr kurzer Zeit nach der Aktivierung von
Blutpléttchen nur noch in Form eines Komplexes mit Furin nachweisbar ist (Leblond e?
al., 2006). Allerdings féllt auf, dass der mutmaBliche Komplexpartner von SERPINE3
in den humanen Geweben eine deutlich geringere GroBe (ca. 30 kD) aufweist als die
postulierten Interaktionspartner in den Kulturiiberstinden von MCF-7-Zellen. Dieser
Befund lédsst sich vielleicht dadurch erkldren, dass viele Serpine unterschiedliche
Proteasen inhibieren. Das naheliegendste Beispiel ist wohl B/-Spnl, das in vitro Furin,
PC1/3 und Trypsin inhibiert.

Zusammenfassend deuten die Expressionsstudien darauf hin, dass SERPINE3 ein
inhibitorisches Serpin ist, das moglicherweise in der ECM lokalisiert ist. Eine
massenspektrometrische Analyse der hochmolekularen Banden aus MCF-7
Kulturstinden konnte Aufschluss dariiber geben, ob und welche Proteasen SERPINE3
hemmt. Der Nachweis potenzieller Komplexe in vivo und die bislang nicht gelungene
Nachweis einer inhibitorische Aktivitit in vitro deuten darauf hin, dass SERPINE3 fiir
seine Aktivitdt einen Kofaktor bendtigt oder dass das Serpin wie PAI-1 sehr schnell in

eine latente, nicht inhibitorische Konformation t{ibergeht.

6.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Serpine charakterisiert, die aufgrund ihrer RSL-
Sequenz und ihrer postulierten Lokalisation als physiologische Inhibitoren von PCs in
Frage kommen. Es konnte nachgewiesen werden, dass B/-Spnl Furin und PC1/3 hemmt
und dass der Inhibitor aufgrund seines ER-Retentionssignals im sekretorischen Pfad
zuriickgehalten wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass B/-Spnl die Aktivitdt
von PCs in Branchiostoma reguliert. Um diese Hypothese zu erhérten, wére es
interessant zu untersuchen, ob und wie B/-Spnl mit seinen postulierten Zielenzymen,
den Branchiostoma-PCs, reagiert. Zur Untersuchung dieser Fragestellung miissten die

verschiedenen PCs rekombinant exprimiert werden. Da das Genomprojekt von
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Branchiostoma californiensis mittlerweile sehr weit fortgeschritten ist, ist es ebenso
vorstellbar, dass diese Fragestellung durch die Analyse von Proteinextrakten von
Branchiostoma untersucht werden kann. Die spezifische Anreicherung von B/-Spnl-
Proteinen tliber Immunoaffinitdtschromatographie mit B/-Spnl-spezifischen Antikor-
pern, verbunden mit einer anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse, ist hierfiir
ein zielflihrender Ansatz. Ein weiteres interessantes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass Bl-
Spnl im Gegensatz zu Dm-Spn4A/E keine inhibitorische Aktivitit gegeniiber PC2 zeigt.
Da selektive PC-Inhibitoren sowohl von wissenschaftlicher als auch von medizinischer
Relevanz sind, wire es interessant zu untersuchen, ob und wie B/-Spnl mit den anderen
PCs (PACE4 PC5 und PC7) reagiert. In diesem Zusammenhang wire auch die Analyse
der bestehenden RSL-Mutanten von B/-Spnl von Interesse.

In dieser Arbeit wurde erstmalig die Expression des humanen Serpins SERPINE3 auf
Proteinebene nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass SERPINE3 sekretiert wird
und die Analysen zur Gewebsexpression von SERPINE3 deuten darauf hin, dass das
Serpin moglicherweise in der ECM lokalisiert ist. Die Vermutung, dass SERPINE3 ein
Hemmstoff von PCs ist, konnte jedoch bislang nicht bestitigt werden. Die Studien zur
Mutante ,,LuckyLoop®“ und weitere Befunde implizieren, dass SERPINE3 in einer
latenten Konformation vorliegt und/oder dass es fiir seine Aktivitit die Bindung eines
Kofaktors benotigt. Daher ist die Aufkldrung der SERPINE3-Konformation (durch
Thermostabilititstests, denaturierende Harnstoffgradientengelelektrophorese und/oder
andere Tests) wichtig. Sollte sich herausstellen, dass SERPINE3 tatsdchlich in dieser
stabileren Konformation vorliegt, so kann das Serpin durch Denaturierung und
Renaturierung wieder in die RSL-exponierte Form umgewandelt werden und
anschlieend erneut  auf  seine inhibitorische  Aktivitét (z. B. in
Komplexierungsversuchen mit Trypsin) getestet werden. Eine massenspektrometrische
Analyse der aus den Kulturiiberstinden der MCF-7-Zelllinie angereicherten
hochmolekularen Proteine konnte dariiber hinaus ein interessanter Ansatz zur Klirung
der Funktion von SERPINES3 sein.

114



LITERATURVERZEICHNIS

7 Literaturverzeichnis

Aden, D.P., Fogel, A., Plotkin, S., Damjanov, I. & Knowles, B.B. (1979) Controlled
synthesis of HBsAg in a differentiated human liver carcinoma-derived cell line.
Nature, 282, 615-616.

Akinc, A., Thomas, M., Klibanov, A.M. & Langer, R. (2005) Exploring
polyethylenimine-mediated DNA transfection and the proton sponge hypothesis.
J Gene Med, 7, 657-663.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. & Walter, P. (2002) Molecular
Biology of the Cell. 4th Edition. Garland Publishing, New York.

Allan, B.B. & Balch, W.E. (1999) Protein sorting by directed maturation of Golgi
compartments. Science, 285, 63-66.

Anderson, E.D., Thomas, L., Hayflick, J.S. & Thomas, G. (1993) Inhibition of HIV-1
gpl60-dependent membrane fusion by a furin-directed alpha 1-antitrypsin
variant. J Biol Chem, 268, 24887-24891.

Anderson, E.D., VanSlyke, J.K., Thulin, C.D., Jean, F. & Thomas, G. (1997) Activation
of the furin endoprotease is a multiple-step process: requirements for
acidification and internal propeptide cleavage. Embo J, 16, 1508-1518.

Askew, D.J., Cataltepe, S., Kumar, V., Edwards, C., Pace, S.M., Howarth, R.N., Pak,
S.C., Askew, Y.S., Bromme, D., Luke, C.J., Whisstock, J.C. & Silverman, GA.
(2007) SERPINBI1 is a new noninhibitory intracellular serpin. Common single
nucleotide polymorphisms in the scaffold impair conformational change. J Biol
Chem, 282, 24948-24960.

Badola, S., Spurling, H., Robison, K., Fedyk, E.R., Silverman, GA., Strayle, J.,
Kapeller, R. & Tsu, C.A. (2006) Correlation of serpin-protease expression by
comparative analysis of real-time PCR profiling data. Genomics, 88, 173-184.

Baldi, L., Muller, N., Picasso, S., Jacquet, R., Girard, P., Thanh, H.P., Derow, E. &
Wurm, F.M. (2005) Transient gene expression in suspension HEK-293 cells:
application to large-scale protein production. Biotechnol Prog, 21, 148-153.

Bar-Peled, M. & Raikhel, N.V. (1996) A method for isolation and purification of
specific antibodies to a protein fused to the GST. Anal Biochem, 241, 140-142.

Basak, A. (2005) Inhibitors of proprotein convertases. J Mol Med, 83, 844-855.

Basak, A., Toure, B.B., Lazure, C., Mbikay, M., Chretien, M. & Seidah, N.G. (1999)
Enzymic characterization in vitro of recombinant proprotein convertase PC4.
Biochem J, 343 Pt 1, 29-37.

Bass, J., Turck, C., Rouard, M. & Steiner, D.F. (2000) Furin-mediated processing in the
early secretory pathway: sequential cleavage and degradation of misfolded
insulin receptors. Proc Natl Acad Sci U S A, 97, 11905-11909.

Bassi, D.E., Fu, J., Lopez de Cicco, R. & Klein-Szanto, A.J. (2005) Proprotein
convertases: "master switches" in the regulation of tumor growth and
progression. Mol Carcinog, 44, 151-161.

Bendtsen, J.D., Nielsen, H., von Heijne, G. & Brunak, S. (2004) Improved prediction of
signal peptides: SignalP 3.0. J Mol Biol, 340, 783-795.

Benjannet, S., Rondeau, N., Day, R., Chretien, M. & Seidah, N.G. (1991) PC1 and PC2
are proprotein convertases capable of cleaving proopiomelanocortin at distinct
pairs of basic residues. Proc Natl Acad Sci U S A, 88, 3564-3568.

115



LITERATURVERZEICHNIS

Bergeron, E., Vincent, M.J., Wickham, L., Hamelin, J., Basak, A., Nichol, S.T.,
Chretien, M. & Seidah, N.G. (2005) Implication of proprotein convertases in the
processing and spread of severe acute respiratory syndrome coronavirus.
Biochem Biophys Res Commun, 326, 554-563.

Bergeron, F., Leduc, R. & Day, R. (2000) Subtilase-like pro-protein convertases: from
molecular specificity to therapeutic applications. J Mol Endocrinol, 24, 1-22.

Bertrand, S., Camasses, A., Paris, M., Holland, N.D. & Escriva, H. (2006) Phylogenetic
analysis of Amphioxus genes of the proprotein convertase family, including
aPC6C, a marker of epithelial fusions during embryology. Int J Biol Sci, 2, 125-
132.

Bieth, J.G. (1995) Theoretical and practical aspects of proteinase inhibition kinetics.
Methods Enzymol, 248, 59-84.

Bird, P.I., Pak, S.C., Worrall, D.M. & Bottomley, S.P. (2004) Production of recombinant
serpins in Escherichia coli. Methods, 32, 169-176.

Boudreault, A., Gauthier, D. & Lazure, C. (1998) Proprotein convertase PC1/3-related
peptides are potent slow tight-binding inhibitors of murine PC1/3 and Hfurin. J
Biol Chem, 273, 31574-31580.

Boussif, O., Lezoualc'h, F., Zanta, M.A., Mergny, M.D., Scherman, D., Demeneix, B. &
Behr, J.P. (1995) A versatile vector for gene and oligonucleotide transfer into
cells in culture and in vivo: polyethylenimine. Proc Natl Acad Sci U S 4, 92,
7297-7301.

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem, 72, 248-254.

Briining, M., Lummer, M., Bentele, C., Smolenaars, M.M., Rodenburg, K.W. & Ragg,
H. (2007) The Spn4 gene from Drosophila melanogaster is a multipurpose
defence tool directed against proteases from three different peptidase families.
Biochem J, 401, 325-331.

Cain, B.M., Vishnuvardhan, D., Wang, W., Foulon, T., Cadel, S., Cohen, P. & Beinfeld,
M.C. (2002) Production, purification, and characterization of recombinant
prohormone convertase 5 from baculovirus-infected insect cells. Protein Expr
Purif, 24, 227-233.

Cameron, A., Appel, J., Houghten, R.A. & Lindberg, 1. (2000) Polyarginines are potent
furin inhibitors. J Biol Chem, 275, 36741-36749.

Chen, J.W., Ledet, T., Orskov, H., Jessen, N., Lund, S., Whittaker, J., De Meyts, P.,
Larsen, M.B., Christiansen, J.S. & Frystyk, J. (2003) A highly sensitive and
specific assay for determination of IGF-I bioactivity in human serum. Am J
Physiol Endocrinol Metab, 284, E1149-1155.

Cheng, M., Watson, P.H., Paterson, J.A., Seidah, N., Chretien, M. & Shiu, R.P. (1997)
Pro-protein convertase gene expression in human breast cancer. Int J Cancer,
71, 966-971.

Chenna, R., Sugawara, H., Koike, T., Lopez, R., Gibson, T.J., Higgins, D.G. &
Thompson, J.D. (2003) Multiple sequence alignment with the Clustal series of
programs. Nucleic Acids Res, 31, 3497-3500.

Chomczynski, P. (1993) A reagent for the single-step simultaneous isolation of RNA,
DNA and proteins from cell and tissue samples. Biotechniques, 15, 532-534,
536-537.

Cieplik, M., Klenk, H.D. & Garten, W. (1998) Identification and characterization of
spodoptera frugiperda furin: a thermostable subtilisin-like endopeptidase. Bio/
Chem, 379, 1433-1440.

116



LITERATURVERZEICHNIS

Collins, S.J., Gallo, R.C. & Gallagher, R.E. (1977) Continuous growth and
differentiation of human myeloid leukaemic cells in suspension culture. Nature,
270, 347-349.

Constam, D.B., Calfon, M. & Robertson, E.J. (1996) SPC4, SPC6, and the novel
protease SPC7 are coexpressed with bone morphogenetic proteins at distinct
sites during embryogenesis. J Cell Biol, 134, 181-191.

Constam, D.B. & Robertson, E.J. (2000) SPC4/PACE4 regulates a TGFbeta signaling
network during axis formation. Genes Dev, 14, 1146-1155.

Cornwall, GA., Cameron, A., Lindberg, 1., Hardy, D.M., Cormier, N. & Hsia, N. (2003)
The cystatin-related epididymal spermatogenic protein inhibits the serine
protease prohormone convertase 2. Endocrinology, 144, 901-908.

Creemers, J.W., Groot Kormelink, P.J., Roebroek, A.J., Nakayama, K. & Van de Ven,
W.J. (1993) Proprotein processing activity and cleavage site selectivity of the
Kex2-like endoprotease PACE4. FEBS Lett, 336, 65-69.

Dahlen, J.R., Jean, F., Thomas, G, Foster, D.C. & Kisiel, W. (1998) Inhibition of
soluble recombinant furin by human proteinase inhibitor 8. J Biol Chem, 273,
1851-1854.

Dalton, W.T., Jr., Ahearn, M.J., McCredie, K.B., Freireich, E.J., Stass, S.A. & Trujillo,
J.M. (1988) HL-60 cell line was derived from a patient with FAB-M2 and not
FAB-M3. Blood, 71, 242-247.

Day, R., Lazure, C., Basak, A., Boudreault, A., Limperis, P., Dong, W. & Lindberg, 1.
(1998) Prodynorphin processing by proprotein convertase 2. Cleavage at single
basic residues and enhanced processing in the presence of carboxypeptidase
activity. J Biol Chem, 273, 829-836.

De Bie, I., Marcinkiewicz, M., Malide, D., Lazure, C., Nakayama, K., Bendayan, M. &
Seidah, N.G. (1996) The isoforms of proprotein convertase PCS are sorted to
different subcellular compartments. J Cell Biol, 135, 1261-1275.

De Castro, E., Sigrist, C.J., Gattiker, A., Bulliard, V., Langendijk-Genevaux, P.S.,
Gasteiger, E., Bairoch, A. & Hulo, N. (2006) ScanProsite: detection of
PROSITE signature matches and ProRule-associated functional and structural
residues in proteins. Nucleic Acids Res, 34, W362-365.

De Taeye, B., Gils, A. & Declerck, P.J. (2004) The story of the serpin plasminogen
activator inhibitor 1: is there any need for another mutant? Thromb Haemost, 92,
898-924.

Dean, F.B., Borowiec, J.A., Eki, T. & Hurwitz, J. (1992) The simian virus 40 T antigen
double hexamer assembles around the DNA at the replication origin. J Biol
Chem, 267, 14129-14137.

Delsuc, F., Brinkmann, H., Chourrout, D. & Philippe, H. (2006) Tunicates and not
cephalochordates are the closest living relatives of vertebrates. Nature, 439, 965-
968.

