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Kapitel 1

Zusammenfassung

Heparinkofaktor II (HCII) gehort zur Gruppe der Serinprotease-Inhibitoren (Serpine) und ist
durch die Regulation der Protease Thrombin an einer Vielzahl physiologischer Prozesse
beteiligt. Die Hemmung von Thrombin durch HCII erfolgt durch die Bildung eines stabilen
stochiometrischen (1:1) Komplexes. Die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen
o-Thrombin und HCII wird durch Glykosaminoglykane wie Heparin, Heparansulfat oder
Dermatansulfat um mehr als 1000-fach erhoht. Dieser reaktionsbeschleunigende Effekt von
Glykosaminoglykanen wird durch zwei unterschiedliche Modellvorstellungen erkldrt: dem
allosterischen Verdringungs- und dem Doppelbriicken-Mechanismus. Die vorliegende Arbeit
beschreibt Untersuchungen und Experimente zur Struktur des nativen HCII-Molekiils und
zum Reaktionsmechanismus von HCII, insbesondere zur Bedeutung des N-Terminus des
Inhibitormolekiils.

Biochemische (Heparin-Sepharose-Chromatographie) und biophysikalische (Oberfldchen-
plasmonresonanz) Untersuchungen belegten, dass Zinkionen und im geringeren Malle auch
Kupfer- und Nickelionen in der Lage sind, die Bindung zwischen HCII und Heparin zu
verstirken. Die Metallionen-Affinitdtschromatographie zeigte, dass HCII Zinkionen bindet.
Durch Messung der intrinsischen Proteinfluoreszenz konnte belegt werden, dass diese
Bindung eine Anderung der Struktur im HCII-Molekiil induziert. Eine Moglichkeit zur
Interpretation der Daten ist, dass die Zinkionen an den negativ geladenen Bereich der
N-terminalen Domine binden und die intramolekulare Bindung des N-Terminus an die
a-Helix D von HCII schwichen. Diese schwichere intramolekulare Bindung an die
Glykosaminoglykan-Bindestelle ist auch eine Erklarungsmoglichkeit fiir die verstérkte
Interaktion zwischen HCII und Heparin in Gegenwart von Zinkionen. Auch in vivo kdnnten
Zinkionen Konformationsédnderungen am HCII verursachen, die die Interaktion des Serpins

mit Glykosaminoglykanen fordert.
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Als weiterer Ansatz zur Ermittlung der Funktion und Position des N-Terminus von HCII
wurden HCII-Varianten untersucht, die neu eingefiihrte Cysteine enthielten. Uber diese
Cysteine wurde der N-Terminus iiber die Ausbildung einer Disulfid-Verkniipfung kovalent
am globuldren Proteinkern fixiert. Es konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Doméne
reversibel tliber drei verschiedene Positionen mit der Position 195 des Proteinkerns in der
Verbindungsschleife zwischen o-Helix D und Strang 2 von B-Faltblatt A gebunden werden
kann. Der Befund zeigt, dass der N-Terminus variabel an diesen Bereich binden kann und
dieser Bereich als Ort einer intramolekularen Bindung des N-Terminus dient. Die kovalente
Fixierung des N-Terminus am Proteinkern hatte keine wesentliche Auswirkung auf die
Hemmung von a-Chymotrypsin. Diese Ergebnisse zeigen, dass die gentechnisch erzeugten
HCII-Varianten biologisch aktiv und die reaktiven Schleifen der Varianten fiir Zielproteasen
zuginglich sind. Demgegeniiber verursacht die Fixierung der N-terminalen Doméne eine
Verringerung der inhibitorischen Aktivitdit von HCII gegeniiber a-Thrombin um bis zu
3600-fach. Die Reduktion der Disulfidbriicken und Alkylierung der Cysteine stellte die
Aktivitat der HCII-Varianten gegeniiber a-Thrombin wieder vollstdndig her. Die erhaltenen
Daten demonstrieren, dass eine freie Beweglichkeit des N-Terminus von HCII eine
notwendige Bedingung fiir die effektive Hemmung von o-Thrombin darstellt.
Konformationsdnderungen am HCII im Verlauf der Translokation der N-terminalen Doméne
haben moglicherweise auch eine Wirkung auf die reaktive Schleife des Serpins und sind ein
wichtiger Bestandteil der Interaktion zwischen dem Inhibitor und o.-Thrombin.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse stechen im Einklang mit dem allosterischen
Verdrangungsmechanismus und zeigen die Bedeutung der Konformation von HCII fiir die
Hemmung von Thrombin. Zudem wurden Hinweise auf die Position des N-Terminus am
globuldren HCII erhalten. Die Ergebnisse erweitern das Verstindnis iiber die molekularen
Vorginge bei der Aktivierung von HCII durch Glykosaminoglykane und bieten zudem neue

Ansitze zur Entwicklung pharmakologisch relevanter HCII-Aktivatoren.
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Einleitung

2.1  Serpine

Serpine (Serinprotease-Inhibitoren) bilden eine der grofiten Klassen von Protease-Inhibitoren
in héheren Organismen. Serpine bilden eine Superfamilie von Proteinen, die an einer Vielzahl
von bedeutenden physiologischen Prozessen beteiligt sind. Thr Name leitet sich von der
Eigenschaft der meisten Serpine ab, spezifische Serinproteasen zu inhibieren '. Bislang
konnten ca. 500 unterschiedliche Serpine in héheren Vertebraten, Pflanzen, Prokaryoten und
Viren identifiziert werden *. Im humanen Plasma stellen Serpine nahezu 10 % der gesamten
Plasmaproteine und sind an der Regulation von verschiedenen Prozessen wie Blutgerinnung,
Fibrinolyse und an Entziindungsreaktionen beteiligt *.

Die Evolution der Serpine erfolgte iiber einen Zeitrahmen von mindestens 500 Millionen
Jahren. Es wird angenommen, dass sich die Serpin-Superfamilie durch inter- und intra-
chromosomale Genduplikation und Gendiversifikation entwickelt hat*. Dies fithrte in
Vertebraten zur Bildung verschiedener Serpinklassen, die sich je nach Klassifikationssystem
in 16 ° oder sechs ® Familien einordnen lassen.

Die meisten Serpine sind Inhibitoren von Serinproteasen, doch wurden auch Serpine
identifiziert, die Cysteinproteasen hemmen. Neben Protease-hemmenden Serpinen gibt es
auch zahlreiche nicht-inhibierende Serpine. Diese Serpine besitzen die gleiche

charakteristische Grundstruktur, haben aber eine andere Funktion, z.B. als Transportproteine

! Carrell & Travis, 1985

2 Brandt et al., 1990; Buller & Palumbo, 1991; Komiyama et al., 1994; Whisstock et al., 1999;
Irving et al., 2002; van Gent et al., 2003

3 Gils & Declerck, 1998; Huntington et al., 2000°; Silverman et al., 2001

* Hunt & Dayhoff, 1980

> Irving et al., 2000

% Ragg et al., 2001
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von lipophilen Verbindungen oder sie sind an der zelluldren Signaltransduktion beteiligt. So
dienen das Cortison-bindende Globulin und das Thyroxin-bindende Globulin als
Transportproteine fiir Hormone '. Angiotensinogen ist die Vorstufe eines Peptidhormons und
ist bei der Regulation des Blutdrucks von Bedeutung®. Das Heat Shock Protein HSP 47

fungiert als Chaperon und hat eine unterstiitzende Funktion bei der Proteinfaltung °.

2.1.1 Struktur und Konformation der Serpine

Serpine bestehen aus einer singuldren Peptidkette mit einer Grundstruktur aus bis zu 480
Aminoséuren, die N-terminale oder C-terminale Erweiterungen aufweisen kann *. Obwohl die
Identitét der Aminoséuresequenz bei den Mitgliedern der Serpin-Familie nicht sehr hoch ist
und teilweise lediglich 30 % betréigt >, weisen alle Serpine eine hoch konservierte
Tertidrstruktur auf. Viele Serpine sind glykosyliert und/oder tragen andere post-translationale
Modifikationen.

Abbildung 2.1-1: Darstellung der Grundstruktur der
Serpine am Beispiel von o;-Antitrypsin (PDB ID
1HP7 ©). Die reaktive Schleife (RCL) ist in gelb
dargestellt mit der Position P1 (Methionin) des
reaktiven Zentrums (Kalottendarstellung). Weitere
Sekundérstrukturen sind das [B-Faltblatt A (rot) mit
finf Strdngen, [B-Faltblatt B (magenta) mit sechs
Stringen und das [-Faltblatt C (blau) mit vier
Stringen. Die a-Helices (hA, hD — hG) sind in griin
abgebildet (weitere o-Helices hB, hC, hl sind
verdeckt). Das proximale Scharnier (hinge region) ist
bei der Exposition der reaktiven Schleife von
Bedeutung.

o-Antitrypsin, nativ

proximales
Scharnier

"'Hammond et al., 1987
2 Janciauskiene, 2001

3 Hirayoshi ef al., 1991
* Huber & Carrell, 1989
3 Carrell & Travis, 1985
% Kim et al., 2001
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Die konservierte Tertidrstruktur der Serpine besteht aus drei B-Faltblattstrukturen (sA - sC)
und sieben bis neun a-Helices (hA - hl). Inhibitorische Serpine besitzen ein reaktives
Zentrum, das etwa 30 bis 40 Aminosduren vom C-terminalen Ende des Proteins entfernt ist
(siche Abbildung 2.1-1). Dieses Zentrum befindet sich an exponierter Stelle innerhalb einer
Schleifenstruktur (reactive centre loop, RCL) von ca. 17 Aminosduren und enthilt die
Spaltstelle fiir die Zielprotease des Serpins'. Die die Spaltstelle direkt flankierenden
Aminosiuren werden als P1 und P1' bezeichnet >. Ausgehend von dieser Spaltstelle werden
weitere Aminosduren in N-terminaler Richtung mit P2, P3, usw. bezeichnet. Aminosduren in

Richtung des Carboxyterminus werden mit P2', P3', usw. gekennzeichnet.