Dementiev, A., Dobo, J. & Gettins, P.G. (2006) Active site distortion is sufficient for
proteinase inhibition by serpins: structure of the covalent complex of alphal-
proteinase inhibitor with porcine pancreatic elastase. J Biol Chem, 281, 3452-
3457.

Denault, J., Bissonnette, L., Longpre, J., Charest, G,, Lavigne, P. & Leduc, R. (2002)
Ectodomain shedding of furin: kinetics and role of the cysteine-rich region.
FEBS Lett, 527, 309-314.

Dikeakos, J.D., Mercure, C., Lacombe, M.J., Seidah, N.G. & Reudelhuber, T.L. (2007)
PC1/3, PC2 and PC5/6A are targeted to dense core secretory granules by a
common mechanism. Febs J, 274, 4094-4102.

117



LITERATURVERZEICHNIS

Dubois, C.M., Blanchette, F., Laprise, M.H., Leduc, R., Grondin, F. & Seidah, N.G.
(2001) Evidence that furin is an authentic transforming growth factor-betal-
converting enzyme. Am J Pathol, 158, 305-316.

Eckert, R. (2005) Die N-terminale Doméne von Heparinkofaktor II: Konformation und
Bedeutung fiir die Hemmung von Thrombin. Dissertation, Technische Fakultdit,
Universitdt Bielefeld.

Edwards, C.P. & Aruffo, A. (1993) Current applications of COS cell based transient
expression systems. Curr Opin Biotechnol, 4, 558-563.

Essalmani, R., Hamelin, J., Marcinkiewicz, J., Chamberland, A., Mbikay, M., Chretien,
M., Seidah, N.G. & Prat, A. (2006) Deletion of the gene encoding proprotein
convertase 5/6 causes early embryonic lethality in the mouse. Mol Cell Biol, 26,
354-361.

Farrell, PJ., Allan, GJ., Shanahan, F., Vousden, K.H. & Crook, T. (1991) p53 is
frequently mutated in Burkitt's lymphoma cell lines. Embo J, 10, 2879-2887.

Fermentas (2004) RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit.

Fermentas (2006) GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit.

Finnerty, J.R. (2000) Evolutionary developmental biology. Head start. Nature, 408, 778-
779, 781.

Fricker, L.D., McKinzie, A.A., Sun, J., Curran, E., Qian, Y., Yan, L., Patterson, S.D.,
Courchesne, P.L., Richards, B., Levin, N., Mzhavia, N., Devi, L.A. & Douglass,
J. (2000) Identification and characterization of proSAAS, a granin-like
neuroendocrine peptide precursor that inhibits prohormone processing. J
Neurosci, 20, 639-648.

Furlong, R.F. & Holland, P.W. (2002) Were vertebrates octoploid? Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci, 357, 531-544.

Furuta, M., Yano, H., Zhou, A., Rouille, Y., Holst, J.J., Carroll, R., Ravazzola, M., Orci,
L., Furuta, H. & Steiner, D.F. (1997) Defective prohormone processing and
altered pancreatic islet morphology in mice lacking active SPC2. Proc Natl Acad
Sci U S A4, 94, 6646-6651.

Furuta, M., Zhou, A., Webb, G., Carroll, R., Ravazzola, M., Orci, L. & Steiner, D.F.
(2001) Severe defect in proglucagon processing in islet A-cells of prohormone
convertase 2 null mice. J Biol Chem, 276, 27197-27202.

Gallagher, R., Collins, S., Tryjillo, J., McCredie, K., Ahearn, M., Tsai, S., Metzgar, R.,
Aulakh, G, Ting, R., Ruscetti, F. & Gallo, R. (1979) Characterization of the
continuous, differentiating myeloid cell line (HL-60) from a patient with acute
promyelocytic leukemia. Blood, 54, 713-733.

GE Healthcare (2006) ECL Western blotting detection reagents and analysis system.

Geisse, S. & Henke, M. (2005) Large-scale transient transfection of mammalian cells: a
newly emerging attractive option for recombinant protein production. J Struct
Funct Genomics, 6, 165-170.

Gettins, P.G. (2002a) The F-helix of serpins plays an essential, active role in the
proteinase inhibition mechanism. FEBS Lett, 523, 2-6.

Gettins, P.G. (2002b) Serpin structure, mechanism, and function. Chem Rev, 102, 4751-
4804.

Giard, D.J., Aaronson, S.A., Todaro, G.J., Arnstein, P., Kersey, J.H., Dosik, H. & Parks,
W.P. (1973) In vitro cultivation of human tumors: establishment of cell lines
derived from a series of solid tumors. J Natl Cancer Inst, 51, 1417-1423.

Gils, A. & Declerck, P.J. (2004) The structural basis for the pathophysiological
relevance of PAI-I in cardiovascular diseases and the development of potential
PAI-I inhibitors. Thromb Haemost, 91, 425-437.

118



LITERATURVERZEICHNIS

Gluzman, Y. (1981) SV40-transformed simian cells support the replication of early
SV40 mutants. Cell, 23, 175-182.

Graham, F.L., Smiley, J., Russell, W.C. & Nairn, R. (1977) Characteristics of a human
cell line transformed by DNA from human adenovirus type 5. J Gen Virol, 36,
59-74.

Griffiths, G., Ericsson, M., Krijnse-Locker, J., Nilsson, T., Goud, B., Soling, H.D., Tang,
B.L., Wong, S.H. & Hong, W. (1994) Localization of the Lys, Asp, Glu, Leu
tetrapeptide receptor to the Golgi complex and the intermediate compartment in
mammalian cells. J Cell Biol, 127, 1557-1574.

Gyamera-Acheampong, C., Tantibhedhyangkul, J., Weerachatyanukul, W., Tadros, H.,
Xu, H., van de Loo, J.W., Pelletier, R.M., Tanphaichitr, N. & Mbikay, M. (2006)
Sperm from mice genetically deficient for the PCSK4 proteinase exhibit
accelerated capacitation, precocious acrosome reaction, reduced binding to egg
zona pellucida, and impaired fertilizing ability. Biol Reprod, 74, 666-673.

Hallenberger, S., Bosch, V., Angliker, H., Shaw, E., Klenk, H.D. & Garten, W. (1992)
Inhibition of furin-mediated cleavage activation of HIV-1 glycoprotein gp160.
Nature, 360, 358-361.

Hekman, C.M. & Loskutoff, D.J. (1985) Endothelial cells produce a latent inhibitor of
plasminogen activators that can be activated by denaturants. J Biol Chem, 260,
11581-11587.

Henrich, S., Cameron, A., Bourenkov, GP., Kiefersauer, R., Huber, R., Lindberg, I.,
Bode, W. & Than, M.E. (2003) The crystal structure of the proprotein processing
proteinase furin explains its stringent specificity. Nat Struct Biol, 10, 520-526.

Henrich, S., Lindberg, 1., Bode, W. & Than, M.E. (2005) Proprotein convertase models
based on the crystal structures of furin and kexin: explanation of their
specificity. J Mol Biol, 345, 211-227.

Holland, L.Z., Laudet, V. & Schubert, M. (2004) The chordate amphioxus: an emerging
model organism for developmental biology. Cell Mol Life Sci, 61, 2290-2308.

Holleman-Wieberg (1995) Lehrbuch der Anorganischen Chemie. 101. Auflage, de
Gruyter, Berlin.

Hopkins, P.C., Carrell, R.W. & Stone, S.R. (1993) Effects of mutations in the hinge
region of serpins. Biochemistry, 32, 7650-7657.

Horlick, R.A., Sperle, K., Breth, L.A., Reid, C.C., Shen, E.S., Robbins, A.K., Cooke,
GM. & Largent, B.L. (1997) Rapid generation of stable cell lines expressing
corticotropin-releasing hormone receptor for drug discovery. Protein Expr Purif,
9,301-308.

Huntington, J.A. (2006) Shape-shifting serpins - advantages of a mobile mechanism.
Trends Biochem Sci, 31, 427-435.

Huntington, J.A., Read, R.J. & Carrell, R.-W. (2000) Structure of a serpin-protease
complex shows inhibition by deformation. Nature, 407, 923-926.

Invitrogen (2003) AcTEV Protease.

Invitrogen (2006) TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing.

Irving, J.A., Pike, R.N., Lesk, A.M. & Whisstock, J.C. (2000) Phylogeny of the serpin
superfamily: implications of patterns of amino acid conservation for structure
and function. Genome Res, 10, 1845-1864.

Ishida, Y., Kubota, H., Yamamoto, A., Kitamura, A., Bachinger, H.P. & Nagata, K.
(2006) Type I collagen in Hsp47-null cells is aggregated in endoplasmic
reticulum and deficient in N-propeptide processing and fibrillogenesis. Mo/ Biol
Cell, 17, 2346-2355.

119



LITERATURVERZEICHNIS

Jean, F., Stella, K., Thomas, L., Liu, G., Xiang, Y., Reason, A.J. & Thomas, G. (1998)
alphal-Antitrypsin Portland, a bioengineered serpin highly selective for furin:
application as an antipathogenic agent. Proc Natl Acad Sci U S A, 95, 7293-
7298.

Jean, F., Thomas, L., Molloy, S.S., Liu, G, Jarvis, M.A., Nelson, J.A. & Thomas, G
(2000) A protein-based therapeutic for human cytomegalovirus infection. Proc
Natl Acad Sci U S A4, 97, 2864-2869.

Jin, W., Fuki, L.V., Seidah, N.G, Benjannet, S., Glick, J.M. & Rader, D.J. (2005)
Proprotein convertases [corrected] are responsible for proteolysis and
inactivation of endothelial lipase. J Biol Chem, 280, 36551-36559.

Johanning, K., Mathis, J.P. & Lindberg, 1. (1996) Role of PC2 in proenkephalin
processing: antisense and overexpression studies. J Neurochem, 66, 898-907.

Johnson, S., Michalak, M., Opas, M. & Eggleton, P. (2001) The ins and outs of
calreticulin: from the ER lumen to the extracellular space. Trends Cell Biol, 11,
122-129.

Kamp, P., Strathmann, A. & Ragg, H. (2001) Heparin cofactor II, antithrombin-beta and
their complexes with thrombin in human tissues. Thromb Res, 101, 483-491.

Kapust, R.B., Tozser, J., Copeland, T.D. & Waugh, D.S. (2002) The P1' specificity of
tobacco etch virus protease. Biochem Biophys Res Commun, 294, 949-955.

Khatib, A.M., Siegfried, G., Chretien, M., Metrakos, P. & Seidah, N.G. (2002)
Proprotein convertases in tumor progression and malignancy: novel targets in
cancer therapy. Am J Pathol, 160, 1921-1935.

Kibler, K.V., Miyazato, A., Yedavalli, V.S., Dayton, A.lL., Jacobs, B.L., Dapolito, G.,
Kim, S.J. & Jeang, K.T. (2004) Polyarginine inhibits gp160 processing by furin
and suppresses productive human immunodeficiency virus type | infection. J
Biol Chem, 279, 49055-49063.

Klein, G., Giovanella, B., Westman, A., Stehlin, J.S. & Mumford, D. (1975) An EBV-
genome-negative cell line established from an American Burkitt lymphoma;
receptor characteristics. EBV infectibility and permanent conversion into EBV-
positive sublines by in vitro infection. Intervirology, 5, 319-334.

Kleizen, B. & Braakman, 1. (2004) Protein folding and quality control in the
endoplasmic reticulum. Curr Opin Cell Biol, 16, 343-349.

Knight, C.G. (1995) Active-site titration of peptidases. Methods Enzymol, 248, 85-101.

Knowles, B.B., Howe, C.C. & Aden, D.P. (1980) Human hepatocellular carcinoma cell
lines secrete the major plasma proteins and hepatitis B surface antigen. Science,
209, 497-499.

Kopatz, 1., Remy, J.S. & Behr, J.P. (2004) A model for non-viral gene delivery: through
syndecan adhesion molecules and powered by actin. J Gene Med, 6, 769-776.

Kramer, O. (2007) Einfiihrung eines N-terminalen His¢-7ags am humanen SERPINE3
und eukaryotische Expression in COS-7 Zellen. Bachelorarbeit, Technische
Fakultdt, Universitdt Bielefeld.

Kriiger, O., Ladewig, J., Koster, K. & Ragg, H. (2002) Widespread occurrence of serpin
genes with multiple reactive centre-containing exon cassettes in insects and
nematodes. Gene, 293, 97-105.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Lamango, N.S., Zhu, X. & Lindberg, 1. (1996) Purification and enzymatic
characterization of recombinant prohormone convertase 2: stabilization of
activity by 21 kDa 7B2. Arch Biochem Biophys, 330, 238-250.

120



LITERATURVERZEICHNIS

Lambert, C., Couto, L.B., Weiss, W.A., Schultz, R.A., Thompson, L.H. & Friedberg,
E.C. (1988) A yeast DNA repair gene partially complements defective excision
repair in mammalian cells. Embo J, 7, 3245-3253.

Langone, J.J. (1982) Applications of immobilized protein A in immunochemical
techniques. J Immunol Methods, 55, 277-296.

Law, R.H., Zhang, Q., McGowan, S., Buckle, A.M., Silverman, GA., Wong, W.,,
Rosado, C.J., Langendorf, C.G,, Pike, R.N., Bird, P.I. & Whisstock, J.C. (2006)
An overview of the serpin superfamily. Genome Biol, 7, 216.

Leblond, J., Laprise, M.H., Gaudreau, S., Grondin, F., Kisiel, W. & Dubois, C.M.
(2006) The serpin proteinase inhibitor 8: an endogenous furin inhibitor released
from human platelets. Thromb Haemost, 95, 243-252.

Levin, E.G & Santell, L. (1987) Conversion of the active to latent plasminogen
activator inhibitor from human endothelial cells. Blood, 70, 1090-1098.

Lindl, T. (2002) Zell- und Gewebekultur. Spektrum Akademischer Verlag; Auflage: 5.

Lissitzky, J.C., Luis, J., Munzer, J.S., Benjannet, S., Parat, F., Chretien, M., Marvaldi, J.
& Seidah, N.G. (2000) Endoproteolytic processing of integrin pro-alpha subunits
involves the redundant function of furin and proprotein convertase (PC) 5A, but
not paired basic amino acid converting enzyme (PACE) 4, PC5B or PC7.
Biochem J, 346 133-138.

Long, GL., Chandra, T., Woo, S.L., Davie, EEW. & Kurachi, K. (1984) Complete
sequence of the cDNA for human alpha 1-antitrypsin and the gene for the S
variant. Biochemistry, 23, 4828-4837.

Luke, C.J., Pak, S.C., Askew, Y.S., Naviglia, T.L., Askew, D.J., Nobar, S.M., Vetica,
A.C., Long, O.S., Watkins, S.C., Stolz, D.B., Barstead, R.J., Moulder, G.L.,
Bromme, D. & Silverman, G.A. (2007) An intracellular serpin regulates necrosis
by inhibiting the induction and sequelae of lysosomal injury. Cell, 130, 1108-
1119.

Lundberg, K.S., Shoemaker, D.D., Adams, M.W., Short, J.M., Sorge, J.A. & Mathur,
E.J. (1991) High-fidelity amplification using a thermostable DNA polymerase
isolated from Pyrococcus furiosus. Gene, 108, 1-6.

Martens, GJ., Braks, J.A., Eib, D.W., Zhou, Y. & Lindberg, I. (1994) The
neuroendocrine polypeptide 7B2 is an endogenous inhibitor of prohormone
convertase PC2. Proc Natl Acad Sci U S A, 91, 5784-5787.