ATIII, nativ ATII, aktiviert

proximales Scharnier

Abbildung 2.1-2: Binderdiagramme der Strukturen von nativem ATIII und Pentasaccharid-aktiviertem ATIII
(PDB ID 2ANT * und 1AZX *). Die Elemente der Sekundirstrukturen entsprechen denen des in Abbildung 2.1-1
beschriebenen a,-Antitrypsins mit der Position P1 (Arginin) als Kalottendarstellung. Die Bindung eines
Heparin-Pentasaccharids induziert unter anderem Konformationsdnderungen am proximalen Scharnier, zwischen
der reaktiven Schleife (gelb) und dem B-Faltblatt A (rot). Dies fiihrt zu einer Expulsion der reaktiven Schleife
und einer besseren Zuginglichkeit der Spaltstelle zwischen P1 und P1'. Die Struktur des RCL in Losung,
insbesondere die Orientierung der P1-Position nach Aktivierung, wird kontrovers diskutiert °.

! Johnson & Travis, 1977; Gils & Declerck, 1998
% Schechter & Berger, 1967

3 Carrell et al., 1994; Skinner et al., 1997

*Jin et al., 1997

> Dementiev et al., 2004; Li et al., 2004
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Die Strukturen der meisten nativen Serpine entsprechen der des in Abbildung 2.1-1
dargestellten o;-Antitrypsins. Lediglich die nativen Proteinformen der Thrombin-Inhibitoren
ATIII und HCII weisen diskrete Unterschiede der Konformation auf. Die Region um das
proximale Scharnier zeigt bei diesen beiden Serpinen deutliche Unterschiede. Die Amino-
sduren P14 und P15 des RCL sind als zusidtzlicher Strang in die obere Struktur des
B-Faltblatts A integriert (Abbildung 2.1-2) . Die Bindung eines Heparin-Pentasaccharids
induziert beim ATIII Konformationsinderungen, die einen GroBteil des Proteins umfassen .
Neben der o-Helix D beeinflussen die strukturellen Anderungen auch das B-Faltblatt A,
wodurch der in dieses P-Faltblatt partiell inserierte RCL exponiert wird (siche Abbildung
2.1-2). Durch die Bindung von Heparin entsteht eine Konformation des ATIII, die eine
grofere Ubereinstimmung mit der Konformation von o-Antitrypsin in Abbildung 2.1-1
aufweist °. Die Besonderheiten am proximalen Scharnier von ATII und HCII sind
hervorzuheben, da bekannt ist, dass diese Region fiir die Reaktivitit von Serpinen von

entscheidender Bedeutung ist * (siehe nachfolgenden Abschnitt).

2.1.2 Hemmung von Serinproteasen durch inhibitorische Serpine

Die Funktion von Serinproteasen ist die katalytische Spaltung von Peptidbindungen. Diese
Funktion wird durch das reaktive Zentrum der Protease realisiert, das aus den als
,katalytische Triade* bezeichneten Aminosduren Serin, Histidin und Aspartat besteht .
Serpine reagieren mit Serinproteasen als sogenannte ,,Selbstmord-Inhibitoren®, d.h. sie
unterbrechen den proteolytischen Vorgang des Mechanismus der ,katalytische Triade®. Bei
einer katalytischen Spaltung geht die Protease normalerweise durch eine
Deacylierungsreaktion wieder aus dem Spaltkomplex hervor. Diese Deacylierung ist bei der
Reaktion mit Serpinen um mehrere Grofenordnungen verlangsamt, so dass die Protease mit
dem Inhibitor kovalent verkniipft bleibt. Dies wird durch Konformationsinderungen am
Serpin und bei der Protease im Verlauf der Inhibitionsreaktion verursacht.

Im Gegensatz zu anderen Proteinen ist die native Konformation der Serpine nicht die stabilste
Proteinform, sondern das native Serpin befindet in einem gespannten (stressed), metastabilen
Zustand. Wihrend der Inhibitionsreaktion wird das Serpin zwischen den P1-P1'-Aminoséuren
der reaktiven Schleife gespalten. Dieser Vorgang fiihrt zu Konformationsdnderungen, die eine
Proteinform begiinstigen, welche eine hohere thermodynamische Stabilitdt besitzt (relaxed
form) °. Die Konformationsinderungen induzieren auch eine Deformation der Protease und

sind essentiell fiir die Hemmung von Serinproteasen durch inhibitorische Serpine.

! Carrell et al., 1994; Schreuder et al., 1994; Skinner ef al., 1997; Baglin et al., 2002
2 Pike et al., 1997; Huntington et al., 2000%; Whisstock et al., 2000

3 Jinet al., 1997

4 Hopkins et al., 1993 ; Hopkins & Stone, 1995

> Genest & Ptak, 1982; Tobin et al., 1995; Plotnick ef al., 1996; Kriiger, 2003

% Bruch et al., 1988; Gettins & Harten, 1988
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Abbildung 2.1-3: Schematische Darstellung der Komplexbildung von Serpin und Protease (aus Gettins, 2002").
Die farbig markierten Strukturelemente am Serpin sind das B-Faltblatt A (rot) sowie die a-Helix F und die
reaktive Schleife (jeweils blau). Die Serinprotease ist in griin abgebildet. Der nicht kovalente Begegnungs-
komplex (Michaelis-Komplex) vor der Spaltung der reaktiven Schleife (1) geht zum Zeitpunkt der
proteolytischen Spaltung in das kovalent verkniipfte Serpin-Acyl-Protease-Intermediat {iber (2). Die reaktive
Schleife inseriert als zusétzlicher Strang in das -Faltblatt A, wobei die gebundene Protease zu dem anderen Pol
des Serpins gefiihrt wird (3 —4). Bei diesem Vorgang bewegt sich die o-Helix F und ,schliefit“ nach
vollstindiger Insertion der reaktiven Schleife die B-Faltblattstruktur A (5). Im finalen Komplex ist die Protease
durch die Konformationsdnderung deformiert und ihr reaktives Zentrum ist dadurch inaktiviert.

Der initiierende Schritt der Inhibitionsreaktion ist die Spaltung des Serpins an der Position P1
der reaktiven Schleife durch die Protease. Der N-terminale Bereich der reaktiven Schleife (P1
bis P14) kann als zusitzlicher Strang in die Struktur des B-Faltblatts A inserieren (siche
Abbildung 2.1-3). Die Erweiterung des B-Faltblatts A von einer Fiinf- zu einer Sechs-Strang-
Struktur ist thermodynamisch begiinstigt . Weitere Teile des Serpins sind von den
Konformationsédnderungen betroffen und haben Einfluss auf die Inhibitionsreaktion. Das
proximale Scharnier (P9-P15, Abbildung 2.1-1) beeinflusst die Insertion der reaktiven
Schleife in das B-Faltblatt A >, Mutationen am proximalen Scharnier fiihren zu dramatischen
Verdnderungen des Inhibitionsmechanismus und verhindern das ,,Einklappen® der reaktiven
Schleife in die Faltblattstruktur . Auch wird vermutet, dass die a-Helix F eine wichtige Rolle
bei der Hemmung der Protease spielt *. Die a-Helix F scheint als eine Art Verschluss zu
fungieren und die Irreversibilitdit der Hemmung zu bewirken.

Die strukturellen Anderungen sind nicht auf das Serpin beschrinkt, sondern betreffen auch die
Protease. Das Enzym ist iiber eine Acylbindung des Serins 195 mit der Aminosdure P1 des
Serpins kovalent mit dem Inhibitor verkniipft. Die Insertion der reaktiven Schleife des Serpins

in das B-Faltblatt A fiihrt zu einer Translokation der gebundenen Protease um ca. 70 A auf

" Carrell & Owen, 1985; Bruch et al., 1988

2 Hopkins et al., 1993; Hopkins & Stone, 1995

? Stein & Carrell, 1995

4 Gooptu et al., 2000; Gettins, 2002b; Cabrita et al., 2004
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den gegeniiberliegenden Pol des Serpins'. Im Verlauf der Translokation kommt es
wahrscheinlich auch zu einer Torsion der gebundenen Protease, was eine Anderung des
katalytischen Zentrums zur Folge hat (Abbildung 2.1-3). Die Anordnung der ,katalytische
Triade* &ndert sich um mehr als 3 A und die Protease verliert ca. 40 % ihrer urspriinglichen
Struktur 2. Durch diesen Vorgang ist die proteolytische Aktivitit der Protease zerstort, und der
kovalente Acyl-Komplex von Serpin und Protease kinetisch stabil gegeniiber einer moglichen
Deacylierung *. Die kinetische Stabilitit ist abhingig von der Linge der reaktiven Schleife.
Eine Verldngerung reduziert die Stabilitdt des Komplexes, hingegen reagiert ein Serpin mit
verkiirzter Schleife vollstindig als Substrat und hat keine inhibitorischen Eigenschaften.
Wabhrscheinlich ist in beiden Féllen die Deformation der Protease nicht ausreichend um deren
Reaktivitit dauerhaft zu unterbinden *.

Die Strukturdnderungen am Serpin wie auch der Protease unterstiitzen auch die
Internalisierung des Komplexes. Durch die gednderten Konformationen 16st sich der Komplex

schneller von Kofaktoren und kann von Rezeptoren besser identifiziert werden °.

2.13 Der Verlauf der Reaktion von Serinproteasen mit inhibitorischen Serpinen

Die molekulare Grundlage der Hemmung von Serinproteasen durch Serpine ist die
strukturelle Deformation der Protease im kovalenten Komplex. Das branched pathway-
Modell beschreibt den charakteristischen Reaktionsverlauf ° (Abbildung 2.1-4). Das Modell
kann durch zwei wesentliche Teilschritte beschrieben werden. Erstens, durch die Bildung des
kovalenten Komplexes im inhibitorischen Pfad und zweitens durch die Serpin-Hydrolyse im
Substratpfad. Beide Pfade konkurrieren miteinander und ihr Verhiltnis zueinander definiert
die Effektivitit des Serpins als Inhibitor.

Beide Teilschritte verlaufen anfangs liber einen gemeinsamen Zweistufenmechanismus, bei
dem die zweite Stufe irreversibel ist. In der ersten Stufe reagieren Serpin und Protease in einer
Gleichgewichtsreaktion zu einem nicht-kovalenten Komplex (Michaelis-Komplex). Dieser
Komplex kann dann im weiteren Verlauf des Mechanismus durch proteolytische Spaltung des
Serpins in das Serpin-Acyl-Protease-Intermediat (Acyl-Intermediat) {iberfiihrt werden. Dabei
kommt es zur Ausbildung einer Esterbindung zwischen der P1-Position des Serpins und
Serin'” der ,katalytischen Triade® der Protease (Abbildung 2.1-4). Das Acyl-Intermediat
kann durch Insertion der reaktiven Schleife in das B-Faltblatt A (ki,n) in den kovalenten
Komplex tiberfiihrt werden. Dieser stellt das Endprodukt dar, da die Deacylierung (kgiss) nur
sehr langsam stattfindet. Unter physiologisch relevanten Bedingungen ist der kovalente

! Stratikos & Gettins, 1999; Huntington et al., 2000°

? Huntington ef al., 2000°

3 Peterson & Gettins, 2001

* Kaslik et al., 1997; Futamura ef al., 1998; Zhou et al., 2001
> Hoffman et al., 1989; Huntington, 2003

® Lawrence et al., 1995; Lawrence et al., 2000
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Komplex bis zu mehreren Wochen stabil '. In vivo kommt es zum Abbau des Komplexes

innerhalb weniger Minuten.

Michaelis- Acyl-
Komplex Intermediat o
kovalenter
Komplex
n R
k k
on ac, k 7
Serpin 4_7’ =y, l diss
off
+ N
inaktivierter
Protease Inhibitor
+
@ Protease

Abbildung 2.1-4: Schematische Darstellung des branched pathway-Reaktionsmechanismus inhibitorischer
Serpine (verandert nach Schechter & Plotnick, 2003; Gettins, 2002%).

Der initiierende Schritt ist die Bildung des nicht-kovalenten Michaelis-Komplexes (mit den Bildungs- und
Dissoziationsraten ko, und ko). Die Spaltung des Serpins (k) fiihrt zur Bildung des Acyl-Intermediates,
welches zwei unterschiedliche Reaktionspfade beschreiten kann.

Der Substratpfad findet in Konkurrenz zum inhibitorischen Pfad statt. Der katalytische
Mechanismus der Protease ist dabei ungehindert und es kommt durch Deacylierung des Acyl-
Intermediats lediglich zur Spaltung des Serpins (ksw). Das Verhidltnis der beiden
Reaktionspfade wird durch das Verhéltnis der Geschwindigkeit der Insertion der reaktiven
Schleife in die B-Faltblattstruktur zur Geschwindigkeit der Deacylierungsreaktion bestimmt .
Die GroBlen der beiden Geschwindigkeiten werden durch strukturelle Aspekte des Serpins
bestimmt, d.h. wie gut eine Insertion der reaktiven Schleife in das B-Faltblatt A erfolgen kann.
Ist kinn sehr viel groBer als kg, reagiert das Serpin nahezu ausschlieBlich als Inhibitor. Ist
hingegen ki, kleiner als kg, fungiert das Serpin als Substrat und wird zu groflen Teilen
proteolytisch gespalten, wobei die Protease wieder als reaktive Komponente an weiteren
Reaktionen mit dem Serpin teilnehmen kann. Das Verhéltnis beider Reaktionspfade wird als
Stochiometrie der Inhibierung (SI) bezeichnet, mit der Definition SI = (ks + kinn)/ kinn. Der
SI-Wert ist nicht mit der Reaktions-Stochiometrie zu verwechseln. Serpin/Protease-

Reaktionen konnen einen SI-Wert grofer als eins besitzen, obwohl jeweils nur ein Molekiil

! Zhou et al., 2001; Calugaru et al., 2001; Plotnick et al., 2002°
2 Lawrence et al., 2000; Gettins, 2002°
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der Protease mit einem Molekiil Serpin reagiert '. Reaktionen von physiologischer Relevanz
haben einen SI-Wert von nahezu eins, doch gibt es auch viele Beispiele fiir biologische
Reaktionen von Serpinen mit einem SI-Wert groBer eins’. Vor allem Reaktionen mit
gentechnisch erzeugten Varianten von Serpinen zeigen héhere SI-Werte von bis zu zehn °.
Von Bedeutung ist dabei die Geschwindigkeit der Insertion der reaktiven Schleife in das [3-
Faltblatt A. Eine Storung dieser Einlagerung fithrt zu erhohten SI-Werten *.

2.2  Heparinkofaktor II

2.2.1 Eigenschaften und Struktur von Heparinkofaktor II

Das Serpin Heparinkofaktor II (HCII) wurde durch seine Funktion identifiziert, die
Serinprotease Thrombin, den zentralen Regulationspunkt der Hamostase, zu inhibieren >,
HCII erfiillt somit eine dhnliche biologische Funktion wie Antithrombin III (ATIII), und beide
Inhibitoren sind Mitglieder unterschiedlicher Serpin-Subfamilien . In der Literatur wird HCII
auch als Heparinkofaktor A, Leuserpin-2, Antithrombin BM oder Dermatansulfat-Kofaktor
bezeichnet > . Der systematische Name fiir HCII ist SERPIN D1 nach der Nomenklatur von
Silverman et al., 2001, und es wird in die o;-Antitrypsin-Subfamilie eingeordnet. In der
sechsfach unterteilten Serpinfamilie gehort HCII zur Gruppe 2 nach der Klassifizierung von
Ragg et al, 2001. Das HCII-Gen umfasst finf Exons und vier Introns® mit einer
GesamtgroBe von 15,8 kB und befindet sich auf dem Chromosomenbereich 22q11 °.

HCII findet sich im humanen Blutplasma in Konzentrationen von 80 pg/ml bzw. 1,2 pM '°.
Es wird von der Leber in den Blutstrom sezerniert und hat dort eine biologische Halbwertszeit
von ca. 2% Tagen''. Seine durch Sedimentations-Gleichgewichtsmessungen bestimmte
Molekularmasse betrigt 65,6 kDa '*. Massenbestimmungen durch die relative Wanderungs-
geschwindigkeit in SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (PAGE) liefern je nach
Elektrophoresebedingungen ein deutlich abweichendes Ergebnis, mit Werten von 66 bis
78 kDa .

! Patston et al., 1991; Schechter et al., 1993; Djie et al., 1996

? Olson, 1985; Schechter et al., 1989

3 Schechter et al., 1993; Djie et al., 1996; Bottomly & Stone, 1998
* Lawrence et al., 2000

> Briginshaw & Shanberge, 1974

8 Griffith et al., 1985% Inhorn & Tollefsen, 1986

" Wunderwald et al., 1982; Abildgaard & Larsen, 1984; Ragg, 1986
¥ Ragg & Preibisch, 1988; Kamp & Ragg, 1999

? Herzog et al., 1991

' Tollefsen & Pestka, 1985

" Tollefsen & Pestka, 1985"; Sié et al., 1985

" Tollefsen et al., 1982

13 Tollefsen et al., 1982; Tollefsen et al., 1983; Griffith ez al., 1985°
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Humanes natives HCII ist ein einzelstrangiges Protein mit einer Lange von 480 Aminosduren
nach Abspaltung eines 19 Aminosdure langen Signalpeptids . Die Aminosduresequenz des
HCII ist zu etwa 30 % mit der von ATIII, o;-Antitrypsin oder anderer verwandter Serpine
identisch. Die groBten Ubereinstimmungen in der Aminosiureabfolge sind im carboxy-
terminalen Bereich der Proteine zu finden. HCII besitzt eine N-terminale Erweiterung von
ca. 80 Aminoséuren, die keine Homologie zu anderen Mitgliedern der Serpinfamilie aufweist.
Dieser N-terminale Bereich von HCII ist fir den Mechanismus der Hemmung von
a-Thrombin von entscheidender Bedeutung. Die Rontgenstruktur von nativem HCII ist nicht
vollstindig und der N-terminale Bereich (AS 1 - 94) konnte nicht dargestellt werden . Die
restliche HCII-Struktur (AS 95 —480) gleicht dem in Abbildung 2.1-2 dargestellten nativen
ATIIL

HCII besitzt drei Cysteingruppen, die in allen bislang untersuchten Spezies konserviert sind °.
Die Cysteine sind an keiner Disulfidbriicke beteiligt und chemische Modifikation der
Cysteine durch Acetylierung hat keinen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitdt gegeniiber
a-Thrombin *. Wie viele Plasmaproteine gehort auch HCII zu der Gruppe der Glykoproteine.
Es besitzt einen Kohlenhydratanteil, der ca. 10 % der Masse des Proteins ausmacht. HCII
besitzt drei potentielle N-Glykosylierungsstellen. Die N-Glykane bestehen aus dem komplex
diantennédren und dem komplex triantenndren Typ im Verhéltnis 6:1 und tragen zu 90 % eine
terminale 0.2-6 verkniipfte N-Acetylneuraminséure °.