Mayer, G., Hamelin, J., Asselin, M.C., Pasquato, A., Marcinkiewicz, E., Tang, M.,
Tabibzadeh, S. & Seidah, N.G. (2007) The regulated cell-surface zymogen
activation of the proprotein convertase PC5A directs the processing of its
secretory substrates. J Biol Chem.

Mbikay, M., Tadros, H., Ishida, N., Lerner, C.P., De Lamirande, E., Chen, A., El-Alfy,
M., Clermont, Y., Seidah, N.G., Chretien, M., Gagnon, C. & Simpson, E.M.
(1997) Impaired fertility in mice deficient for the testicular germ-cell protease
PC4. Proc Natl Acad Sci U S A, 94, 6842-6846.

Melcher, K. (2000) A modular set of prokaryotic and eukaryotic expression vectors.
Anal Biochem, 277, 109-120.

Mischo, A. (2007) Production and characterization of proprotein convertase-inhibiting
serpin variants. Diplomarbeit, AG Zelluldre Genetik, Universitdt Bielefeld.
Molloy, S.S., Anderson, E.D., Jean, F. & Thomas, G. (1999) Bi-cycling the furin
pathway: from TGN localization to pathogen activation and embryogenesis.

Trends Cell Biol, 9, 28-35.

121



LITERATURVERZEICHNIS

Molloy, S.S., Thomas, L., VanSlyke, J.K., Stenberg, P.E. & Thomas, G (1994)
Intracellular trafficking and activation of the furin proprotein convertase:
localization to the TGN and recycling from the cell surface. Embo J, 13, 18-33.

Mottonen, J., Strand, A., Symersky, J., Sweet, R.M., Danley, D.E., Geoghegan, K.F.,
Gerard, R.D. & Goldsmith, E.J. (1992) Structural basis of latency in
plasminogen activator inhibitor-1. Nature, 355, 270-273.

Muller, L. & Lindberg, 1. (1999) The cell biology of the prohormone convertases PC1
and PC2. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol, 63, 69-108.

Muller, L., Zhu, X. & Lindberg, I. (1997) Mechanism of the facilitation of PC2
maturation by 7B2: involvement in ProPC2 transport and activation but not
folding. J Cell Biol, 139, 625-638.

Munro, S. & Pelham, H.R. (1987) A C-terminal signal prevents secretion of luminal ER
proteins. Cell, 48, 899-907.

Munzer, J.S., Basak, A., Zhong, M., Mamarbachi, A., Hamelin, J., Savaria, D., Lazure,
C., Hendy, GN., Benjannet, S., Chretien, M. & Seidah, N.G. (1997) In vitro
characterization of the novel proprotein convertase PC7. J Biol Chem, 272,
19672-19681.

Nakayama, K. (1997) Furin: a mammalian subtilisin/Kex2p-like endoprotease involved
in processing of a wide variety of precursor proteins. Biochem J, 327 ( Pt 3),
625-635.

New England Biolabs (2006) Quick Ligation™ Kit.

Nour, N., Basak, A., Chretien, M. & Seidah, N.G. (2003) Structure-function analysis of
the prosegment of the proprotein convertase PC5A. J Biol Chem, 278, 2886-
2895.

Nour, N., Mayer, G., Mort, J.S., Salvas, A., Mbikay, M., Morrison, C.J., Overall, C.M. &
Seidah, N.G. (2005) The cysteine-rich domain of the secreted proprotein
convertases PC5A and PACE4 functions as a cell surface anchor and interacts
with tissue inhibitors of metalloproteinases. Mol Biol Cell, 16, 5215-5226.

Oberkofler, H., Schraml, E., Krempler, F. & Patsch, W. (2004) Restoration of sterol-
regulatory-element-binding protein-lc gene expression in HepG2 cells by
peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator-1lalpha. Biochem
J, 381, 357-363.

Oley, M. (2006) Identifizierung von Zielproteasen fiir das multifunktionelle Serpin-Gen
Spn4. Dissertation, Technische Fakultdt, Universitdt Bielefeld.

Oley, M., Letzel, M.C. & Ragg, H. (2004) Inhibition of furin by serpin Spn4A from
Drosophila melanogaster. FEBS Lett, 577, 165-169.

Oliva, A.A., Jr,, Chan, S.J. & Steiner, D.F. (2000) Evolution of the prohormone
convertases: identification of a homologue of PC6 in the protochordate
amphioxus. Biochim Biophys Acta, 1477, 338-348.

Oliva, A.A., Jr., Steiner, D.F. & Chan, S.J. (1995) Proprotein convertases in amphioxus:
predicted structure and expression of proteases SPC2 and SPC3. Proc Natl Acad
Sci US A4, 92,3591-3595.

Ornstein, L. (1964) Disc Electrophoresis. I. Background and Theory. Ann N Y Acad Sci,
121, 321-349.

Osborne, A.R., Rapoport, T.A. & van den Berg, B. (2005) Protein translocation by the
Sec61/SecY channel. Annu Rev Cell Dev Biol, 21, 529-550.

Osterwalder, T., Kuhnen, A., Leiserson, WM., Kim, Y.S. & Keshishian, H. (2004)
Drosophila serpin 4 functions as a neuroserpin-like inhibitor of subtilisin-like
proprotein convertases. J Neurosci, 24, 5482-5491.

122



LITERATURVERZEICHNIS

Owen, M.C., Brennan, S.O., Lewis, J.H. & Carrell, R.W. (1983) Mutation of antitrypsin
to antithrombin. alpha I-antitrypsin Pittsburgh (358 Met leads to Arg), a fatal
bleeding disorder. N Engl J Med, 309, 694-698.

Pelham, H.R. (1996) The dynamic organisation of the secretory pathway. Cell Struct
Funct, 21, 413-419.

Pemberton, P.A., Stein, P.E., Pepys, M.B., Potter, J.M. & Carrell, R.W. (1988) Hormone
binding globulins undergo serpin conformational change in inflammation.
Nature, 336, 257-258.

Promega (2007) pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems.

Qiagen (2002) QIAquick Spin Handbook.

Qiagen (2004) Purification of Total DNA from Animal Tissues.

Qiagen (2005) HiSpeed® Plasmid Purification Handbook.

Rabah, N., Gauthier, D.J., Gauthier, D. & Lazure, C. (2004) Improved PC1/3 production
through recombinant expression in insect cells and larvae. Protein Expr Purif,
37,377-384.

Ragg, H. (2007) The role of serpins in the surveillance of the secretory pathway. Cell
Mol Life Sci, 64, 2763-2770.

Ragg, H., Lokot, T., Kamp, P.B., Atchley, W.R. & Dress, A. (2001) Vertebrate serpins:
construction of a conflict-free phylogeny by combining exon-intron and
diagnostic site analyses. Mol Biol Evol, 18, 577-584.

Rawlings, N. & Barrett, A.J. (2004) The clans and families of cysteine peptidases.
Handbook of proteolytic enzymes (Abschnitt: The clans and families of cysteine
peptidases) Elsevier Academic Press, London, pp. 1051-1069.

Rawlings, N.D., Morton, F.R. & Barrett, A.J. (2006) MEROPS: the peptidase database.
Nucleic Acids Res, 34, D270-272.

Richer, M.J., Keays, C.A., Waterhouse, J., Minhas, J., Hashimoto, C. & Jean, F. (2004)
The Spn4 gene of Drosophila encodes a potent furin-directed secretory pathway
serpin. Proc Natl Acad Sci U S A4, 101, 10560-10565.

Roche (2007) Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets provided in a glass vial.

Rockwell, N.C., Krysan, D.J., Komiyama, T. & Fuller, R.S. (2002) Precursor processing
by kex2/furin proteases. Chem Rev, 102, 4525-4548.

Rodriguez-Boulan, E. & Miisch, A. (2005) Protein sorting in the Golgi complex:
shifting paradigms. Biochim Biophys Acta, 1744, 455-464.

Roebroek, A.J., Umans, L., Pauli, I.G,, Robertson, E.J., van Leuven, F., Van de Ven, W.J.
& Constam, D.B. (1998) Failure of ventral closure and axial rotation in embryos
lacking the proprotein convertase Furin. Development, 125, 4863-4876.

Rothman, J.E. & Wieland, F.T. (1996) Protein sorting by transport vesicles. Science,
272,227-234.

Rouille, Y., Martin, S. & Steiner, D.F. (1995) Differential processing of proglucagon by
the subtilisin-like prohormone convertases PC2 and PC3 to generate either
glucagon or glucagon-like peptide. J Biol Chem, 270, 26488-26496.

Saga, S., Nagata, K., Chen, W.T. & Yamada, K.M. (1987) pH-dependent function,
purification, and intracellular location of a major collagen-binding glycoprotein.
J Cell Biol, 105, 517-527.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Horn, G.T., Erlich, H.A. & Arnheim,
N. (1985) Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, 230, 1350-
1354.

123



LITERATURVERZEICHNIS

Salvas, A., Benjannet, S., Reudelhuber, T.L., Chretien, M. & Seidah, N.G. (2005)
Evidence for proprotein convertase activity in the endoplasmic reticulum/early
Golgi. FEBS Lett, 579, 5621-5625.

Sambrook, J. & Russell, D.W. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3 Vol.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, U.S.

Scamuffa, N., Calvo, F., Chretien, M., Seidah, N.G. & Khatib, A.M. (2006) Proprotein
convertases: lessons from knockouts. Faseb J, 20, 1954-1963.

Schechter, 1. & Berger, A. (1967) On the size of the active site in proteases. I. Papain.
Biochem Biophys Res Commun, 27, 157-162.

Schechter, N.M. & Plotnick, M.I. (2004) Measurement of the kinetic parameters
mediating protease-serpin inhibition. Methods, 32, 159-168.

Schick, C., Kamachi, Y., Bartuski, A.J., Cataltepe, S., Schechter, N.M., Pemberton, P.A.
& Silverman, G.A. (1997) Squamous cell carcinoma antigen 2 is a novel serpin
that inhibits the chymotrypsin-like proteinases cathepsin G and mast cell
chymase. J Biol Chem, 272, 1849-1855.

Schwede, T., Kopp, J., Guex, N. & Peitsch, M.C. (2003) SWISS-MODEL: An
automated protein homology-modeling server. Nucleic Acids Res, 31, 3381-
3385.

Seidah, N.G. & Chretien, M. (1999) Proprotein and prohormone convertases: a family
of subtilases generating diverse bioactive polypeptides. Brain Res, 848, 45-62.

Seidah, N.G., Day, R., Hamelin, J., Gaspar, A., Collard, M.W. & Chretien, M. (1992)
Testicular expression of PC4 in the rat: molecular diversity of a novel germ cell-
specific Kex2/subtilisin-like proprotein convertase. Mol Endocrinol, 6, 1559-
1570.

Seidah, N.G., Khatib, A.M. & Prat, A. (2006) The proprotein convertases and their
implication in sterol and/or lipid metabolism. Biol Chem, 387, 871-877.

Siezen, R.J. & Leunissen, J.A. (1997) Subtilases: the superfamily of subtilisin-like
serine proteases. Protein Sci, 6, 501-523.

Sigma (2001) ProteoMass Protein MALDI-MS Calibration Kit.

Sigma (2006) Protease Inhibitor Cocktail for use with mammalian cell and tissue
extracts.

Silverman, GA., Bird, P.I., Carrell, R.-W., Church, F.C., Coughlin, P.B., Gettins, P.G,
Irving, J.A., Lomas, D.A., Luke, C.J., Moyer, R.W., Pemberton, P.A., Remold-
O'Donnell, E., Salvesen, G.S., Travis, J. & Whisstock, J.C. (2001) The serpins
are an expanding superfamily of structurally similar but functionally diverse
proteins. Evolution, mechanism of inhibition, novel functions, and a revised
nomenclature. J Biol Chem, 276, 33293-33296.

Smeekens, S.P., Montag, A.G., Thomas, G., Albiges-Rizo, C., Carroll, R., Benig, M.,
Phillips, L.A., Martin, S., Ohagi, S., Gardner, P. & et al. (1992) Proinsulin
processing by the subtilisin-related proprotein convertases furin, PC2, and PC3.
Proc Natl Acad Sci U S A, 89, 8822-8826.

Soule, H.D., Vazguez, J., Long, A., Albert, S. & Brennan, M. (1973) A human cell line
from a pleural effusion derived from a breast carcinoma. J Natl Cancer Inst, 51,
1409-1416.

Stratagene (2004) QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual.

Stratikos, E. & Gettins, P.G. (1999) Formation of the covalent serpin-proteinase
complex involves translocation of the proteinase by more than 70 A and full
insertion of the reactive center loop into beta-sheet A. Proc Natl Acad Sci U S A4,
96, 4808-4813.

124



LITERATURVERZEICHNIS

Subbarao, K., Klimov, A., Katz, J., Regnery, H., Lim, W., Hall, H., Perdue, M., Swayne,
D., Bender, C., Huang, J., Hemphill, M., Rowe, T., Shaw, M., Xu, X., Fukuda,
K. & Cox, N. (1998) Characterization of an avian influenza A (H5N1) virus
isolated from a child with a fatal respiratory illness. Science, 279, 393-396.

Subramanian, A.R., Weyer-Menkhoff, J., Kaufmann, M. & Morgenstern, B. (2005)
DIALIGN-T: an improved algorithm for segment-based multiple sequence
alignment. BMC Bioinformatics, 6, 66.

Sucic, J.F., Moehring, J.M., Inocencio, N.M., Luchini, J.JW. & Moehring, T.J. (1999)
Endoprotease PACE4 is Ca2+-dependent and temperature-sensitive and can
partly rescue the phenotype of a furin-deficient cell strain. Biochem J, 339 639-
647.

Tasab, M., Batten, M.R. & Bulleid, N.J. (2000) Hsp47: a molecular chaperone that
interacts with and stabilizes correctly-folded procollagen. Embo J, 19, 2204-
2211.

Taylor, N.A., Van De Ven, W.J. & Creemers, J.W. (2003) Curbing activation: proprotein
convertases in homeostasis and pathology. Faseb J, 17, 1215-1227.

Tennant, J.R. (1964) Evaluation of the Trypan Blue Technique for Determination of Cell
Viability. Transplantation, 2, 685-694.

Thomas, G. (2002) Furin at the cutting edge: from protein traffic to embryogenesis and
disease. Nat Rev Mol Cell Biol, 3, 753-766.

Toédtmann, U. (2004) Klonierung, rekombinante Expression und Charakterisierung von
Serpinl aus Branchiostoma lanceolatum. Dissertation, Technische Fakultdt,
Universitit Bielefeld.

Towbin, H., Stachelin, T. & Gordon, J. (1979) Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications.
Proc Natl Acad Sci U S A, 76, 4350-4354.

Trombetta, E.S. & Parodi, A.J. (2003) Quality control and protein folding in the
secretory pathway. Annu Rev Cell Dev Biol, 19, 649-676.

Tsuji, A., Ikoma, T., Hashimoto, E. & Matsuda, Y. (2002) Development of selectivity of
alphal-antitrypsin variant by mutagenesis in its reactive site loop against
proprotein convertase. A crucial role of the P4 arginine in PACE4 inhibition.
Protein Eng, 15, 123-130.

Tsuji, A., Sakurai, K., Kiyokage, E., Yamazaki, T., Koide, S., Toida, K., Ishimura, K. &
Matsuda, Y. (2003) Secretory proprotein convertases PACE4 and PCOA are
heparin-binding proteins which are localized in the extracellular matrix.
Potential role of PACE4 in the activation of proproteins in the extracellular
matrix. Biochim Biophys Acta, 1645, 95-104.