HCII inaktiviert Thrombin durch Bildung eines stabilen 1:1 Komplexes. Es reagiert als
Pseudosubstrat {iber eine C-terminale reaktiven Spaltstelle ®. In Serpinen wird die Protease-
Spezifitit meist durch die Spezifitit der Spaltstelle P1-P1' innerhalb der reaktiven Schleife

4 44
und Ser*®

determiniert. Beim HCII wird diese Spaltstelle von den Aminosduren Leu**
gebildet. Sie ist damit identisch mit Spaltstellen typischer Chymotrypsin-Inhibitoren wie
o -Antichymotrypsin oder Cathepsin G . Eine inhibitorische Wirkung von HCII auf die
Aktivitdt dieser Proteasen ist bekannt®. Das physiologische Target ist aber Thrombin,
welches im Plasma und Gewebe lokalisiert ist. Thrombin spaltet spezifisch nach einem
Arginin in der P1-Position eines Serpins, wie sie bei den Thrombin-Inhibitoren ATIII oder
Protein C-Inhibitor vorkommt °. Diese Spezifitit erklért, warum die Hemmung von Thrombin

durch nicht aktiviertes HCII gering ist '°. Die Anwesenheit eines Leucins in der P1-Position

" Ragg, 1986; Blinder et al., 1988

* Baglin et al., 2002

3 Ragg, 1986; Westrup & Ragg, 1994; Zhang et al., 1994; Sheffield et al., 1994; Colwell & Tollefsen, 1998
* Church et al., 1987

> Bshme et al., 2002

® Tollefsen et al., 1982; Parker & Tollefsen, 1985; Griffith et al., 1995°

" Morii & Travis, 1983

8 Church et al., 1985; Parker & Tollefsen, 1985; Pratt et al., 1990

? Huber & Carrell, 1989

19 Derechin et al., 1990
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macht HCII zu einem weniger geeigneten Inhibitor fiir Thrombin'. Doch kann durch
Wechselwirkung mit Kofaktoren wie Heparin oder Dermatansulfat die Reaktions-
geschwindigkeit von HCII gegeniiber a-Thrombin mehr als 1000-fach gesteigert werden. Die
Grundlage fiir diese Reaktivititssteigerung sind Konformationsédnderungen, die unter anderem
auch die reaktive Schleife des Serpins betreffen und diese besser fiir den proteolytischen
Angriff positionieren (siche 2.2.3). Dadurch wird die weniger gute Eignung des Leucins in
der Spaltstelle von HCII kompensiert.

2.2.2 Glykosaminoglykan-Bindung von HCII

HCII gehort zu den Glykosaminoglykan-bindenden Serpinen und besitzt eine Affinitit zu
vielen natiirlichen und synthetischen Polyanionen, in deren Gegenwart die Rate der
Hemmung von o-Thrombin mehr als 1000-fach erhoht wird 2. Wie die anderen a-Thrombin-
Inhibitoren ATIII, Protein C-Inhibitor und Nexin-1 bindet auch HCII an Heparin oder
Heparansulfat. Jedoch wird nur HCII auch durch Dermatansulfat und Dermatansulfat-
Proteoglykane wie Decorin oder Biglycan in seiner Aktivitit gegeniiber o-Thrombin
beeinflusst .

Fir die Bindung der polyanionischen Glykosaminoglykane sind basische Aminoséuren
verantwortlich (Abbildung 2.2-1). Bei HCII wie auch bei ATIII liegen diese Aminoséuren
hauptsichlich innerhalb der a-Helix D und teilweise in der a-Helix A *. Die Assoziation von
Glykosaminoglykanen fithrt wahrscheinlich zu Konformationsdnderungen am HCII. Fiir ein
synthetisches Peptid, das den Aminosduren 165 bis 195 der a-Helix D von HCII entspricht,
konnte gezeigt werden, dass sich die a-helicale Struktur dieses Peptids in Gegenwart der
Glykosaminoglykane Heparin oder Dermatansulfat drastisch erhoht . ATIII bindet Heparin
durch eine charakteristische Pentasaccharid-Sequenz, iiber einen induced fit-Mechanismus.
Dieser Mechanismus induziert schnelle Konformationsidnderungen (sieche Abbildung 2.1-2),
die die Affinitdt von ATIII zum gesamten Heparin um den Faktor 1000 erh6hen. Auch beim

HCII wird ein solcher Mechanismus vermutet ©.

! Griffith et al., 1985%; Ciaccia ef al., 1997; Filion et al., 2004

% Klauser, 1991; Hayakawa et al., 1995; Hayakawa et al., 1996; Hayashi et al., 1997; Pavao et al., 1998;
Colwell et al., 1999; Weitz et al, 1999; Hayakawa et al., 2000°

3 Pratt et al., 1989; Pratt ef al., 1992; Pratt & Church, 1993

4 Rogers et al., 1992; Tollefsen, 1995; Holland et al., 2000; Hayakawa et al., 2002

> Whinna & Church, 1994

6 Huntington, 2003; O’Keeffe et al., 2004
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Abbildung 2.2-1: Abbildung der Ober-
flichenstruktur und -ladung von HCII
(AS 95-480, PDB ID 1JMJ, A)'
Positive Ladungspotentiale sind blau,
negative Ladungspotentiale rot dar-
gestellt. Gekennzeichnet sind Amino-
sduren mit vermuteter Bedeutung fiir
die Glykosaminoglykan-Bindung inner-
halb der oa-Helix A und a-Helix D.
Weitere gekennzeichnete Positionen
sind F195, R200 und R464, die in
dieser Arbeit diskutiert werden.
Zur Orientierung sind die Strukturen
der Glykosaminoglykan-Bindestelle
(a-Helix D) und der reaktiven Schleife
(RCL) als Teilelemente einer Béander-
struktur hinzugefiigt (gelb).

Anhand von Mutationsexperimenten konnte belegt werden, dass beim HCII Lysin- und

Argininreste die Bindung der Polyanionen verursachen. Die Glykosaminoglykan-Bindestellen

fiir Heparin und Dermatansulfat sind nicht identisch, iiberlappen sich jedoch teilweise *.
Die Aminosdaure K101 der a-Helix A, K173 im Bereich zwischen den a-Helices C und D,

sowie R184 und K185 der a-Helix D konnten als basische Aminosaduren identifiziert werden,

die die Heparinbindung von HCII unterstiitzen 3. An der Dermatansulfat-Bindung von HCII
sind die Aminosduren R106 (a-Helix A), R184, K185, R189 und H188 der a-Helix D, sowie
R192 und R193 zwischen a-Helix D und Strang 2 des B-Faltblatts A beteiligt *. Es wird

vermutet, dass diese Aminosduren nicht allein ausreichend fiir die Dermatansulfat-Bindung

von HCII sind, da auch im ATIII dquivalente Positionen mit positiven Aminosduren besetzt

! Baglin ef al., 2002

2 Blinder et al., 1989; Church ez al., 1989°; Blinder & Tollefsen, 1990; Ragg et al., 1990 ° Whinna ez al., 1991
3 Blinder & Tollefsen, 1990; Ragg et al., 1990 ° Whinna et al., 1991; Hayakawa ef al., 2002
* Blinder et al., 1989; Blinder & Tollefsen, 1990; Ragg et al., 1990 % iaw et al., 1999; Hayakawa ef al., 2002
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sind, ATIII im Gegensatz zu HCII aber kein Dermatansulfat bindet'. Im Rahmen dieser
Arbeit wird diskutiert, dass das in rdumlicher Ndhe zur o-Helix D befindliche R464
moglicherweise an der Dermatansulfat-Bindung beteiligt ist (Abbildung 2.2-1). Die &dqui-
valente Position ist beim ATIII nicht mit einer basischen Aminosdure besetzt.

Fiir die anionenbindende a-Helix D wurde eine weitere Funktion postuliert. Die etwa 80
Aminosduren umfassende N-terminale Doméne ist im nativen HCII intramolekular am
globuldren Proteinkern assoziiert. Die Assoziation wird durch ionische Wechselwirkungen
verursacht, die sich zwischen negativ geladenen Aminosduren des N-Terminus und den
basischen Aminosduren der a-Helix D ausbilden *. Diese Interaktion wird durch hohe Ionen-
stirken oder durch Zugabe von Glykosaminoglykanen gestort. Mutationsexperimente deuten
darauf hin, dass die intramolekulare Assoziation des N-Terminus durch die Aminosiduren
R184, R192 und R193 bewirkt wird . Auch die Position R200 scheint fiir die Bindung des
N-Terminus an den Proteinkern von Bedeutung zu sein *. In der Rontgenstruktur von nativem
HCII konnten weder die Positionierung noch die Struktur der N-terminalen Doméne bestimmt

werden °.

2.2.3  Mechanismus der Hemmung von a-Thrombin durch HCII

a-Thrombin wird in vivo maBgeblich durch die beiden Serpine ATIII und HCII reguliert .
Auch wenn die biochemische Funktion der beiden Inhibitoren identisch ist, weist ihr
Mechanismus der Hemmung diskrete Unterschiede auf. Die unkatalysierte Hemmung von
o-Thrombin ist beim HCII um den Faktor 10 langsamer als beim ATIII. Dies hat
offensichtlich seine Ursache in den unterschiedlichen Aminosduren der P1-Positionen in den
reaktiven Schleifen der beiden Serpine ’ (2.2.1). In der Gegenwart von aktivierenden Glykos-
aminoglykanen wie Heparin erreicht HCII aber eine um mehr als 1000-fach hohere Rate der
Inhibition, die damit in der gleichen GroBenordnung wie die Inhibitionsrate des ATIII unter
identischen Bedingungen liegt. Bei diesem Inhibitionsmechanismus spielt der N-Terminus
von HCII eine entscheidende Rolle *.

Bei der Glykosaminoglykan-aktivierten Inhibition sind auch Strukturelemente auB3erhalb des
katalytischen Zentrums von a-Thrombin von Bedeutung. a-Thrombin besitzt zwei auf der
Proteinoberfldche exponierte Bereiche, die durch benachbarte basische Aminosduren gebildet

werden. Diese beiden anionenbindenden Bereiche werden als Exosite I und Exosite 11

" Blinder & Tollefsen, 1990

2 Ragg et al., 1990 ""b; Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Sheehan et al., 1994
3 Ragg et al., 1990 *°; Liaw et al., 1999

4 Ciaccia et al., 1997

> Baglin et al., 2002

% Stubbs & Bode, 1993; Stein & Carrell, 1995

7 Huntington, 2003

® Hortin et al., 1989



Kapitel 2: Einleitung 15

bezeichnet '. Exosite I ist die Fibrinogen-Erkennungsstelle und Hirudin-Bindungsstelle und
dient primér der Bindung von Inhibitoren >. Exosite II stellt die Heparin-Bindestelle von
o-Thrombin dar °.

Die ca. 80 Aminosduren umfassende N-terminale Doméne von HCII enthélt zwei nahezu
identische Bereiche, die im hohen Maf3e negativ geladen sind. Die Ladungen werden durch
neun Aspartat-, fiinf Glutamat- und zwei quantitativ sulfatierte Tyrosinreste verursacht *.
Diese negativen Bereiche besitzen Ahnlichkeiten mit dem C-Terminus des antithrombotisch
wirkenden Proteins Hirudin>. Hirudin ist ein negativ geladenes, 65 Aminoséuren
umfassendes Polypeptid des Blutegels Hirudo medicinalis °. Der C-terminale Bereich des
Polypeptids ist in der Lage, an der Exosite I von a-Thrombin zu binden und die Protease zu

o g 7
inhibieren °.

Hirudin, C-Terminus F-E-E-I-P-E-E-Y-L-Q
HCII, N-Terminus: AR1 N:D-W-I-P-E D-Y-L-D’
N 1-P-E D-Y-L

G D

1 1

E D

NE-
HCII, N-Terminus: AR2 L=E-K-I-F Y-1-D

Abbildung 2.2-2: Vergleich des C-Terminus von Hirudin mit den negativ geladenen Bereichen AR1 und AR2
im N-Terminus von HCII (verdndert nach Van Deerlin & Tollefsen, 1991). Aminosiuren von Hirudin, die den
Kontakt zur Exosite I von o-Thrombin herstellen, sind blau dargestellt ®. Zum Hirudin konservativ substituierte
Aminosduren im N-Terminus von HCII sind folgendermafBen gekennzeichnet: hydrophobe Gruppen sind
unterstrichen und negativ geladene Gruppen sind kursiv dargestellt.

Fiir ein synthetisches Peptid, das die beiden negativen Bereichen des N-Terminus von HCII
umfasst, konnte ebenfalls eine antithrombotische Aktivitit belegt werden °. Im nativen HCII
sind die beiden negativen Bereiche an der intramolekularen Assoziation des N-Terminus wie

auch an der Wechselwirkung mit o-Thrombin beteiligt. Dabei iibernehmen die beiden

' Rogers et al., 1992

2 Stone et al., 1987; Bode et al., 1989; Bode & Huber, 1992

* Bode et al., 1992 ; Stubbs & Bode, 1993

4 Ragg, 1986; Hortin et al., 1986; Blinder et al., 1988; Bohme et al., 2002
> Ragg et al., 1990

6 Markwardt, 1994

" Bode & Huber, 1992

¥ Grutter et al., 1990; Rydel et al., 1990

? Hortin et al., 1989
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Bereiche ARI und AR2 moglicherweise unterschiedliche Funktionen'. Es wird
angenommen, dass der Bereich AR1 die Assoziation zur Exosite I von a-Thrombin bewirkt,
hingegen der Bereich AR2 die intramolekulare Bindung des N-Terminus an die a-Helix D
von HCII unterstiitzt.

Nach der gegenwirtigen Vorstellung ist die N-terminale Doméine im nativen HCII mit der
Glykosaminoglykan-bindenden a-Helix D (2.2.2) assoziiert. Diese intramolekulare
Assoziation wird durch Glykosaminoglykane gestort, indem diese an die a-Helix D binden

und den N-Terminus des HCII verdringen kénnen .

Allosterischer Doppelbriicken-
Mechanismus Mechanismus

Abbildung 2.2-3: Schematische Darstellung des postulierten Mechanismus der Hemmung von o-Thrombin
durch HCII (Abbildung nach Holland et al., 2000, modifiziert und erweitert). Dargestellt sind o-Thrombin mit
der Hirudin-bindenden Exosite I (E-1) und der heparinbindenden Exosite II (E-2) sowie HCII mit der
anionenbindenden a-Helix D (blau), den beiden negativ geladenen Bereiche AR1 und AR2 des N-Terminus (rot)
und die reaktiven Schleife mit der P1-Position. Die Bildung der beiden Michaelis-Komplexe (im allosterischen
und im Doppelbriicken-Mechanismus) wird durch Glykosaminoglykane (orange) initiiert.

Durch den allosterischen Verdingungs-Mechanismus ist die N-terminale Doméne in der
Lage, an die anionenbindende Exosite I von a-Thrombin zu binden (Abbildung 2.2-3). Dies
begiinstigt die Ausbildung eines Michaelis-Komplexes. Der Komplex verfiigt iiber zwei
Kontaktstellen zwischen dem Serpin und der Protease. Dies sind einerseits die Exosite-
Wechselwirkung zwischen dem N-Terminus von HCII und der Exosite I und andererseits die
Interaktion des katalytischen Zentrums von a-Thrombin mit der reaktiven Schleife von HCII.
Die zusitzliche Exosite-Wechselwirkung zwischen Serpin und Protease fordert den
enzymatischen Angriff auf die Spaltstelle im RCL von HCII, und resultiert in einer
gesteigerten Inaktivierung des o-Thrombins in Gegenwart von Glykosaminoglykanen. Der
weitere Verlauf der Hemmung entspricht dem zuvor beschriebenen Modell der Hemmung von

Serinproteasen durch inhibitorische Serpine (siehe 2.1.2 und Abbildung 2.1-4).

! Ragg et al., 1990 5 Van Deerlin & Tollefsen, 1999; Mitchell & Church, 2002
2 Holland et al., 2000; Mitchell & Church, 2002
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Neben dem allosterischen Mechanismus wird auch ein Doppelbriicken-Mechanismus
diskutiert, nach dem sowohl der N-Terminus von HCII wie auch das Glykosaminoglykan an
o-Thrombin binden (Abbildung 2.2-3)'. Der Doppelbriicken-Mechanismus wird auch als
template-Mechanismus bezeichnet und spielt bei der Hemmung von a-Thrombin durch HCII
nur eine untergeordnete Rolle. Ein Einfluss eines femplate-Mechanismus wurde nur bei der
Heparin-aktivierten Reaktion detektiert. Bei der Dermatansulfat-aktivierten Hemmung von o-
Thrombin leistet der template-Mechanismus keinen Beitrag 2. Das mit HCII verwandte ATIII
inhibiert o-Thrombin ausschlieBlich {iber eine Briickenbildung. ATIII besitzt keine
N-terminale Erweiterung, die mit der Exosite] von o-Thrombin reagieren konnte. Die
Hemmung wird durch einen terndren Komplex eingeleitet, bei dem Heparin oder
Heparansulfat als femplate dienen. Die Glykosaminoglykane binden an die a-Helix D von
ATIII sowie an die Exosite II von a-Thrombin und beschleunigen so die Inhibitionsreaktion °.
Der fiir HCII postulierte allosterische Mechanismus basiert auf einer Interaktion zwischen der
N-terminalen Doméne mit der Exosite I von a-Thrombin. Zahlreiche Experimente konnten
diese Interaktion und ihre Auswirkung auf die Hemmung von o-Thrombin belegen.
Mutationen in den negativ geladenen Bereichen AR1 und AR2 von HCII (Abbildung 2.2-2)
beeinflussten die Geschwindigkeiten der Inhibitionsreaktion. Bei diesen Varianten bewirkte
die Zugabe von Glykosaminoglykanen keine wesentliche Beschleunigung der Hemmung von
o-Thrombin *,

Auch die Deletion von Teilen des N-Terminus oder der gesamten N-terminalen Doméne von
HCII fiihrte dazu, dass Glykosaminoglykane keinen Einfluss mehr auf die Inhibitionsreaktion
hatten>. Aufgrund des fehlenden N-Terminus kann keine Exosite-Interaktion mit der
Exosite I von a-Thrombin hergestellt werden und der allosterische Inhibitionsmechanismus
ist verhindert.