Ulloa, L., Creemers, J.W., Roy, S., Liu, S., Mason, J. & Tabibzadeh, S. (2001) Lefty
proteins exhibit unique processing and activate the MAPK pathway. J Biol
Chem, 276, 21387-21396.

Vey, M., Schafer, W., Berghofer, S., Klenk, H.D. & Garten, W. (1994) Maturation of the
trans-Golgi network protease furin: compartmentalization of propeptide
removal, substrate cleavage, and COOH-terminal truncation. J Cell Biol, 127,
1829-1842.

Whisstock, J.C., Skinner, R., Carrell, RW. & Lesk, A.M. (2000) Conformational
changes in serpins: I. The native and cleaved conformations of alpha(1)-
antitrypsin. J Mol Biol, 295, 651-665.

Xiao, G., Chung, T.F., Pyun, H.Y., Fine, R.E. & Johnson, R.J. (1999) KDEL proteins are
found on the surface of NG108-15 cells. Brain Res Mol Brain Res, 72, 121-128.

125



LITERATURVERZEICHNIS

Yates, J.L., Warren, N. & Sugden, B. (1985) Stable replication of plasmids derived from
Epstein-Barr virus in various mammalian cells. Nature, 313, 812-815.

Zaluzec, E.J., Gage, D.A. & Watson, J.T. (1995) Matrix-assisted laser desorption
ionization mass spectrometry: applications in peptide and protein
characterization. Protein Expr Purif, 6, 109-123.

Zhou, A., Martin, S., Lipkind, G., LaMendola, J. & Steiner, D.F. (1998) Regulatory roles
of the P domain of the subtilisin-like prohormone convertases. J Biol Chem, 273,
11107-11114.

Zhou, Y. & Lindberg, 1. (1994) Enzymatic properties of carboxyl-terminally truncated
prohormone convertase 1 (PCI1/SPC3) and evidence for autocatalytic
conversion. J Biol Chem, 269, 18408-18413.

Zhu, X., Zhou, A., Dey, A., Norrbom, C., Carroll, R., Zhang, C., Laurent, V., Lindberg,
I., Ugleholdt, R., Holst, J.J. & Steiner, D.F. (2002) Disruption of PC1/3
expression in mice causes dwarfism and multiple neuroendocrine peptide
processing defects. Proc Natl Acad Sci U S 4,99, 10293-10298.

126



ANHANG

8 Anhang

8.1 Vektorkarten

In Abbildung 46 bzw. Abbildung 47 sind die Karten der Vektoren pKM-263, pCEP4,
pcDNA3.1+ und pSecTag2B dargestellt. Die Vektoren wurden zur Herstellung von
Expressionskonstrukten flir die Serpine B/-Spnl und SERPINE3 verwendet
(Abschnitt 4.3.11).

Der bakterielle Expressionsvektor pKM-263 (Euroscarf, Frankfurt) kodiert fiir GST aus
Schistosoma japonicum mit einem N-terminalen Hise-Tag. Zwischen der multiple
cloning site (MCS) und der Hiss-GST-Sequenz befindet sich die Spaltsequenz der TEV-
Protease. Die Expression von Hise-GST-Fusionsproteinen steht unter der Kontrolle
eines T7-Promotors (Melcher, 2000).

pCEP4 (Invitrogen) ist ein sich episomal replizierender Sduger-Expressionsvektor mit
einem starken Cytomegalovirus-Promotor (CMV). Der EBV Replikationsursprung
(ori P) und das EBNA-1-Gen (kodiert fiir das nukledre Antigen) erlauben die
extrachromosomale Replikation des Plasmids. pCEP4 trdgt eine Hygromycin-
Resistenzkassette zur Selektion transfizierter Sdugerzellen. Zur Replikation in E. coli
besitzt pCEP4 den pUC Replikationsursprung (pUC ori).

MCS Konl
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Notl

Xhol
BamHI

AromycinR
\
10000

—8000

5000 2000~

pC EP4 ori P
pUC Ori 10186 bp

6000 4000
AmpR / A
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pKM-263 1000
5151 bp

—4000

3000 2000
/

Abbildung 46: Die Vektoren pKM-263 und pCEP4
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Die Vektoren pcDNA3.1+ und pSecTag2B (Invitrogen) eignen sich zur transienten und
stabilen Expression von Fremdgenen in Sdugerzelllinien. Beide Vektoren besitzen den
Replikationsursprung von SV40 (SV40 ori) und werden in Zelllinien, die das grofle
T-Antigen des SV40 Virus exprimieren (z. B. COS-7), episomal repliziert. Die
Expression von Fremdgenen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Zur
Herstellung von stabilen Zelllinien besitzt pSecTag2B ein Zeocin-Resistenzgen
(ZeocinR), pcDNA3.1+ ein Neomycin-Resistenzgen (NeomycinR). Beide Vektoren
lassen sich in E. coli vervielfaltigen, da sie iiber einen pUC ori verfiigen. Der Vektor
pSecTag2B ist ein Derivat von pcDNA3.1+. Er enthdlt stromaufwirts der MCS die
IgG k-Signalsequenz der Maus, die eine effiziente Sekretion des exprimierten
Fremdgens bewirken soll. Stromabwirts von der MCS befindet sich eine c-myc-
Sequenz, auf die direkt eine His¢-Sequenz folgt. Der Vektor ermdglicht daher die

Expression von Proteinen, die C-terminal einen c-myc- und Hisg-7ag enthalten.

Hindlll BamH|l ER|

Kp7 Xhol
“ c-myc—His,--TAA

AmpR
\

Nhel

ATG --1gG Signalpepti$

5000 _
B 1000 oA
~ 4000 PSecTag2B 0® pcDNA3.1+
5163 bp —4000 5428 bp
pUC ori pUC ori

3000 20 OQ 3000 2000
/ /

N
SV40 ori
NeomycinR ~_g»

SV40 ori

ZeocinR

Abbildung 47: Die Vektoren pSecTag2B und pcDNA3.1+

128



8.2

Primer
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In den folgenden Tabellen sind die in der Arbeit verwendeten Primer aufgelistet. Die

Primer wurden von den Firmen MWG-Biotech und Invitrogen bezogen. Die

Orientierung der Primer ist durch ,,+* (forward) bzw. ,,-* (reverse) angezeigt.

Tabelle 33: Primer zur Analyse der B/-Spnl Genstruktur

Name

Sequenz (5> — 3°)

Bindeposition (AJ548509)

1 BLSpl_6+ CATTGCAGACAAAGCACCGC 49-68 (BI-Spnl cDNA)

2 BLS1c-nes2 CCTCAAACTTGCGTTCCCAGCT 709-730 (BI-Spnl cDNA)

3 BLSp1_8- TGCGCCCTCTGTGTTTCC 568-585 (BI-Spnl cDNA)

4 BLSp1_9- ATGGCCAGACAGGTGGAGA 299-317 (BI-Spnl cDNA)

5 BLSpl_2+ TATCTCCACCTGTCTGGCCAT 297-317 (BI-Spnl cDNA)

6 BL2_f5+ CCCGTGGACTTCAGTGGA 553-570 (BI-Spnl cDNA)

7 BLSp1_4- CCTTGATACGGACTGGAGTTC 1462-1482 (BI-Spnl cDNA)

BLSIc+nes2+

AGCTGGGAACGCAAGTTTGAGG

709-730 (BI-Spnl cDNA);

BLSpW_1+

GTGACCTTCACGTCAGC

3329-3345 (BI-Spnl Gen)

10

BLSp3#UTR_2-

GCAACAAAGGTGATTCTCATAATGC

1827-1851(BI-Spn1 cDNA)

11

BLSp3#UTR_3-

GGCAGAAGGGCTGACTGTTG

2061-2080 (BI-Spnl cDNA)

Zur Amplifikation {iberlappender Teilfragmente des BI-Spnl-Gens wurden folgende Primerpaare
verwendet: 1/2, 1/3, 1/4, 5/3, 6/7, 8/7, 9/10, 9/11. Die Bindepositionen der Primer beziehen sich auf die in
Klammern angegebene Genbank ™-Zugangsnummer.

Tabelle 34: Primer zur Herstellung von Expressionskonstrukten

Sequenz (5* — 3°)

Zur Herstellung

von

CAAGAGCAGCGCCGTCGCC

12 | BLSploKDEL- CGGGAATTCTTATGTAGTTAATCCTTCTGGTC pCB3.1Spn1Mut
13 | E3_5’UTR CCTGCATCTCTTCCCTCTGAA pTOPO_E3
14 | E3_3’UTR GCATTGATGAAAGTGGAGAACATGC pTOPO_E3
15 | E3_F1+ TCCATGCCGCCTTTCCTGA pTOPO_E3
16 | E3_F2- TTAGTCTAGGGGATTTGAAACTCTCC pTOPO_E3
CATCTCGAGAATCTTTATTTTCAGGCAAATGGCCA
17 | pKMXhoE3-+neu pKM_INA E3
CCTCCGTGAA
pKMNCcoE3- GGGGCCATGGTTAGTCTAGGGGATTTGAAACTCT
18 pKM INA E3
neuCT cC
GGCGACGGCGCTGCTCTTGTTGAAACGATCACGG
19 | LuckyLoop+ pLuckyLoop
GATGGGGAGACG
CGTCTCCCCATCCCGTGATCGTTTCAA
20 | LuckyLoop- pLuckyLoop
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Fortsetzung der Tabelle 34

Zur Herstellung

Nr. = Name Sequenz (5 — 3’)
von
21 | pSecE3+ + AAAGGTACCCACCTCCGTGAAGGAATGAC pTerminator3A
22 | Sec E3 Frame- - CCTCCTCGAGCGTCTAGGGGAT pTerminator3A
23 | E3_Kozak+ + GGTGGAATTCGCGCCACCATGGCGCCTTTCCTG pKKS-E3
24 | E3_Kozak- - CAGGAAAGGCGCCATGGTGGCGCGAATTCCACC | pKKS-E3
25 | E3_P1Mut+ + CTGTTGTTATTGAAAGCGTCTCGGATTCC pT3C-P1A
26 | E3_P1Mut- - GGAATCCGAGACGCTTTCAATAACAACAG pT3C-P1A
27 | E3_P2Mut+ + CTCTGTTGTTATTGGCAAGGTCTCGGATTC pT3C-P2A
28 | E3_P2Mut- - GAATCCGAGACCTTGCCAATAACAACAGAG pT3C-P2A

Zur Herstellung der aufgefiihrten Expressionskonstrukte (Spalte 5) wurden die Primer, wie in Abschnitt
4.3.11 angegeben, miteinander kombiniert. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen; die mit Hilfe von
Mutageneseprimern eingefiihrten Nukleotidverdnderungen sind rot hervorgehoben.

Tabelle 35: Primer zur Analyse der SERPINE3 mRNA Expression

Nr. ‘ ‘Name +/-  Sequenz (5’ — 3’) Bindeposition

785-804 (AM402969)
29 | E3_782+ + TGCTGCCCCGTGACAAAGAC .

(Abschnitt 8.3.3)

1062-1081 (AM402969)
30 | E3_1078- - CAGATGCCTTGGTGCCTTCC .

(Abschnitt 8.3.3)
31 | Rib+ + GGCACCATTGAAATCCTGAGTGAT 625-648 (NM_0010012)
32 | Rib- - TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 818-839 (NM_0010012)

Die Bindepositionen der Primer bezichen sich auf die in Klammern angegebenen Genbank'™-
Zugangsnummern.

Tabelle 36: Primer fiir Sequenzierreaktionen

Sequenz (5 — 3°) Kommentar
A | IRD800-M13for | + GTAAAACGACGGCCAGT Flankieren die MCS von pGEM-T und
B | IRD800-MI3rev |- | AACAGCTATGACCATG pCR™4_Topo®
C pKMSeq+ + ACCCAATGTGCCTGGATG
Flankieren die MCS von pKM-263
D T7 Term - CTAGTTATTGCTCAGCGGT
E pcDNA+ TCTGGCTAACTAGAGAACC Flankieren die MCS von pcDNA3.1+ und
F | pcDNA- GCTGGCAACTAGAAGGCA pSecTag2B
G M13for GTAAAACGACGGCCAG
Flankieren die MCS von pCR®4_Topo®
H M13rev CAGGAAACAGCTATGAC

Die Primer A und B sind mit der Farbstoffmarkierung IRD-800 (Infrared dye 800 nm) versehen und
wurden fiir die Sequenzierung mit dem LiCor-System eingesetzt. Alle weiteren Primer sind nicht markiert
und wurden fiir Sequenzierungen auler Haus verwendet. Die hier aufgelisteten Primer flankieren die
MCS von Vektoren. Zur Sequenzierung von SERPINE3-cDNA-Sequenzen wurden zusétzlich Primer
verwendet, die direkt an die cDNA des Serpins binden (Primer 15, 16, 29, 30).
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8.3 Sequenzen und Alignments

8.3.1 cDNA-Sequenz von B/-Spn1l

Dargestellt ist die vollstindige cDNA-Sequenz von BI-Spnl (Genbank ™-

Zugangsnummer: AJ548509) und die davon abgeleitete Aminosduresequenz.

ATATAGCTAGCTTTTCCACACTGTGTTCTTATGACATGTTAAACTAAACATTGCAGACAA
61 AGCACCGCTTGTACAGCTAAAGAGGGAACCGATTCCCAGTTTGTGCCTCAGGGACAGTGA

1 M P G H S Y S L F G L LVv A M AT L G
121 ACCATGCCAGGACACAGTTACAGCCTCTTTGGCCTCCTGGTTGCCATGGCAACTCTGGGA

20 s s A S ¢ E s T P L A D I N S E F A L E
181 AGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGACATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAG

40 L ¥y K T L H K D H P E N I ¥ F S P F S I
241 CTGTACAAGACGCTACACAAGGATCATCCCGAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATC

60 s T ¢ L A M A Y L G A R NDTAQ Q M S
301 TCCACCTGTCTGGCCATGGCTTACCTGGGGGCAAGGAACGATACAGCACAACAGATGAGT

80 R vV L R F H K M D A S DL H V L F H D L
361 CGAGTGCTTCGCTTTCACAAGATGGATGCCTCCGACCTTCACGTGTTGTTCCACGACCTT

100 L T ¢ L.H H §$s D R P Y T L K T A N R L F
421 CTGACCCAGCTGCACCACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCAAACCGGCTCTTC

120 G Q NS F E F S Q K F L D E T S R H Y R
481 GGTCAGAACTCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGG

140 A Q L A PV D F s G N T E G A R Q T I N
541 GCGCAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATCAAC

160 s W v E E 9 T E N K I 9 D L L A P G T V
601 AGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCAGGAACCGTG

180 T p A T M L V L V N A I Y F K G S W E R
661 ACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTCAAAGGCAGCTGGGAACGC

200 K F E E S R T R L G T F H I s R D E K V
721 AAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTCCACATCAGCCGCGACGAGAAGGTC

220 EvePpPpMMHOQQ G R F KL A Y D E D L N
781 GAGGTACCCATGATGCATCAGCAAGGCCGGTTCAAACTCGCCTACGACGAGGACCTCAAC
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240
841

260
901

280
961

300
1021

320
1081

340
1141

360
1201

380
1261

400
1321

1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

c ¢ I L. EM P Y Q G K H L s M L L V L P
TGCCAAATCCTAGAGATGCCTTACCAAGGCAAACATCTTAGCATGCTGTTGGTGTTGCCG

E XK M bA L s TTI E T S L T P D I L R R
GAAAAGATGGACGCTCTGAGCACCATCGAGACGTCCTTGACGCCAGACATACTCCGTCGC

w Q K s M b E V s T M V @ I P K F K L V
TGGCAGAAGTCTATGGACGAGGTTTCCACCATGGTCCAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTC

H D F VL N E K L A DM G M T D L F S M
CACGATTTCGTCCTGAATGAAAAGCTGGCGGATATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG

A D A DL S G I T G S R D L H V S O V I
GCGGACGCCGACCTGTCCGGGATCACGGGTTCGCGTGACCTTCACGTCAGTCAGGTCATC

H K A F V EV N E E G S E A A A A T A V
CATAAGGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGTAGCGAGGCCGCGGCGGCGACGGCGGTG

N M M K R S L D G E T F F A D H P F L F
AACATGATGAAACGATCACTGGATGGGGAGACGTTCTTTGCCGACCACCCCTTCCTGTTC

L I R D N D SN S I L F L G R L V R P E
CTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTTCTTGGTCGACTGGTGCGACCAGAA

G L T T K D E L
GGATTAACTACAAAGGATGAACTGTAAAGCAAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCA

TTAGATTATCTTTATTAGTCTGAATTAGAGTTAAACTGCAATTTCCAACACAAGAATTTG
ATCTTACACAAATTTTCAACTGAACTCCAGTCCGTATCAAGGAATGTAATTAATCCTTAT
CATTACTTGATAAGGACTGAAGCTGATTGGTCAAAAATTTGCAGTAACTGTTTAACTTTG
ATTAAGAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCTTTATTAGTTGAT
AAAGGTTAGACATCTAGGTAATAAGATATGTCAAATAGCAGGTACAGTGTCGCTGACGAA
AGGTAGTGGATGCTACTTGAAACATCTGACGTTTCCAAAATCATATCCAGTTTCTGCTAT
TTGGCAAATATCTTTATTGTTTAAAAGTTTGAAGCTTCAGAGATACACGAGTATCAATCA
TCATAATTATGATCATTATGATAAATGCATTATGAGAATCACCTTTGTTGCATTTCTTTA
TGTGTGCAAACATAAGATAAATTGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAAAATTGATG
AAAAAAATCATGGTGAGGAATATTGTATAACCACGTGTTAACTGTAGTATTATTAGACAA
GTATCATAGTATATTACTATATATTATCATAGTATATGTGATATCATAGTATCATTTCAG
TACTAGTACCCAAGTAAAGACAACAGTCAGCCCTTCTGCCATAACATTTATTTCTTTTGA
AATCATATGTTACTCATTAGATTGAAACAGCCTTTGTATGATGTGACTTAAGTTCTGCTT
TATGTCAATAGGTTTCTTAACCACAAATACAACATGTAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAARAAA

ANHANG
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8.3.2  Alignment der cDNA und der genomischen DNA von B/-Spn1
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Zur Bestimmung der Organisation des B/-Spnl-Gens wurde die genomische Sequenz
von BIl-Spnl mit der cDNA-Sequenz des Serpins aligniert (Abschnitt 5.1.5). Die

Introngrenzen

sind 1im Alignment invertiert dargestellt.

Aminoséduresequenz wurde aus der B/-Spnl-cDNA abgeleitet.

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

CATTGCAGACAAAGCACCGCTTGTACAGCTAAAGAGGGAACCGATTCCCAG- - -

CATTGCAGACAAAGCACCGCTTGTAGAGCTAAAGAGGGAACTGATTTCCAGEEA
hohkkkkkkhhkhkhkhkkhhhhhkhkkhhhk *khhhhhhkkhhhhhkk *hkk *k*

CAGTGCTATAGTCACATACTGCTACAGTATTGAACAAATATGTTCGCGGTGGTT

Die

51
54

108

216

270

324

432

486

540

594

648

702

angegebene
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Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

GCATTTACAGTATATTATTCAAACGACAACTTTCAATTCAAGCAATGTCTGGAA

777777777777777777777777777777777777777777777 TTTGTGCCT

CATTGATTTTTCGCCTGTTTAAATTTTCACATGTCTCCTTAACEETTTGTACCT
*hkkkk Kk*k

M P G H S Y s L F G L L V
CAGGGACAGTGAACCATGCCAGGACACAGTTACAGCCTCTTTGGCCTCCTGGTT
TAGGAACAGTGAACAATGCCAGGACACAGCTACTGCCTCTTTGGCCTCCTGGTT

AKX HAAKXKAKAKAKAK*X HAAXAAAAA XA XA h*x *hkkxk *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhx

A M A TL G S S A S Q E s T P L A D
GCCATGGCAACTCTGGGAAGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGAC
GCCATGGCAACTCTGGGAAGCTCCGCATCACAAGAGTCCACCCCATTGGCTGAC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

I N S E F A L E L Y K T L H K D H P
ATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAGCTGTACAAGACGCTACACAAGGATCATCCC

ATCAACAGCGAGTTTGCCCTGGAGCTGTACAAGGCGCTCCACAAGGATCATCCC
A e s

E N I F F S P F s I 8 T C L A M A Y
GAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATCTCCACCTGTCTGGCCATGGCTTAC
GAGAACATCTTCTTCTCACCCTTCAGTATCTCCACCTGTCTGGCCATGACTTAC

R R R RS R SRR R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEE RIS E RS

L G A R N D T A Q Q
CTGGGGGCAAGGAACGATACAGCACAACAG----~-====----===——-—-—-—-——~
CTGGGGGCAAGGAATGATACAGCACAACAGEMGAGTTACTCTAGTARAAGACTC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx*x

ATGGTGTAATGACTTAGCAATAGTAGTATACTGTACATGATGCCATTCCTGTTA

756

810

60

864

114
918

168
972

222
1026

276
1080

306
1134

1188

1242

1296

1350

1404

1458

1512

1566

ANHANG
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Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

CAAGCCGCCCGATTTGATGATGATGATGATATGATATATTGGCTTTTCGATACT

M S R V L R F H K
--------------------------- ATGAGTCGAGTGCTTCGCTTTCACAAG
GTAACTTCAGTGTTGTACTTTTCACIEATGAGTCGAGTGCTTCGCTTCCACAAG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkkkk*k

M D A S DULUHV L F HDULUL T Q L H
ATGGATGCCTCCGACCTTCACGTGTTGTTCCACGACCTTCTGACCCAGCTGCAC

ATGGATGCCTCCGACCTTCACGCGTTGTTCCACGACCTTCTGACCCAGCTGCAC
I R R

H S DR P Y T L K T ANIRL F G Q N
CACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCAAACCGGCTCTTCGGTCAGAAC
CACTCAGACAGGCCCTACACACTCAAGACCGCCAATCGGCTCTTCGGTCAGAAC

R RS RS RS S S SRS S S SRR R R R R R R R R R RS R EE ISR EEEEEEEEEEEEEE RS

s F E F S Q K F L D E T S R H Y R A
TCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGGGCG
TCATTCGAGTTTTCGCAAAAGTTTCTGGATGAAACGTCCAGACATTACAGGGCG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Q L. APV DF S G N T E G A R Q T I
CAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATC

CAGTTGGCTCCCGTGGACTTCAGTGGAAACACAGAGGGCGCACGGCAAACTATC
)

N S w Vv E E Q T E DN K I Q DL L A P
AACAGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCA
AACAGCTGGGTAGAGGAACAAACAGAGAACAAAATCCAAGATCTTTTAGCACCA

R R R R S R R R R R R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GEBATAAGGAGACAGTTCATTCATTCATTTGTTCTTTATTTCTTTGTTCATTTG

*

1620

1674

1728

1782

1836

1890

1944

1998

333
2052

387
2106

441
2160

495
2214

549
2268

603
2322

604
2376

ANHANG
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Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

ATCTTTGTCAATTTTGAAACTTTTCTTAGATTGACGTCTTACATTTCATTTCTT

G T vT P A TMUL V L V N A I Y F
----GAACCGTGACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTC
AANEGAACCGTGACCCCTGCTACCATGTTAGTACTGGTCAACGCCATCTACTTC

LR R R R R R S SRR S SR R R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R

K G s wW E R K F E E S R T R L G T F
AANGGCAGCTGGGAACGCAAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTC
AAAGGCAGCTGGGAACGCAAGTTTGAGGAGTCGCGTACGAGGCTCGGTACCTTC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

H I s R D E K V E V P M M HQ Q G R
CACATCAGCCGCGACGAGAAGGTCGAGGTACCCATGATGCATCAGCAAGGCCGG

CACGTCAGCCGCGACGAGAAGGTTGAGGTACCCATGATGCATCAGCAAGGCCGG
L R R

F X L. A Y b EDUZLNTCQTIULEMTZ&PY
TTCAAACTCGCCTACGACGAGGACCTCAACTGCCAAATCCTAGAGATGCCTTAC
TTCAAACTCGCCTACGACGAGGACCTCAACTGCCAAATCCTAGAGATGCCTTAC

R R R R R R R R R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Q G K H L s M L L v L P E K M D A L
CAAGGCAAACATCTTAGCATGCTGTTGGTGTTGCCGGAAAAGATGGACGCTCTG
CAAGGGAAACATCTGAGCATGCTGTTTGTGTTACCGGAAAAGATGGACGCTCTG

khkhkkk *khkhkhkhkhkhkk *Fhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hhkhkhk*x *Fhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhx

s T I E T s L T p D I L R R W Q K S
AGCACCATCGAGACGTCCTTGACGCCAGACATACTCCGTCGCTGGCAGAAGTCT

AGCACCATCGAGACGTCCTTAACGCCAGACTTACTCCGTCGCTGGCAGAAGTCT
L R )

2430

2484

2538

2592

2646

2700

2754

2808

2862

654
2916

708
2970

762
3024

816
3078

870
3132

924
3186
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Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl1-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

Bl-Spnl-cDNA
Bl-Spnl-Gen

M D E VvV s T M V Q I P K F K L V H D
ATGGACGAGGTTTCCACCATGGTCCAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTCCACGAT
ATGGACGAGGTTTCCACCATGGTACAAATCCCCAAGTTCAAGCTCGTCCACGAT

AAKAKAKAKAKAAAAAAAAAAA A A KA KA, Ak A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak hkhkhkkhkhkhkhkhkkkk*k

F v L N E KL ADMGMTD L F S M
TTCGTCCTGAATGAAAAGCTGGCGGATATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG
TTCGTCCTGAATGAAAAGCTAGCGGACATGGGGATGACGGACCTGTTCAGCATG

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdx *hhkhkhkkx *Fhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhx

A D A DUL S G I T G S R DL H V S Q
GCGGACGCCGACCTGTCCGGGATCACGGGTTCGCGTGACCTTCACGTCAGTCAG

GCGGACGCCGACCTGTCTGGGATCACGGGTTTGCGTGACCTTCACGTCAGCCAG
KAKKKKKKRKKI I I KRR’ KA RKRRRRFF R, Kk kA AR AR AR A ARk hk* Kk K

v I H K A F V E V N E E G S E A A A
GTCATCCATAAGGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGTAGCGAGGCCGCGGCG
GTCATCCACAAAGCGTTTGTGGAGGTCAACGAGGAGGGCAGCGAGGCTGCGGCA

KAAKAKXKAKAKX *hk AAAAAAAAAA A A A A A A A A A A A Ak Ak hkd, *khkhkhkhkhkhkdx *hkhkk*x

AT AV NM M KR S L D G E T F F A
GCGACGGCGGTGAACATGATGAAACGATCACTGGATGGGGAGACGTTCTTTGCC
GCGACGGCGGTGAACATGATGAAGCGGTCCCTGGACGGGGAGACGTTCTTTGCC

kkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkkhk k% *k *kkhkkhkkhkkhhkkdkhkkhkhkkhkkdkx*x

D H P F L F L I R DDND S N S I L F
GACCACCCCTTCCTGTTCCTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTT
GACCACCCCTTCCTATTCCTGATCAGAGACAATGACTCAAACTCTATCCTGTTT

IR RS R S R S S R RS S R SRR R R R R R R R R R R R R R SRR R R R R R SRR R R EEEEE RS

L G R L VR P E G L T T K D E L
CTTGGTCGACTGGTGCGACCAGAAGGATTAACTACAAAGGATGAACTGTAAAGC
CTAGGTCGACTGGTGCGACCAGAAGGACTAACTACAAAGGATGAACTGTAGATC

LR R SRR R R R R EEEEEEEEEEEEEEE IS EEEEEEEEEEEEEEEEE SR IS

AAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCATTAGATTATCTTTATTAGTCTGAA
TAAAAAACCATTCATGTTTTTCATTTTTCATGAGAATATCTTTATTAGTCAGAA

R R R RS S S S S S S S S S SRS RS SRR R R R R RIS EIEEEEEEEEEEEEEEIEEES

TTAGAGTTAAACTGCAATTTCCAACACAAGAATTTGATCTTACACAAATTTTCA

TTAGAGTTAAACCGCAATTTCTAAAACRAGAAATTGATCTTATCCAAATTTTCA

khkkhkkhkkkhkkhkhkkkhkhkkhkkhkhkkk **k *khkkkhkk *x *kkkkkk***x kkkkkhkkkkkk

ACTGAACTCCAGTCCGTATCAAGGAATGTAATTAATCCTTATCATTACTTGATA
ACTGAACTCCAGTCCATATCAAGGAATGTAATTAATCCTTATCATTCCTTGATA

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdx Fhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhdx *hkhkhkhkh*x

AGGACTGAAGCTGATTGGTCA-AAAATTTGCAGTAACTGTTTAACTTTGATTAA
AGGACTGGAACTGATTGGTAAAAAAATTTGCAGTAACAATTTAACTTTGATTTA

LR R R RS SRS SR EEE IR N EEEEEEEEE RS SRR KXXXXX XXX XX KX %

GAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCTTTATT - -AGTT

GAATGACTTCTACCAACACAGATGAACTTTCAAGTGAATTTCATTATTTAAGTT

hkkkhkkhkkkhkkhhkkhkkhkhkhkhkhhkkhkhhkkhkkhhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkkx *kk*x* *k kK

GATAAAGGTTAGACATCTA--------- GGTAATAAGATATGTCAAATAGCAGG
GATGAAAGTTAGACATCTAACGTTACTAGGTAATAAGATATGCCAAATAGCAGG

*kkk *khkkhkkkhkhkkhkhkkkkk khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkhkhkhkhkhkhkhkk*k

TACAGTGTCGCTGACGAAAGGTAGTGGATGCTACTTGAAACATCTGACGTTTCC
TACAGTGTCACTAACGAAAGGTAGTGGATGCTACTTGAAACGTCTGACGTTTCC

AXXXXXXAAX AKX AAXAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAK, Ak kA Ak hkkk ok ok

AAAATCATATCCAGTTTCTGCTATTTGGCAAATATCTTTATTGTT----~----~

AAAATCATATCCAGTTTCTGCTATTTGGCAAATATCTTTATTGTTTTATATAAT
L T X

978
3240

1032
3294

1086
3348

1140
3402

1194
3456

1248
3510

1302
3564

1356
3618

1410
3672

1464
3726

1517
3780

1569
3834

1614
3888

1668
3942

1713
3996
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Bl-Spnl-cDNA : ----- TAAAAGTTTGAAGCTTCAGAG--ATACACGAGTATCAATCATCATAATT : 1760
Bl-Spnl-Gen : AAAAGTCAGACTTTGAAGCTTCTATTGAATACGCGAGTATCAATCATCATAATT : 4050

* *k *k *khkkkkkkkkkk khkkk *Ihkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx

Bl-Spnl-cDNA : ATGATCATTATGATAAATGCATTATGAGAATCACCTTTGTTGCATTTCTTTATG : 1814
Bl-Spnl-Gen : ATGATCATTATGATAAATGCATKATGAGAATCACCTTTGTTGCATTT---TTTA : 4101

R R RS RS SRS S SRS R R EEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS * *

Bl1-Spnl-cDNA : TGTGCAAACATAAGATAAAT----TGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAA : 1864
Bl-Spnl-Gen : TGTGCAAACATATCAAAGATAAATTGGCTAATTGACATACTGGAAAGACTAGAA : 4155
khkkkkkkkkkkk Kk k kk hohkkkkkkhhkkhkhkhkhhkkhkhkkhhkkhkhkkkk

Bl-Spnl-cDNA : AATTGATGAAAAAAATCATGGTGAGGAATATTGTATAACCACGTGTTAACTGTA : 1918
Bl-Spnl-Gen : AATTGATGAA------- AAAGTGAGGAATACTGTATAACCACGTGTTAACTGTA : 4202

*hkkkkkkkkk khkhkhkhkhkhkhkhkk *Ihkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhx

Bl-Spnl-cDNA : -GTATTATTAGACAAGTATCATAGTATATTACTATATATTATCATAGTATATGT : 1971
Bl-Spnl-Gen : AGTATTATT----- AGTATCATAGTATG-------- TATAATCATAGTATATGT : 4243

*kkkkkkk *hkkkhkkkkkkkk*k *hkk Khkhkkkhkhkkkkkkkk

Bl1-Spnl-cDNA : GATATCATAGTATCATTTCAGTACTAGTACCCAAGTAAAGACAACAGTCAGCCC : 2025
Bl-Spnl-Gen : GATATCATAGTATCATTTCAGC------ ACCCAAATAAAGACAACAGTCAGTCC : 4291

kkkkkhkkkhkkhkkkhkkhhkkrdkhkk*x kkkhkkhkk khkhkhkkkkhkkhkkkkhkhkkkkxk*x **%

BI-Spnl-cDNA : TTCTGCC : 2032
Bl-Spnl-Gen : TTCTGCC : 4298

*kkkkkk

8.3.3 cDNA-Sequenz von SERPINE3

ANHANG

Dargestellt ist die in Abschnitt 5.2.2 besprochene cDNA-Sequenz von SERPINE3.

Die Sequenz wurde bei EMBL unter der Zugangsnummer AM402969 abgelegt.

20
61

40
121

60
181

80
241

100
301

120
361

M P P F L I T L F L F H S C C L R A N
TCCATGCCGCCTTTCCTGATCACCCTCTTCCTCTTTCACTCTTGCTGCCTCCGAGCAAAT

G H L R EGM T L L K T E F A L H L Y Q
GGCCACCTCCGTGAAGGAATGACATTGCTGAAGACTGAGTTTGCACTTCACCTCTACCAG

s v A A C R N E T N F V I 8 P A G V S L
AGTGTGGCCGCGTGTAGAAATGAGACGAACTTTGTCATCTCTCCTGCTGGTGTGTCCCTC

p L £E I L Q F G A E G S T G Q 0 L A D A
CCCCTGGAGATCCTGCAGTTTGGAGCAGAAGGGAGCACTGGTCAGCAGCTGGCAGATGCC

L G Yy T v #H D K R V K D F L H A V Y A T
CTGGGGTACACTGTCCATGACAAAAGGGTGAAAGATTTCTTGCATGCTGTTTATGCCACA

L p T s s Q G T EME L A C S L F V Q V
CTACCCACCTCCAGCCAAGGCACCGAGATGGAGCTGGCCTGCAGCCTTTTTGTGCAAGTG

G T p L S P CF V E HV S W W A N S S L
GGAACGCCACTGTCCCCCTGCTTTGTGGAGCACGTCTCCTGGTGGGCTAACAGCAGCCTG

138



140
421

160
481

180
541

200
601

220
661

240
721

260
781

280
841

300
901

320
961

340
1021

360
1081

380
1141

400
1201

E p A DL S E P N S T A I Q T S E G A S
GAACCAGCCGACCTCAGTGAGCCCAATAGCACCGCCATCCAGACTAGCGAAGGGGCCTCC

R E T A G G G P S E G P G G W P W E Q V
AGAGAGACTGCAGGTGGGGGCCCCAGTGAGGGCCCTGGTGGCTGGCCGTGGGAGCAAGTC

s A A F A Q L VL V s T M S F Q G T W R
AGTGCAGCATTTGCTCAGCTTGTGCTTGTGAGCACCATGTCCTTCCAAGGCACTTGGCGA

K R ¥F s s T D T o I L p F T C A Y G L V
AAGAGATTCTCCTCCACAGACACACAGATCCTGCCTTTCACCTGTGCCTATGGCCTCGTC

L 0 V P M M H Q T TZEV N Y G Q F Q D T
CTTCAGGTCCCCATGATGCACCAAACGACCGAGGTCAACTACGGTCAGTTCCAGGACACT

A G H Q V G VL E L P Y L G S A V S L F
GCAGGCCATCAGGTGGGGGTGCTGGAGCTTCCTTACCTGGGAAGTGCAGTGAGTCTGTTC

L v L P R DK D T P L S H I E P H L T A
CTGGTGCTGCCCCGTGACAAAGACACCCCCCTGAGCCACATCGAGCCACACCTCACAGCC

s T I H L w T T S L R R A R M D V F L P
AGCACCATCCACCTCTGGACCACCAGCCTGAGGAGAGCCAGGATGGATGTGTTCCTGCCC

R F R I 0 N Q F N L K S I L N S W G V T
AGGTTTAGGATCCAAAATCAATTCAACTTAAAAAGCATTTTAAATTCTTGGGGAGTCACC

p L. D P L K ANL K G I S G Q D G F Y
GATCTTTTTGATCCACTCAAAGCTAACTTGAAAGGAATTTCAGGCCAAGATGGCTTTTAT

v s E A I H K A K I E v L E E G T K A S
GTTTCTGAAGCAATCCACAAGGCCAAGATTGAAGTTTTGGAGGAAGGCACCAAGGCATCT

G A T A L L L L K R S R I P I F K A D R
GGAGCCACAGCTCTGTTGTTATTGAAAAGGTCTCGGATTCCTATTTTTAAAGCAGATCGG

p ¥ I ¥ F L R E P N T G F V F S I G R V
CCATTCATCTATTTCCTGAGAGAACCTAACACAGGGTTTGTCTTCAGTATTGGGAGAGTT

S N P L D
TCAAATCCCCTAGACTAA

ANHANG
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8.3.4 Alignment zur Bestimmung von Intronpositionen

Zur Bestimmung der Intronpositionen von Bl-Spnl und SERPINE3 im
o -Antitrypsin-Referenzsystem wurden die Aminosduresequenzen dieser Serpine mit
der von reifem o;-Antitrypsin (SERPINA1) aligniert (Abschnitte 5.1.5 und 5.2.4). In
das Alignment wurden weiterhin die Sequenzen aller bekannten Gruppe 3-Serpine
aufgenommen. Aminosduren, die durch ein Intron unterbrochen sind bzw. auf die ein
Intron folgt, sind invertiert dargestellt. Die Intronpositionen und Phasen von SERPINE3
und von B/-Spn1 sind oberhalb bzw. unterhalb der entsprechenden Intron-Markierung in

der o-Antitrypsin-Nummerierung angegeben.

SERPINAl : ----- EDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQSNSTNIFFSPVSIATAFAMLS : 65
SERPINE1 : MQMSPALTCLVLGLALVFGEGSAVHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQ : 70
SERPINE2 : --MNWHLPLFLL--ASVTLPSICSHFNPLSLEELGSNTGIQVFNQIVKSRPHDNIVISPHGIASVLGMLQ : 66
SERPINE3 : ----- MPPFLITLFLFHSCCLRANGHLREGMTLLKTEFALHLYQSVAACRNETNFVISPAGVSLPLEILQ : 65
SERPINI1 : ----- MAFLGLFSLLVLQSMATGATFP----EEATADLSVNMYNRLRATGEDENILFSPLSIALAMGMME : 61
SERPINI2 : ----- MDTIFLWSLLLLFFGSQASRCS----AQKNTEFAVDLYQEVSLSHKD-NIIFSPLGITLVLEMVQ : 60
Bl-Spnl : --MPGHSYSLFGLLVAMATLGSSASQESTPLADINSEFALELY-KTLHKDHPENIFFSPFSISTCLAMAY : 67

89%a

)

SERPINA1l : LGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRTLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVK : 135
SERPINE1 : LTTGGETQQQIQAAMG*ffFKIDEKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFF : 137
SERPINE2 : LGADGRTKKQLAMVMR———YGVN——EVGKILKKINKAIVSKKNKDIVTVANAVFVKNASEIEVPFVTRNK : 131
SERPINE3 : FGAEGSTGQQLADALG———YTVHDKRVKDFLHAVYATLPTSSQGTEMELACSLFVQVGTPLSPCFVEHVS : 132
SERPINI1 : LGAQGSTQKEIRHSMGY*fDSLKNEEEFSFLKEFSNMVTAKESQYVMKIANSLFVQNGFHVNEEFLQMMK : 129
SERPINI2 : LGAKGKAQQQIRQTLKQ——QETSA@EEFFVLKSFFSAISEKKQEFTFNLANALYLQEGFTVKEQYLHGNK : 128

Bl-Spnl H LGARNDTAQ@MSRVLRF——HKMDASDLHVLFHDLLTQLHHSDRPYTLKTANRLFGQNSFEFSQKFLDETS : 135
?
75¢c
167a
|
SERPINA1l : KLYHSEAFTVNFG-DTEEAKKQINDYVEKGTQG- ---KIVDLVK--ELD-RDTVFALVNYIFFKGKWERP : 197
SERPINE1 : RLFRSTVKQVDFSfEVERARFIINDWVKTHTKEffffMISNLLGKGAVDfQLTRLVLVNALYFNGQWKTP : 201
SERPINE2 : DVFQCEVRNVNFE—DPASACDSINAWVKNETRE————MIDNLLSPDLIDGVLTRLVLVNAVYFKGLWKSR : 196
SERPINE3 : WWANSSLEPADLS-EPNSTAIQTSEGASRETARGGPSEGPGGWPWEQVSAAFAQLVLVSTMSFQGTWRKR : 201
SERPINI1 : KYFNAAVNHVDFSfQNVAVANYINKWVENNTNmffffLVKDLVSPRDFDfAATYLALINAVYFKGNWKSQ : 193
SERPINI2 : EFFQSAIKLVDFQ—DAKACAEMISTWVERKTDE————KIKDMFSGEEFG—PLTRLVLVNAIYFKGDWKQK : 192
Bl-Spnl : RHYRAQLAPVDFSGNTEGARQTINSWVEEQTEN- - --KIQDLLAPETVT-PATMLVLVNAIYFKGSWERK : 200
?
174/175/176a?
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230a
\

SERPINA1l : FEVKDTEEEDFHVDQVTTVKVPMMKRLGMFNIQHCKKLSSW------ VLLMKYLGNATAIFFLPDE---G : 258
SERPINE1 : FPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQTNKFNY@EFTTPDGH---YYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEV : 268
SERPINE2 : FQPENTKKRTFVAADGKSYQVPMLAQLSVFRCESTSAPNDL---WYNFIELPYHGESISMLIALPTESST : 263
SERPINE3 : FSSTDTQILPFTCAYGLVLQVPMMHQTTEVNYEQFQDTAGH---QVGVLELPYLGSAVSLFLVLPRDKDT : 268
SERPINI1 : FRPENTRTFSFTKDDESEVQIPMMYQQGEFYYEEFSDGSNEAGGIYQVLEIPYEGDEISMMLVLSRQ-EV : 262

SERPINI2 : FRKEDTQLINFTKKNGSTVKIPMMKALLRTKYEYFSESSLN----YQVLELSYKGDEFSLIIILPAE-GM : 257
Bl-Spnl : FEESRTRLGTFHISRDEKVEVPMMHQQGRFKLAYDEDLNCQ------ ILEMPYQGKHLSMLLVLPEK-MD : 263
290b 323a
{ \

SERPINA1l : KLQHLENELTHDIITKFLENEDRRSASLHLPKLSITGTYDLKSVLGQLGITKVFSNG-ADLSGVTE-EAP : 326
SERPINE1 : PLSALTNILSAQLISHWKGNMTRLPRLLVLPEFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSE—QEP : 337
SERPINE2 : PLSAIIPHISTKTIDSWMSIMVPKRVQVILPEFTAVAQTDLKEPLKVLGITDMFDSSKANFAKITEGSEN : 333
SERPINE3 : PLSHIEPHLTASTIHLWTTSLRRARMDVFLPEFRIQNQFNLKSILNSWGVTDLFDPLKANLKGISE—QDG : 337
SERPINI1 : PLATLEPLVKAQLVEEWANSVKKQKVEVYLPEFTVEQEIDLKDVLKALGITEIFIK—DANLTGLSE—NKE : 330
SERPINI2 : DIEEVEKLITAQQILKWLSEMQEEEVEISLPEFKVEQKVDFKDVLYSLNITEIFSG—GCDLSGITE—SSE : 325

Bl-Spnl : ALSTIETSLTPDILRRWQKSMDEVSTMVQIPKFKLVHDFVLNEKLADMGMTDLFSMADADLSGITG-SRD : 332
352a 380a
{ {
SERPINA1l : LKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGAMFLEAIPMS-IPPEVKFN-KPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK : 394
SERPINE1 : LHVAQALQKVKIEVNESGTVASSSTEVIVSARM*fAPEEIIMDRPFLFVVRHNPTETVLFMGQVMEPf77 : 402
SERPINE2 : LHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATEAILIARS——SPPWFIVDRPFLFFIRHNPTEAVLFMGQINKP——— : 398
SERPINE3 : FYVSEAIHKAKIEVLEEGTKASGATELLLLKRS——RIPIFKADRPFIYFLREPNTEFVFSIGRVSNPLD— : 404

SERPINI1 : IFLSKAIHKSFLEVNEEGSEAAAVSEMIAISRMAVLYPQVIVDHPFFFLIRNRRTETILFMGRVMHPETM : 400
SERPINI2 : VYVSQVTQKVFFEINEDGSEAATSTEIHIPVIMSLAQSQFIANHPFLFIMKHNPTESILFMGRVTNPDTQ : 395
Bl-Spnl : LHVSQVIHKAFVEVNEEGSEAAAATAVNMMKRS-LDGETFFADHPFLFLIRDNDSNSILFLGRLVRPEGL : 401

SERPINAL : ----------
SERPINEL : ----------
SERPINE2 : ----------
SERPINE3 : ---------- :
SERPINI1 : NTSGHDFEEL : 410
SERPINI2 : EIKGRDLDSL : 405
Bl-Spnl : TTKDEL---- : 407
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8.3.5 Aminosaure-Alignment humaner Serpine

Fir das CLUSTALW-Alignment wurden die reifen Sequenzen von 33 humanen
Serpinen verwendet. Positionen, die in >70 % der Serpine identisch sind, sind invertiert
(weil auf schwarz) dargestellt. Sekundirstrukturelemente (abgeleitet aus
o-Antitrypsin) sind oberhalb des Alignments angegeben (Whisstock et al., 2000).
Interessante, in Abschnitt 6.2.2 besprochene Positionen, sind durch einen Pfeil

gekennzeichnet.