Anderungen in der Exosite] von o-Thrombin zeigten ebenso einen Einfluss auf die
Hemmung durch HCII. a-Thrombin-Varianten mit Mutationen in der anionenbindenden
Exosite I zeigten keine wesentliche Beschleunigung der Inhibitionsgeschwindigkeit durch
HCII in Gegenwart von Glykosaminoglykanen °. Auch andere Kofaktoren wie spezifische
o-Thrombin-Aptamere oder das C-terminale Peptid von Hirudin, die an die Exosite I binden,

waren in der Lage, eine effektive Hemmung von a-Thrombin durch HCII zu verhindern .

"'Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Sheehan et al., 1994; Liaw ef al., 1999; Holland et al., 2000

2 Sheehan et al., 1993; Sheehan ef al., 1994; Liaw ef al., 1999

3 Olson & Bjork, 1991; Olson et al., 1992; van Boeckel ef al., 1994

4 Ragg et al., 1990™°; Mitchell & Church, 2002

> Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Sheffield & Blajchman, 1995; Bauman & Church, 1999; Liaw ef al., 1999;
Hayakawa et al., 2000"

% Sheehan et al., 1993; Sheehan et al., 1994; Myles et al., 1998; Fortenberry ef al., 2004

7 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Liaw et al., 1999; Holland et al., 2000
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Die aufgefiihrten Ergebnisse werden durch rontgenkristallographische Untersuchungen des
Thrombin-Komplexes mit nativem HCII bestitigt. Baglin et al. konnten die Struktur des
Michaelis-Komplexes aus HCII und S195A-Thrombin in wesentlichen Punkten kldren '. Es
konnte gezeigt werden, dass der nicht-kovalente Michaelis-Komplex (Abbildung 2.2-4) zum
Teil auf einer Exosite-Wechselwirkung basiert, wie es im allosterischen Mechanismus
postuliert wurde (Abbildung 2.2-3). Im HCII/S195A-Thrombin Komplex befindet sich
Thrombin oberhalb des B-Faltblatts C von HCII und hat Kontakt mit der N-terminalen
Domine wie auch der reaktiven Schleife des Inhibitors. Die reaktive Schleife von HCII ist im
Michaelis-Komplex exponiert und nicht mehr partiell in das B-Faltblatt A inseriert (vergleiche
Abbildung 5-3-1). S195A-Thrombin ist eine Variante von a-Thrombin mit Alanin statt Serin
in der Position 195 der ,katalytischen Triade“. Die Inhibitionsreaktion kommt bei dieser
Variante im Michaelis-Komplex zum Stillstand, da eine Acylierungsreaktion nicht erfolgen
kann (vergleiche 2.1.3).

Abbildung 2.2-4: Struktur des nicht-kovalenten
HCII/S195A-Thrombin Michaelis-Komplex HCII/S195A-Thrombin Michaelis-Komplexes
(PDB ID 1JMO *). Darstellung als Bindermodell
mit SI95A-Thrombin in griin. Die Elemente der
Sekundarstrukturen von HCII entsprechen denen
des in Abbildung 2.1-1 beschriebenen o;-Anti-
trypsins mit der Position P1 (Leucin) in Kalotten-
darstellung. Die reaktive Schleife von HCII (RCL)
wird vom reaktiven Zentrum des Thrombins
umspannt. Der N-Terminus von HCII hat Kontakt
zur Oberfldche von Thrombin.

! Baglin et al., 2002
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Der Michaelis-Komplex zwischen HCII und Thrombin, mit einer zusitzlichen Interaktions-
stellen auBerhalb der reaktiven Schleife, zeigt deutliche Unterschiede zu anderen charakte-
risierten Serpin/Protease-Komplexen. Das Ausmal} dieser Exosite-Interaktion ist fiir die hohe
Rate der Glykosaminoglykan-aktivierten Hemmung von Thrombin durch HCII verantwort-
lich. Drei Regionen des HCII stehen in Kontakt zum Thrombin. Dies sind neben der reaktiven
Schleife das B-Faltblatt C und die negativ geladenen Bereiche der N-terminalen Domine .
Der N-Terminus von HCII konnte im Michaelis-Komplex nicht vollstindig identifiziert und
lokalisiert werden. Lediglich die Aminosdurepositionen 54 bis 83 und 94 bis 480 von HCII
waren aus den rontgenkristallographischen Daten zu bestimmen. Eine Interaktion mit
Thrombin war zwischen den Aminosduren 56 und 72 zu detektieren. Dieser Bereich
entspricht weitgehend den beiden negativ geladenen Bereichen AR1 und AR2 im N-Terminus
von HCII (Abbildung 2.2-2). Aufgrund von Mutationsexperimenten wurde bereits
angenommen, dass die Aminosduren der Positionen 55 bis 72 eine Bedeutung fiir die
Interaktion mit a-Thrombin besitzen >. Weiterhin wurde vermutet, dass die negativ geladenen
Aminosduren D72, Y(SO4)73 und D75 im Bereich AR2 von HCII fiir die intramolekulare
Wechselwirkung des N-Terminus mit der a-Helix D verantwortlich sind und weniger bei der
Interaktion mit a-Thrombin eine Rolle spielen . Diese experimentellen Befunde wurden
durch die Rontgenstruktur des HCII/S195A-Thrombin Michaelis-Komplexes bestétigt.

A B

Abbildung 2.2-5: Wechselwirkung zwischen der Exosite] von Thrombin und der Hirudin-dhnlichen
N-terminalen Doméne von HCII (verdndert, nach Baglin et al., 2002). Thrombin ist in Form der Oberflachen-
struktur dargestellt, der N-Terminus von HCII ist als Stabmodell abgebildet (Seitengruppen, die keine Inter-
aktion eingehen, sind nicht gezeigt). Bild A zeigt die Oberflachenladung von Thrombin (positive Ladungen sind
blau, negative Ladungen rot dargestellt) und die ionischen Wechselwirkungen mit dem N-Terminus von HCIL.
Bild B stellt die Interaktionen des N-Terminus mit der hydrophoben Oberfléche (griin) des Thrombins dar.

! Baglin et al., 2002
% Ragg et al., 1990°
3 Mitchell & Church, 2002
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Die kristallographische Analyse der Interaktion zwischen der Exosite I von Thrombin und
dem N-Terminus von HCII ergab, dass ionische Wechselwirkungen sich nur zwischen den
Aminosduren D70 und D72 im Bereich AR2 des HCII finden lassen (Bild A, Abbildung
2.2-5). Andere Interaktionen zwischen geladenen Aminoséuren des HCII und der Exosite |
von Thrombin wurden nicht nachgewiesen. Auch die sulfatierten Tyrosine (Y60, Y73) haben
keinen Kontakt zur Oberfliche des Thrombins. Wie beim Hirudin/Thrombin-Komplex ' sind
die meisten Wechselwirkungen im HCII/S195A-Thrombin Michaelis-Komplex von
hydrophobem Charakter. Die Exosite I von Thrombin besteht unter anderem aus mehreren
hydrophoben Gruppen (F34, L65, Y76, 182, M84). Im Michaelis-Komplex mit HCII werden
diese Gruppen durch hydrophobe Aminoséuren abgedeckt, die zwischen den beiden Hirudin-
dhnlichen Bereichen AR1 und AR2 liegen. Dies sind die Aminosduren L61, L63, 166 und F67
im N-Terminus von HCII (Bild B, Abbildung 2.2-5). Die entsprechende Region im Hirudin

ist ebenfalls mit hydrophoben Gruppen an den entsprechenden Positionen besetzt .

2.3  Glykosaminoglykane

Als Glykosaminoglykane werden die Kohlenhydratanteile von Proteoglykanen bezeichnet °.
Proteoglykane bilden eine heterogene Gruppe von makromolekularen Glykokonjugaten
bestehend aus kovalent an einen Proteinkern gebundenen sulfatierten Polysacchariden.
Proteoglykane sind in tierischen Geweben weit verbreitet. Sie bilden einen der Hauptbestand-
teile der extrazelluliren Matrix (ECM) und werden von fast allen Zelltypen synthetisiert.
Glykosaminoglykane bestehen aus bis zu 200 Monosacchariden mit unverzweigten, sich
wiederholenden Disaccharideinheiten. Sie werden entsprechend dem basischen Charakter der
Kohlenhydrate in drei Gruppen unterteilt *. Eine der Gruppen wird durch Heparin und
Heparansulfat gebildet. Die Disaccharideinheiten werden beim Heparansulfat durch
B1,4-verkniipfte D-Glukuronsdure und 1,4-gebundenes o-D-Glukosamin gebildet. Hingegen
ist beim Heparin die D-Glukuronsdure zu 90 % gegen Iduronsdure ausgetauscht.
Chondroitinsulfate bilden die zweite Gruppe. Chondroitinsulfat A und C bestehen aus einer
B1,4-verkniipften = D-Glukuronsdure und 1,3-gebundenem [-N-Acetylgalaktosamin.
Dermatansulfat (Chondroitinsulfat B) besitzt an Stelle von Glukuronsdure hiufig eine
Iduronsdure. Glykosaminoglykane sind nicht einheitlich, sondern weisen hdufig Mikrohetero-
genititen auf und tragen viele anionische Modifizierungen, wie z.B. Sulfat- oder Carboxyl-
gruppen. Fiir Heparin ist bekannt, dass es die Fahigkeit zur Bindung von Zinkionen besitzt °.

Dabei stellt das Heparinmolekiil zwei unterschiedliche Interaktionsstellen mit einer hoch

! Stubbs et al., 1992

? Baglin et al., 2002

3 Bourin & Lindahl, 1993

*Tozzo, 1998

> Parrish & Fair, 1981; Woodhead ez al., 1986
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affinen und einer niedrig affinen Bindungsstelle. Die Bindungskapazitit ist in beiden Fillen
hoch und im Durchschnitt wird ein Zinkion pro Disaccharideinheit gebunden.

Die biologische Aktivitdit von Proteoglykanen basiert auf der Interaktion ihrer negativ
geladenen Glykosaminoglykane mit sehr unterschiedlichen Proteinen. Die Glykosamino-
glykane mit einer enthaltenen Iduronsdure (Heparin oder Dermatansulfat) zeigen dabei eine
stirkere Interaktion mit Proteinen, als solche Glykosaminoglykane die nur Glukuronséure
enthalten. Die physiologischen Funktionen von Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen
sind unterschiedlich. Sie konnen beispielsweise an der Signaltransduktion beteiligt sein,
regulieren die Reifung von Geweben und das Zellwachstum, beeinflussen die Tumorinvasion,
modulieren die Aktivititen von Wachstumsfaktoren und sind an der Blutgerinnung beteiligt '.
Die hemmende Wirkung von Glykosaminoglykanen und sulfatierten Polysacchariden auf die
Blutgerinnung wird schon lange in der Medizin, in Form von Heparin als antithrombotisches
Agens, verwendet. Die therapeutische Wirkung des Heparins wird durch die beiden
Plasmaproteine ATIII und HCII vermittelt, die in vivo eher mit den Glykosaminoglykanen
Heparansulfat bzw. Dermatansulfat interagieren 2. Der aktivierende Effekt von Heparin auf
die Hemmung von Thrombin durch ATIIl basiert primidr auf einer spezifischen
Pentasaccharid-Sequenz innerhalb des Glykosaminoglykans, die nur zu ca. 4 % in Heparin
oder Heparansulfat vorkommt >. Diese Pentasaccharid-Sequenz in Oligosacchariden bindet
mit hoher Affinitdt an ATIII und liefert 90 % der Bindungsenergie. Die wirksamen hoch
affinen Oligosaccharide bestehen aus wenigstens 18 Saccharideinheiten *.

Der Effekt von Heparin auf die Hemmung von Thrombin durch HCII wird durch die negative
Gesamtladung des Glykosaminoglykans bewirkt >, ohne die Notwendigkeit der Prisenz einer
spezifischen Saccharidsequenz °. Die aktivierende Eigenschaft des Heparin-Polyanions nimmt
mit der Anzahl an Kohlenhydrateinheiten bis zu einer Lédnge von 20 Saccharidmonomeren
zu ’. Auch bei der Dermatansulfat-aktivierten Hemmung von Thrombin durch HCII ist das
Ausmal der negativen Ladung und Sulfatierung des Glykosaminoglykans ausschlaggebend
fiir die Geschwindigkeit der Inhibierungsreaktion ®. Die kiirzeste Dermatansulfateinheit mit
Einfluss auf die Aktivitit von HCII ist ein Dodekasaccharid °. Fiir dessen starke Bindung an
HCII ist ein Hexasaccharidmotiv verantwortlich, das aus drei identischen Disaccharid-
einheiten besteht. Diese sind aus Iduronsdure und N-Acetylgalaktosamin aufgebaut, die an der

Position 2 bzw. 4 sulfatiert sind '°. Solche spezifischen Disaccharidcluster sind selten und

"Tozzo, 1998; Kjellen & Lindahl, 1991

2 Bjork & Lindahl, 1982; Tollefsen et al., 1982

3 Lindahl ef al., 1980; Casu et al., 1981; Choay et al., 1983; Atha et al., 1985; Oscarsson et al., 1989
* Lane et al., 1984; Shore et al., 1989

> Hurst et al., 1983

% Si¢ et al., 1988; Petitou et al., 1988

" Maimone & Tollefsen, 1988; Sié et al., 1988; Bray et al., 1989

¥ Scully et al., 1988; Mascellari et al., 1993

? Tollefsen et al., 1986

19 Maimone & Tollefsen, 1990
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kommen in Dermatansulfat zu weniger als 2 % vor. Dies deutet darauf hin, dass HCII

Dermatansulfat selektiver bindet als Heparin '.

2.4  Physiologie von HCII

Aktivatoren von ATIII sind Heparin und Heparansulfat, wohingegen HCII zusétzlich durch
Dermatansulfat und weitere polyanionische Glykosaminoglykane aktiviert werden kann *. Fiir
die Aktivierung der Hemmung von Thrombin durch ATIII oder HCII kommen in vivo nur
heparansulfat- und dermatansulfatartige Glykosaminoglykane in Betracht. Heparin befindet
sich nicht im Plasma oder in Geweben, sondern liegt intrazelluldr in Mastzellen vor.
Heparansulfat und Dermatansulfat liegen als Bestandteile von Proteoglykanen auf Zellober-
flichen oder in der ECM vor. Dabei weisen beide Glykosaminoglykane eine unterschiedliche
Gewebsverteilung auf>. Dies ldsst vermuten, dass auch ATIII und HCII eine variierende
Ortsselektivitdt beziiglich ihrer Wirkung gegen Thrombin besitzen. Dermatansulfat-
Proteoglykane befinden sich in der ECM von Arterienwédnden und der Haut, sowie im
Knorpel- und Knochengewebe *. Auch die Plazenta ist reich an Dermatansulfat-Proteo-
glykanen, die in der ECM gebunden vorliegen °. In diesem Organ ist Thrombin in etwa
gleichen Anteilen durch HCII und ATIII inaktiviert® Im Blut von Schwangeren liegt
Dermatansulfat in hoheren Konzentrationen vor, ebenso sind die Konzentrationen von HCII
und des HCII/Thrombin-Komplexes erhoht '. Doch ist HCII weniger in die Regulation der
Hamostase des Blutkreislaufs involviert als ATIII, da in der Zirkulation hauptsédchlich
Heparansulfate den GroBteil der 16slichen Glykosaminoglykane ausmachen ®.

Die physiologische Bedeutung von HCII ist bislang nicht klar. Bei HCII-Defizienz konnte
kein signifikantes Thromboserisiko beobachtet werden °. Andere Studien lassen vermuten,
dass HCII an der Verhinderung arterieller Thrombosen '° oder atherosklerotischer Prozesse
beteiligt ist''. Auch besteht die Moglichkeit, dass HCII die Inhibierung von Fibrin-

gebundenem Thrombin reguliert '>. Da solches Thrombin resistent gegen Heparin-

' Bourin & Lindahl, 1993

2 Klauser, 1991; Hayakawa et al, 1995; Hayakawa et al, 1996; Hayashi et al., 1997; Pavao et al., 1998;
Colwell et al., 1999; Weitz et al, 1999; Hayakawa et al., 2000°

3 Gomes & Dietrich, 1982

* Shirk et al., 1996

3 Delorme et al., 1998

6 Kamp et al., 2001

7 Andersson et al., 1992; Andrew et al., 1992; Liu et al., 1995; Andersson et al., 1996

¥ Hatton et al., 1999

? Villa et al., 1999; Corral et al., 2004

% Tollefsen, 2002; He et al., 2002

1" Aihara et al., 2004; Takamori ef al., 2004

12 Gandossi et al., 1998
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Antikoagulantien ist, kann es nicht von ATIII inhibiert werden '. ATIII inhibiert Thrombin
tiber einen verbriickten terndren Komplex mit Heparin. Dabei muss an der Protease die
Exosite 1T zuginglich sein, die bei Fibrin-gebundenen Thrombin jedoch blockiert ist 2. HCII
inhibiert Thrombin nicht durch die Bildung eines terndren Komplexes mit Heparin, sondern
interagiert direkt iiber einen allosterischen Mechanismus mit der Protease (siche Abbildung
2.1-3). Dadurch ist HCII in der Lage auch Fibrin-gebundenes Thrombin in Gegenwart von
Dermatansulfat-Proteoglykanen zu hemmen °. Die Entdeckung oder das Design spezieller
HCII-Aktivatoren konnten eine Ergidnzung oder eine Alternative bei der Behandlung von
bestimmten Thrombosen darstellen, die resistent gegeniiber der Behandlung mit Heparin-
aktiviertem ATIII sind *.

" Olson & Bjork, 1991

2 Hogg & Jackson 1989; Hotchkiss ef al., 1994; Becker et al., 1999
3 Bendayan et al., 1994; Zammit & Dawes, 1995; Liaw et al., 2001
* Brister et al., 1994; DiCarlo et al., 1999
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2.5 Ziele der Arbeit

HCII ist ein Antagonist der multifunktionellen Serinprotease Thrombin. Die inhibitorische
Aktivitdit von HCII gegeniiber Thrombin wird durch Glykosaminoglykane wie Heparin,
Heparansulfat oder Dermatansulfat um mehrere GroBenordnungen gesteigert. Fiir den Verlauf
der Glykosaminoglykan-aktivierten Hemmung ist ein vielstufiger allosterischer Mechanismus
vorgeschlagen worden, der Konformationsdnderungen am Inhibitormolekiil postuliert.
Diesem Modell entsprechend soll im nativen Serpin die Glykosaminoglykan-Bindestelle
durch eine intramolekulare Wechselwirkung mit dem N-Terminus des Molekiils verdeckt
sein. Durch Bindung von Glykosaminoglykanen soll der N-Terminus aus seiner Position
verdringt werden. Diese durch die Glykosaminoglykane initiierten strukturellen Anderungen
werden als eine notwendige Voraussetzung angesehen, damit der N-Terminus von HCII eine
Exosite-Wechselwirkung mit Thrombin herstellen und somit nach Bildung eines bizentrischen
Michaelis-Komplexes eine effektive Inhibition der Protease erfolgen kann. Die
intramolekulare Bindung des N-Terminus an die Glykosaminoglykan-Bindestelle von HCII
war lange Zeit das akzeptierte Modell fiir die Struktur von nativem HCII. Dieses Modell
wurde jedoch in den letzten Jahren durch Rontgenstrukturuntersuchungen von HCII, die
jedoch die Position des N-Terminus nicht wiedergeben konnten, angezweifelt.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur Aufkldrung der Struktur des nativen HCII-
Molekiils und zur Bedeutung des N-Terminus fiir den Reaktionsmechanismus zu leisten. Zwei
verschiedene Ansétze zur Demonstration von Funktion und Position des N-Terminus sollten
zu diesem Zweck verfolgt werden. Einerseits sollte der Einfluss von Zinkionen auf die
Affinitdt zu Glykosaminoglykanen analysiert werden und andererseits sollte die Auswirkung
einer kovalenten Fixierung des N-Terminus von HCII auf die Hemmung von Thrombin
untersucht werden.