SERPINE3 § .
SERPINEL § .
SERPINE2 o .
SERPINI1 o .
SERPINI2 o .
SERPINAL § .
SERPINA3 § .
SERPINA4 o .
SERPINAS o .
SERPINA6 § .
SERPINA7 § .
SERPINAS B it DRVYIHPFHLVIHNESTC : 18
SERPINAY § .
SERPINALO § oo :
SERPINB1 § o .
SERPINB2 § .
SERPINB3 e .
SERPINB4 § oo .
SERPINBS § o .
SERPINB6 § .
SERPINB7 § .
SERPINBS § oo .
SERPINBY § o .
SERPINB10 § .
SERPINB11 e .
SERPINB12 § oo :
SERPINB13 § o :
SERPINC1 § .
SERPIND1 1t —mmmmmmmmm GSKGPLDQLEKGGETAQSADPOWEQLNNKNLSMPLLPADFHKENTVTNDWIP : 52
SERPINF1 o .
SERPINF2 § oo .
SERPING1 1 : NPNATSSSSQDPESLODRGEGKVATTVISKMLFVEPILEVSSLPTTNSTTNSATKITANTTDEPT : 65
SERPINH1 o .
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SERPINE3 1l @ — e HLREGMTLLKTEMALH : 16
SERPINE1L 1l @ —mmm VHHPPSYVAHLASDEGVR : 18
SERPINE2 1l @ —mmm SHENPLSLEELGSNTGIQ : 18
SERPINI1 1l & —m e ATFPEEAIADLSVN : 14
SERPINI2 B e e e QOKNTEHAVD : 9
SERPINAL 1l @ ———— e EDPQG--DAAQKTDTSHHDQDHPTENKITPNLAERAEFS : 36
SERPINA3 1 @ ———— HPNSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASAN-VDE@AFS : 36
SERPINA4 1l @ = QLHVEHDGESCSNSSHQQILETGEGSPSLKIAPAN-ADBAFR : 41
SERPINAS 1 @ - HRHHPREMKKRVEDLHVGAT-—-—-—----— VAPSSRRDATFD : 32
SERPINAG6 1 @ ——m—mmm e MDPN----AAYVNMSNHHR---—--- GLASAN-VD@AFS : 27
SERPINA7 1 @ ——m—mmm e ASPEGKVTACH--SSQPNAT---LYKMSSIN-ADIJAFN : 32
SERPINAS8 19 EQLAKANAGKPKDPTFIPAPIQAKTSPVDEKALQDQLVLVAAKLDTEDKLRAAMVGMLANFLGFR : 83
SERPINA9 1 : 39
SERPINALO 1 62
SERPINB1 1 14
SERPINB2 1 14
SERPINB3 1 14
SERPINB4 1 14
SERPINB5S 1 14
SERPINBG6 1 14
SERPINB7 1 14
SERPINBS 1 14
SERPINB9 1 14
SERPINB10 1 14
SERPINB11 1 14
SERPINB12 1 14
SERPINB13 1 : 14
SERPINC1 1 —-—-—-HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKANSRIFATT : 61
SERPIND1 53 EGEEDDDYLDLEKIFSEDDDYIDIVDSLSVSPTDSDVSAGNILQLFHGKSRIQRLNILNAKHAFN : 117
SERPINF1 1 @ == ONPASPPEEGSPDPDSTGALVEEEDPFFKVPVNKLAAAVSNEGYD : 45
SERPINF2 1 MEPLGRQLTSGPNQEQVSPLTLLKLGNQEPGGQTALKSPPGVCSRDPTPEQTHRLARAMMABGTAD : 65
SERPING1 66 TOQPTTEPTTQPTIQPTQPTTQLPTDSPTQPTTGSFCPGPVTLCSDLESHSTEAVLGDALVDRSLK : 130
SERPINH1 1l @ ———— - AEVKKPAAAAAPGTAEKLSPKAATLAERSAGLAFS : 35
{ \
s6B hB hC
|
SERPINE3 17 : !YQSVAACR——NET FVINFAGVSLPEILOFEREGS GQQLADAEG—YTVHDK ——————————— : 67
SERPINE1L 19 : VFQQVAQAS--KDRNVVENIEYGVASVIMAMLOT TGGEMOO®IQOAAMG-FKIDDK-~-—-——————— : 69
SERPINE2 19 : VFNQIVKSR--PHDNIVINSAHGIASVMMGMLO DGRIKKOLAMVMR-YGVN-———————————— : 67
SERPINI1 15 : MYNRLRATG--EDE] ILFSPLEIALAMGMME OGSPHOKEIRHSMGYDSLKNG-—————-————— HEN
SERPINI2 10 : WMYQEVSLSH--KD-| IIFSPLGITLVEEMVQ KGKAQQ@IRQTLKQQETSAG ——————————— : 60
SERPINAL 37 IBYROLAHQS--NST| IFFSPVEIATAFAMLS TKADEHDEILEGLNFNLTEIP ——————————— : 88
SERPINA3 37 !YKQLVLKA——PDKNVIFSPL ISTAEAFLSLG HNTELTEILKGLKFNLTETS— ———————— : 88
SERPINA4 42 : FYYLIASET--PGKNIFFSAINISAAYAMLSHMEACSHSRSO®ILEGWMGENLTELS--———-—————— : 93
SERPINAS 33 : WMYRALASAA--PSONIFENI% AMLSIMEIAGS SNKM@® I LEGIMGLNLOQKSS——————————— : 84
SERPINAG 28 : MYKHLVALS--PKKINIFINE AMLSMETCGHINRAGTL.LOGIMGFNLTERS - —————————— : 79
SERPINAT7 33 IBYRRFTVET--PDKNIFFR)% ENCCSWOTEIVETGENLTDTP-—-—-——————— : 84
SERPINAS 84 IYGMHSELWGVVHGATVILSITAVEGTIRASLYMEAT. DHINADRLOATIMGVPWKDKN-—-—-———————— 137
SERPINAY9 40 LYRRLVLET——PSQNIFFSPVEVSTS ——————————— 91
SERPINALIO 63 : MLRKISMRH---DGNMVEREFGMSLAMTGLMMEINTGPINE T®IKRGIMHLOALKPT-—-———————— 113
SERPINB1 15 : AR I SSAMAMVEFIMETRGNINAAG®L SKTFHENTVE-—————-——————— : 64
SERPINB2 15 : ) QOFNEVGANAVTPMTPENFT : 77
SERPINB3 15 : ) HEDQVTEN-—---—-—————-— : 65
SERPINB4 15 : HEDQVTEN-—--=————-— : 65
SERPINB5S 15 : HFENVK---—-————————— : 64
SERPINB6 15 : MSC ) SEFNKSGG-—-—-—-———————— : 64
SERPINB7 15 : LEA ) HVNTAS-————-——————— : 64
SERPINBS8 15 : ISS CLYKDG-————===———-— : 64
SERPINB9 15 : ISS SLNTEE----==———==-— : 64
SERPINB10 15 : ISTS QFNRDQGVKCDPES———--- HE—
SERPINB11 15 : LLY ) HESHTVDS-——--—-—————— 66
SERPINB12 15 : LSAARGMVRIMGAR SDSAHG I DEVIMHFNEFSQNESKEPD————— HE
SERPINB13 15 : BEFKELKKT---NDGNIFFS&VGILTAIGMVLMETRGAWASOLEEVFHSEKETKS-—-———————— : 65
SERPINC1 62 : \ < BISTAFAMTKIMGACNDIL.O®TIMEVFKFDTISEK-—=—==—=———— : 114
SERPIND1 118 : MYRVLKDQVN-TFDNIFIARVGISTAMGMISIMELKGE )VHS TMHFKDFVNAS—————————— : 171
SERPINF1 46 : MYRVRSSTS--PTTINVLLSJAINVATAMSAL SIMEIAEORINE ST THRAMYYDLISSP-—————————— : 97
SERPINF2 66 : WMESLVAQTS--TCPNLILSHISVALARSHLAMEONONHIWLORLOQVIMHAGSGP—-—-—————————— : 115
SERPING1 131 : WYHAFSAMKK-VETNMAFSIEFEIASLIETOVLIMENGENWKTNLESIMSYPKDFTC-—~-———————— : 183
SERPINH1 36 : WMYQAMAKDQ--AVENILVEIEVVVASSEGLVSMEGKAT AS@AKA ——————————— : 87
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SERPINE3 68
SERPINE1 70
SERPINE2 68
SERPINI1 67
SERPINI2 61
SERPINAL 89
SERPINA3 89
SERPINA4 94
SERPINAS 85
SERPINAG6 80
SERPINA7 85
SERPINAS
SERPINAY 92
SERPINA1IO 114
SERPINB1 65
SERPINB2 78
SERPINB3 66
SERPINB4 66
SERPINB5 65
SERPINB6 65
SERPINB7 65
SERPINBS 65
SERPINBY 65
SERPINB10 73
SERPINB11 67
SERPINB12 73
SERPINB13 66

SERPINC1 115
SERPIND1 172
SERPINF1 98
SERPINF2 116
SERPING1 184

SERPINH1 88

SERPINE3 108
SERPINE1 110
SERPINE2 108
SERPINI1 107
SERPINI2 101
SERPINA1l 131
SERPINA3 131
SERPINA4 136
SERPINAS 127
SERPINA6 122
SERPINA7 127
SERPINAS8 191
SERPINAS 134
SERPINA1O 156
SERPINB1 105
SERPINB2 142
SERPINB3 120
SERPINB4 120
SERPINB5 105
SERPINB6 107
SERPINB7 115
SERPINB8 105
SERPINBS 105
SERPINB10 127
SERPINB11 122
SERPINB12 131
SERPINB13 121
SERPINC1 159
SERPIND1 218
SERPINF1 136
SERPINF2 152
SERPING1 215
SERPINH1 129
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—————————————————————— EAQIHEGFQE
—————————————————————— EAETHQSFQ
---------------------- ESDVHRGFQ
—————————————————————— EKELHRGFQQ
—————————————————————— ETEIHQGFQ
---------------------- MVEIQHGFQ
———————————— CTSRLDAHKVLSALQAVQGL)
—————————————————————— ESATHQGFQ
--------------------- KPGLLPSLFK
———————————————————————— EVHSRFQS|
SCGFMQOIQKGSYPDAILQAQAADKIHSSFRS

———————————— GYGNSS-NSQSG-LQSQLKRVFSDIN-ASHKDYD

777777777777777777777777 DIHRGFQS
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————— EKKRK- - - - -MEFNLSNSEETHSDFQT]

fffffffff LKPGFKDSPKCSQAGRIHSEFGVEFSQIN-QPDSNCT]

—————— PCLKSNKQKAGSLNNESGLVSCYFGQ|

————————— SRIKAEEKEVIENTEAVHQQFQKFLTEIS-KLTNDYE]

IFLSEVN-RTGTQYL,
IFLTEVN-KAGTQYL,

I SEIL-KPNDDYL,
YGTKTMAFHQQY
ﬂLSKLD—RIKTDYT YGEQEFPICQEY
GEKTYLFLQKY
GDKSLTFNETY

________________________ DIHGTYKEMLDTVT- - -APQ KSASRIVFEKKLRIKSS|Y
777777777777777777777777 CLPHLLSRIBCQDLG- - - - - PGAFRLAARMYLQKGFPIKED)
_________________________ VHOALKGFTTKGV----- - - —TSVSS&EHSPDLAIRDT
________________________ EVHAGLGEMLRSLSNSTARNVIWKLGSREBYGPSSVSFADDIY

{

VQGLALYTPVVLPRSLDFTELDVAAE
LGNVKRLEEAEVFSTD)
FNLSKRYFDTECVPM

TNHLEDTRR

EDTEECRKH]
IRAAEESRKH
VEASDQIRKD
EQSTEETR
QKNPEKSRQE]
VNAADESRK.

QAELEELS|
HAELKELS|

GTRPRVLTGNP - -RLDLQE]
LEQSEQLFG--AKPVSLTGKQEDDL.
VNASRTLESSSPRVLSNNS——DANLEL
VRSSKQHMNCEHSKINERD-KRSALQS

RDMMDN - - - -LLSPDLIDGVL
LVSPRDFD

fffffff IIQGLDLILY
——————— LFDEINPE]

LLPGSSIDAENMRL

VLDAGTVDPL@NKL
RMI

LLPDDSVDSTgy

——————— STKEIPDEISILELGV
——————— FLSGLPEDEVLL i
------- LLDSLPSD#RLVIRL)
——————— VTKDVERTDGAL
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s2B
[ |
SERPINE3 172 : IHQTTEVNYGQFQDTAGH———QVGVEELP L : 232
SERPINE1 169 : QTNKFNYTEFTTPDGH---YYDIMELPMH : 229
SERPINE2 168 : L---WYNFIELPMH : 228
SERPINI1 166 : IYOQGEFYYGEFSDGSNEAGGIYQVIRETIPME : 229
SERPINI2 160 : IKALLRTKYGYFSESSLN----YQVIRELSMK : 219
SERPINA1l 188 : LSSWVIBLMKML : 245
SERPINA3 188 LSCTVVELKMT : 246
SERPINA4 193 LPCSVERMD K : 251
SERPINA5 184 LSCRVVGVPMQ : 241
SERPINA6 179 LPCQLVQMNMV : 236
SERPINA7 184 : LNCTVEQMD S : 242
SERPINA8 249 : VHEQEKMKG-BSLLAEPQE- -lgWVDNSTSVSWYPNLSGMGTFQHWSDIQD- -~~~ - NFSVTQVPFT : 304
SERPINAS 191 : LNCFVIBOMDMK : 249
SERPINA10 213 FRCHVIRKLPMO : 270
SERPINB1 165 LKCRVIBELPMQ : 222
SERPINB2 202 : LKAQIIREL P : 259
SERPINB3 180 : IVYV@XCOWEKKIANKEDIMKEE -KIFWPNKNTYKSIQUINRQYTSFHFASLED--~---- VQAKVIREIPMK : 237
SERPINB4 180 : IYPEEOWENKIIKKENBKEE - KIIWPNKNTYKSWYOURQYNSFNFALLED- - -~~~ VQAKVHMEIPMK : 237
SERPINB5 165 : AYRVEKWMKKIFPESEMKEC-PERINKTDTKPYOUNNLEATFCLGNIDD--~---- INCKIIELPFQ : 222
SERPINB6 167 : VYERENNDEQERDKENMEER -LIKVSKNEEKPYOUMIFKQSTFKKTYIGE------ IFTQIMMVLPMYV : 224
SERPINB7 175 : VYINEKIWOSAIRTKSENINC - HIFKSPKCSGKANYAMNHQERKFNLSVIED- - - - - - PSMKIWMELRMN : 232
SERPINB8 165 : IYSXEKIWNEQEDRKYEMRGM-LIFKTNE - EKKTYOUNIFKEAKFKMGYADE- -~~~ - VHTQVIRELPMV : 221
SERPINBS 165 : IVY@XeKINEPEDETYMREM-PIKINQEEQRPMYOUNYQEATFKLAHVGE------ VRAQLIFELP 1 222
SERPINB10 187 : LYIXETINEHQRT.VONIBTEK - PIIRINETTSKPWYOUIFMKKKLHIFHIEK- -~ - -~ PKAVGIBQLYMK : 244
SERPINB11 182 : IY@N€ORONKIOVREMVKS - PEOLSEGKNVTYEUNYQIGTFKLAFVKE-~-~-~-~-- POMQVIRELPMV : 239
SERPINB12 191 : VYIBNAKNETYIRDHENVDA - PIICLNANENKSYKUNTQOKGLYRIGFIEE------ VKAQIWEMRMT : 248
SERPINB13 181 : VYINEOWDRERKKENBKEE - KIFWMNKSTSKSWYOUWTQSHSFSFTFLED- - - - - - LQAKIMGIPMK : 238
SERPINC1 219 : YKADGESCSASNMINYQEGKFRYRRVAE- - - - - - G-TQVIRELPFK : 275

SERPIND1 274
SERPINF1 192
SERPINF2 208 :
SERPING1 271 : IYLSA
SERPINH1 186 : MFAPH|

RLNEREVVK)YS|
YLDEERTVRYP)
HLDEQFTVPWYE
HEKN-SVIKWP
MVTRSYTV

S3B hG hH s2C S6A

F'""_"""'" 1 | L I | | |
SERPINE3 233 : GSAVSLFLVLPRDK---DTP SHIEPHHTASTIHL TT--SLRRAR--MDVFIERIIRTONQFNI®K : 290
SERPINE1 230 : GDTLSMFIAAPYEK---EVPIRSALTNISAQLISHYKG--NMTRLP--RLL SLETEVD®R : 287
SERPINE2 229 : GESISMLIALPTES---STPSAIIPHISTKTIDSQMS--IMVPKR--VQVIIMZKIATAVAQTDI®K : 286
SERPINI1 230 : GDEISMMLVLSRQ----EVPEATIL TVEQEIDI®K : 286

SERPINI2 220 : GDEFSLIIILPAE----GMDIEEVEKLITAQQILKRLS--EMQEEE--VEISMERPKVEQKVDFK : 276
SERPINAl 246 : GNATAIFFLPDEG------ KQHLIBNE@THDI I TKFLENEDRRSAS - - - - LHMEKLSITGTYD@K : 300
SERPINA3 247 : GNASALFILPDQD------ KMEE LPETLKRWRDSLEFREIG---EL SISRDYNIEN : 302
SERPINA4 252 : GDATVFFILPNQG------ KMREIREVIRTPEMLMRYNNLLRKRNFYKKLELHIBSKIISISGSYVI®D : 310
SERPINAS5 242 : GNATALFILPSEG------ KMQQVIENGIRSEKTLRKLKMFKKR - - - -QLELYREKIJSTEGSYQI®E : 296
SERPINA6 237 : GNGTVFFILPDKG------ KMNTVI SRDTINRQSAGLTSSQV----DLYI|EKVTISGVYDI®EG : 291
SERPINA7 243 : KNALALFVLPKEG------ QMES SSKTLKKWNRLLQKGWVD- - - - LEVIZKESISATYDI®G : 297
SERPINA8 305 : ESACLLLIQPHYAS----- DﬂDK GLTFQONSLNQMKKLSPRTIH----LTMEQLVLQGSYDI®Q : 360
SERPINAS 250 : GDAVAFFVLPSKG------ KMRQL, SARTLRKWQYSHSLQKRWIE- - - -VFI)FRIISTSASYNIEE 304

SERPINA1O 271 : GNATMLVVLMEKMG----- DHLAL TTDLVETWLRNMKTRNME - - - -VFFIFKIIKLDQKYEMH : 326
SERPINB1 223 : GEELSMVILLPDDIEDESTGI®KKI TLEKLHEQTKPENLDFIE--VNVSIBERIFKLEESYT|EN : 285
SERPINB2 260 : G-DVSMFLLLPDEIADVSTGERELLISEITYDKLNKRTSKDKMAEDE--VEVYI)SORKLEEHYEIRR : 321

SERPINB3 238 : GKDLSMIVLLP----NEIDGROKLINEKIETAEKLMERTSLONMRETR - -VDLHIBSRIIKVEESYDIRK : 296
SERPINB4 238 : GKDLSMIVLLP----NEIDGEQKLIXEKIETAEKLMERQTSLONMRETC--VDLHBSRIZKMEESYDJEK : 296
SERPINB5 223 : NKHLSMLIVLPKDVEDESTGREKIKQIENPETLLORTNPSTMANAK- -VKLSIMFKIIKVEKMIDPK : 285
SERPINB6 225 : GKELNMIIMLPD----ETTDERTVIKERTYEKFVERTRLDMMDEEE - -VEVSIMSRBKLEESYDME : 283
SERPINB7 233 : G-GINMYVLLPE------ NDIESETIENKIETFONLMERTNPRRMTSKY - -VEVFFIFOKIEKNYEMK : 288
SERPINB8 222 : EEELSMVILLPD----DNTD KAETYEKF TNSEKLTKSK——VQVFLPRLKLEESYDEE : 280
SERPINBS 223 : RKELSLLVLLPD----DGVERSTVIKSETFEKLTARTKPDCMKSTE - -VEVLIRSKIIKLOQEDYDME : 281
SERPINB10 245 : SRDLSLLILLPEDIN----GEEQLIEKAITYEKLNEWRTSADMMELYE - -VQLHIRY KLEDSYDEK : 303

SERPINB12 249 : KGKLSMFVLLPSHSKDNLKGIREELIRKITYEKMVARSSSENMSEES--VVLS TLEDSYDIEN : 311
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SERPINB3 297 : DT RT MVDI NG - DENRLEEMTG - - SRGMVLEGVLERAFVEBVT E = TAVVGFGSSPTS : 358

SERPINB4 297 : DT MV NG - DINSLJEMTW - - SHGIS VEK VL FVIRVT VIBAARARAVVVVELSSPS : 358
SERPINB5 286 : AS L LKS INESTS|BFSIEMSE - - TKGVSVENVIEZIRVCLIHTT] D GDSIEVPG----- SRILQ : 343
RN

SERPINB6 284 : s L MTDARELGKINWF[HEMS - - - QTDESL K NSFVIBV E TIAAMANAATMMMRCAR- : 344
SERPINB7 289 : LKDIDESKINRI, IAS——GGREYI ASYI VT EETIIATAARGSNIVEKQLP- : 350
SERPINB8 281 : PF RRL MIDAIFDEAKEWFEEMST - - EKNVPLS 1CF E A RAVVRNSRCSR- ;342
SERPINB9 282 : RHL IVD QQGKINRT, SA——ERDICL TIIVAWMASSCFVVAECCME : 344
SERPINB10 304 : ST SS MSS - -AR! FLSNVF TFNARMGSGSEIDIRIRV- : 365
SERPINB11 299 VTDL MSP - - TKGYLEKAT T AABGDS TAVKSLE- : 360
SERPINB12 312 ITDI ISP--SPNWYLEKIT rolAeRG-AVVSERSIR : 373
SERPINB13 298 MGD. MSS - -GSGYAQKFL TIRNAAIG - IGFTVTSAP : 359
SERPINC1 333 VDL IVAEGRDDUYVEDAF SIIARSINAVVIAGRSLNP : 397
SERPIND1 388 IRML ISD---QRIAIDLF TOWTTVINTVGFMPLS--- : 445

SERPINF1 308 : QEMKLQST, FEKITG---KPIKLTQVE

GTTPSPGLQPAHLTFP- : 366
SERPINF2 322 : SQLELOEL] ISE---Qsi# VzEng SIAMSRMSLS- : 380
SERPING1 389 : SIMEKLEFFDFSYD--LNLCELTE--DPDM SAISVARTLLV- : 448
SERPINH1 301 : KHWAGLELTEAIDKNKIMIERMSG--KKDBYLASVF NPFDQDIYGREELRSPK- : 362

W
slC s4B s5B
1 | |
SERPINE3 351 : -RIPIFKADRIBATIYFLREPNEGFVEFSI 384
SERPINE1 348 : -APEEIIMDRIZIMIVVRHNPIGT 379
SERPINE2 348 : -SPPWFIVD IRHNP GAVIRY 379
SERPINI1 348 : -LYPQVIVDHIGFILMRNRRIGT IiNg : 392
SERPINI2 338 : -AQSQFIANH|ZINITMKHNPINES TNy : 382
SERPINA1 360 : —IPPEVKFN!PFEFLMIEQ KSPimg : 394
SERPINA3 365 : ETRTIVRFNRIZIEMIMVPTDION IFIIMSKVTNIZKQA : 400
SERPINA4 372 : TNRHILRFN FSTSIQS VIR : 407
SERPINA5 358 : LNSQRLVFN VDN - - - NIjfgT| : 387
SERPINA6 351 : -KPIILRFNQI®3TI FDHFEWSSLFLARVM : 383
SERPINA7 360 : FLHPIIQIDRSIFMLLILERSHNRS TN, : 395
SERPINA8 421 : ----- VTLNRISINIAVYDQSATALHFL : 452
SERPINA9 367 : PSYFTVSFNRTIFEMMITNKARDG I : 402
SERPINA1O0 389 : ---PVIKVDR PFHF YEETSGMLINGL, : 421
SERPINB1 348 : -PEENFTADHIZWWIFMRHNSSGSIIRIL : 379
SERPINB2 384 : -GGPQFVADHIZINITMMHKINC IINYF : 415
SERPINB3 359 : -TNEEFHCNH|ZINIFINRONKINNS TRy : 390
SERPINB4 359 : -TNEEFCCNHIZI®IFIRONKEINS IjNy : 390
SERPINB5 344 : -HKDEFKADHIZ3MTVRHNKIRNI : 375
SERPINB6 345 : -FVPRFCADH|ZINIFIOHSKIYNG IINLC) : 376
SERPINB7 351 : -QSTLFRADHIZWMIVMRK--DDII|NGS| : 380
SERPINB8 343 : -MEPRFCADHIEFNIFMRHHKENCIMEC] : 374
SERPINBY9 345 : -SGPRFCADH|ZIMIFIRHNRANS IINIC) : 376
SERPINB10 366 : -PSIEFNANHIZ3®IEFIRHNKINT IINg : 397
SERPINB11l 361 : -MRAQFKANHIZWNIFIMRHTHIKNT IIRIC : 392
SERPINB12 374 : -SWVEFNANH|ZINIFINRHNKEINOT IiMg : 405
SERPINB13 360 : -GHENVHCNHIZE®JFHRHNESNSIJHYF : 391
SERPINC1 398 : -NRVTFKANRIZWISVEFMREVPLNTII}Y : 432
SERPIND1 446 : -TQVRFTVD YEHREYS CLInY : 480
SERPINF1 367 : ---LDYHLNQEETIZVLRDTDIGALINZT : 398
SERPINF2 381 : ----SFSVNRIZIBIFRFEDTIGL PG 441
SERPING1l 449 : ----- FEVQQIRINIVIL.WDQQHKF PV)g 478
SERPINH1 363 : ----LFYADHITRLVRDTQSGSLiNZT 400
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SERPINE3
SERPINEL
SERPINE2
SERPINI1
SERPINI2
SERPINAL
SERPINA3
SERPINA4
SERPINAS
SERPINAG6
SERPINATY
SERPINAS8
SERPINAY
SERPINALOQ
SERPINB1
SERPINB2
SERPINB3
SERPINB4
SERPINB5S
SERPINB6
SERPINB7
SERPINBS8
SERPINBY9
SERPINB10
SERPINB11
SERPINB12
SERPINB13
SERPINC1
SERPIND1
SERPINF1
SERPINF2 442
SERPING1
SERPINHI1

: LEFGPDLKLVPPMEEDYPQFGSPK : 464

8.4 Computer-Programme

Programm Hersteller/Webadresse

Verwendung

MALDI-TOF-MS,
Massenabgleich

Mascot http://www.matrixscience.com/

Oligo Analyzer 3.0 Primer-Design http://eu.idtdna.com/home/welcome .aspx

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/

CLUSTALW DNA-Alignments
(Chenna et al., 2003)
i http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
DIALIGN DNA-Alignments ]
(Subramanian et al., 2005)
) . . http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
SignalP 3.0 Signalpeptid-Vorhersage
(Bendtsen et al., 2004)
) Alignment von cDNA und . . )
Spidey . http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/
genomischer DNA
BLAST Homologie-Suche http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http:// g .org/tools/ ite/
ScanProsite Protein-Analyse PHTWWW-CXPasy. o T00ISSCAnprostie

(De Castro et al., 2006)

Swiss-Model

Homologie-Modellierung

http://swissmodel.expasy.org/
(Schwede et al., 2003)

Swiss PDB-Viewer 3.7

3D-Strukturen von
Proteinen

http://www.expasy.org/spdbv/
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8.5 Abkiirzungsverzeichnis

a-PDX
ACN
AMC
ARP
AS

B

Bp
cDNA
CRES
CRR
cv
dec-RVKR-cmk
DEPC
dH,0
Dm
DMEM
DMP
DMSO
dNTP
E. coli
EBV
ECM
EDTA
ER
ERGIC
FCS
FPLC
g

GST
HIV
HMW
HRPO
IMAC
IPTG
s

kb

kD

K

o -Antitrypsin-Portland

Acetonitril

7-Amino-4-methylcoumarin

acidic ribosomal protein p0

Aminosdure

Branchiostoma lanceolatum

Basenpaar

copy-DNA

cystatin-related epididymal spermatogenic protein
Cystein-reiche Region

column volume
Decanoyl-RVKR-Chlormethylketon
Diethylpyrocarbonat

Reinstwasser

Drosophila melanogaster

Dulbecco s Modified Eagle Medium
Dimethylpimelimidatdihydrochlorid
Dimethylsulfoxid
2'-Desoxynukleotid-5'-Triphosphat
Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

extrazelluldre Matrix
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
ER-Golgi-intermediate compartment
fetal calf serum

fast permormance liquid chromatography
Erdbschleunigung (9,81 m/s?)
Glutathion-S-Transferase

human immunodeficiency virus

high molecular weight

horseradish peroxidase

immobilized metal affinity chromatography
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
apparente Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung
Kilobase

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstante
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LMW
MALDI-TOF
MCS
MOPS
NaAc
PAGE
PBS
PC
PCR
PDI
PEI
Pfu-Polymerase
PMSF
POMC
ppm
rpm
RSL
RT
SDS
Serpin
SF

SI

Sp

Ta
Tag-Polymerase
TEV
TFA
TGN
U

UN
v/iv

w/v

low molecular weight

ANHANG

matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight

multiple cloning site

3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure

Natriumacetat

Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate buffered saline
Proproteinkonvertase
Polymerasekettenreaktion

Proteindisulfidisomerase

Polyethylenimin

DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus
Phenylmethylsulfonylfluorid

Proopiomelanocortin

parts per million

rounds per minute

reactive site loop, reaktive Schleife

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Serin-Protease-Inhibitor

serumfrei

Stochiometrie der Inhibierung

Signalpeptid

Primer-Annealing-Temperatur
DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
Tobacco Etch Virus

Trifluoressigsdure

Trans-Golgi-Netzwerk

Units
iiber Nacht
volume / volume

weight / volume
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8.6 Serpinnomenklatur

Serpin ‘ Synonym/Erklarung

SERPINA1 o -Antitrypsin
SERPINA3 o -Antichymotrypsin
SERPINA6 corticosteroid binding globulin, CBG
SERPINA7 thyroxine binding globulin, TBG
SERPINAS Angiotensinogen
SERPINBS Maspin
SERPINBS Proteinase-Inhibitor 8, PI8
SERPINC1 Antithrombin
SERPIND1 Heparinkofaktor II, HCII
SERPINEI Plasminogen-Aktivtor-Inhibitor-1, PAI-1
SERPINE2 Nexin-1
SERPINF1 pigment epithelium-derived factor, PEDF
SERPINH1 heat shock protein 47, Hsp47
SERPINII Neuroserpin
SERPINI2 Pancpin
Furin hemmende Splicevariante des Spn4-Gens, besitzt
Dm-Spn4A . . . .
ein N-terminales Signalpeptid
Furin hemmende Splicevariante des Spn4-Gens, besitzt
Dm-Spn4E . . . .
kein N-terminales Signalpeptid
Generelle Bezeichnung fiir Furin hemmende Spn4-
Dm-Spn4A/E i
Varianten
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