Zu den postulierten Charakteristika von HCII gehort die Annahme einer Konkurrenz
zwischen der intramolekularen Bindung des N-Terminus an die basische a-Helix D und die
Bindung von Glykosaminoglykanen an diese Doméne. Verschiedene Hinweise deuteten
darauf hin, dass weitere Kofaktoren existieren, die die Glykosaminoglykan-Affinitdt von
HCII und somit den beschriebenen allosterischen Verdrangungsmechanismus modulieren. Im
HCII-Molekiil liegen Sequenzen vor, die eine Wechselwirkung mit Zinkionen vermuten
lassen. So besitzt HCII einerseits ein Histidin-reiches Motiv, das Analogien zu Zink-
bindenden Motiven in anderen Proteinen aufweist. Andererseits ist die Bindung von
Zinkionen durch Cluster negativ geladener Aminosduren bekannt, wie sie auch im
N-Terminus von HCII vorliegen. Daher sollte die Wirkung von Zink- und anderen Kationen
auf die Interaktion von HCII mit Heparin untersucht werden. Weiterhin sollte der Einfluss,
den die Kationen moglicherweise auf die Struktur von HCII haben, durch Messung der
intrinsischen Proteinfluoreszenz bestimmt werden. Anderungen des Emissionsspektrums
wiirden einen direkten Beleg fiir die Interaktion zwischen HCII und Zinkionen liefern. Die

Identifizierung weiterer Kofaktoren flir die Wechselwirkung zwischen HCII und
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Glykosaminoglykanen konnte interessante Ansdtze zur Entwicklung von pharmakologisch
interessanten HCII-Aktivatoren bieten.

Ein zweiter Ansatz zur Bestimmung der Funktion und Position der N-terminalen Doméne von
HCII sollte mittels der Expression, Reinigung und Charakterisierung von HCII-Varianten
erfolgen, die zwei eingefiihrte Cysteine an definierten Positionen des N-Terminus und der
a-Helix D besitzen. Die Ausbildung intramolekularer Disulfidbriicken zwischen diesen
Cysteinen wiirde den N-Terminus von HCII kovalent fixieren. Die HCII-Varianten sollten
durch Bestimmung von kinetischen Parametern der Hemmung von a-Chymotrypsin und
o-Thrombin unter oxidierenden und reduzierenden Bedingungen charakterisiert werden.
o-Chymotrypsin sollte dabei zur Kontrolle der Reaktivitit der Varianten dienen, da fiir die
Hemmung von o-Chymotrypsin der N-Terminus von HCII ohne Bedeutung ist. Im
Besonderen war die Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von Glykosaminoglykanen zu
untersuchen. Die Fixierung des N-Terminus wiirde diese auch fiir die Glykosaminoglykan-
Bindung wichtige Domidne blockieren. Konsequenterweise sollte der Einfluss der
Glykosaminoglykane auf die Hemmung von Thrombin bei diesen HCII-Varianten verringert
sein oder ganz fehlen. Durch Reduktion der Disulfidbriicke wiirde sich die Reaktivitdt der
HCII-Varianten wieder herstellen lassen. Durch kinetische Untersuchungen der Hemmung
von Thrombin durch die HCII-Varianten unter jeweils oxidierenden oder reduzierenden
Bedingungen sollte die Bedeutung des N-Terminus von HCII fiir den Mechanismus der
Inhibition gepriift und Informationen fiir den Ort der intramolekularen Wechselwirkung des

N-Terminus erhalten werden.
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Methoden

3.1  Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Bakterienstimme und Nihrmedien

In dieser Arbeit wurden die beiden Bakterienstimme E. coli MC1061/P3 (Invitrogen', Life
Technologies) und Epicurian coli XL-1 Blue MRF" Kan (Stratagene) verwendet. E. coli
MC1061/P3 ist ein Bakterienstamm zur effektiven Transformation von Vektoren, welche das
P3 Episom zur Replikation und Selektion bendtigen (z.B. pCDMS8 oder pcDNAL.1).
XL-1 Blue MRF" Kan ist ein restriktionsdefizientes und kanamycinresistentes Derivat des
XL-1 Blue Stamms. Zudem ist XL-1 Blue MRF’ Kan defizient beziiglich Endonukleasen
(endA) und unfahig zur Rekombination (recA).

Bei den verwendeten Medien handelte es sich um Fertigmedien, denen zur Selektion der
Bakterienstimme Antibiotika zugesetzt wurden. Die Pulvermedien wurden in Milli-Q®-
Reinstwasser angesetzt und mittels Autoklavieren bei 121 °C und 2 bar sterilisiert. Die steril-

filtrierten Antibiotikaldsungen wurden nachtrdglich nach Abkiihlung der Medien zugefligt.

Tabelle 3.1-1: Bakterienstimme und Medien fiir die bakterielle Kultivierung

E. coli MC} M061/P3 F- hsdR (rk-, mk+) araA139 A(ara ABCleu)7679 galU galK
(Invitrogen , Life Technologies) AlacX74 rpsL thi merB [P3: KanR AmpR (am) TetR (am)]
Epicurian coli XL-1 Blue MRF" Kan A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1
(Stratagen) recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB lacl® ZAM15 Tn5 (Kan")]
Lennox L Broth Base 50 % (v/v) SELECT Peptone 140
(Invitrogen ', Life Technologies) 25 % (v/v) SELECT Hefe Extrakt

25 % (v/v) NaCl
Lennox L Agar 33,3 % (v/v) SELECT Peptone 140
(Invitrogen ", Life Technologies) 16,6 % (v/v) SELECT Hefe Extrakt

37,5 % (v/v) SELECT Agar
16,6 % (v/v) NaCl
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Tabelle 3.1-1: (Fortsetzung)

LB-Medium 20 g/L Lennox L Broth Base

LB-Medium-TC/Amp 20 g/L Lennox L Broth Base
7,5 ng/mL Tetracyclin
50 pg/mL Ampicillin

LB-Medium-Amp 20 g/L Lennox L Broth Base

100 pg/mL Ampicillin
LB-Agar 37 g/L 50 % (v/v) SELECT Peptone 140
LB-Agar-TC/Amp 37 g/L Lennox L Agar

50 pg/mL Ampicillin
7,5 pg/mL Tetracyclin

LB-Agar-Amp 37 g/L Lennox L Agar
100 pg/mL Ampicillin
SOC-Medium 20 g/L Bactotryptone, 5 g/L Hefeextrakt, 10 mM NacCl,

2,5 mM KCI, 20 mM a-D-Glukose, pH 6,9

3.1.2 Kultivierung und Lagerung von prokaryotischen Zellen

Die Kultivierung prokaryotischer Zellen erfolgte immer ausgehend von einer einzelnen
Bakterienkolonie. Die Isolierung einzelner Bakterienklone wurde auf LB-Agar Kulturplatten
vorgenommen. Dazu wurden verdiinnte Bakterienlosungen mit einem Impfhaken (Drigalski-
Spatel) auf LB-Agar Platten ausgestrichen. Nach der Inkubation bei 37 °C im Warmeschrank
erhielt man Bakterienkolonien, welche aus einer einzelnen Zelle hervorgegangen waren.
Sollten transformierte Zellen selektioniert werden, enthielt das Medium entsprechende
Antibiotika. Eine einzelne Kolonie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze in 3 mL LB-
Medium {iberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte im Rollinkubator (Incudrive R, Schiitt
Labortechnik) bei 37 °C tiber Nacht. Diese Zelllosung konnte zur Isolierung eines enthaltenen
Plasmids (3.2.2.2) oder zum Animpfen eines grofleren Kulturvolumens verwendet werden.
Die Kultivierung grof3erer Bakterienvolumina (20-100 mL) erfolgte in sterilen Duranflaschen
(100-500 mL) auf einem Orbitalschiittler (Centromat U, B. Braun Biotech) mit 220 U/min bei
37 °C und 40 % rel. Luftfeuchtigkeit. Um {iber einen lingeren Zeitraum auf die verschiedenen
Bakterienstimme zugreifen zu konnen, wurde vom Ausgangsstamm Epicurian coli
XL-1 Blue MRF’ Kan und allen davon durch Transformation abgeleiteten Bakterienstimmen
Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurde 2 mL einer Bakterienlosung zentrifugiert und das
Pellet in I mL LB-Medium mit 20 % (v/v) Glycerin resuspendiert und bei -80 °C eingefroren.

3.1.3 Herstellung transformationskompetenter Epicurian coli XL-1 Blue MRF’ Kan

Um eine Transformation von prokaryotischen Zellen mit Fremd-DNA zu ermoglichen,

miissen die Bakterien vorbereitet werden. Thre Transformationskompetenz kénnen die Zellen
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mittels Behandlung mit CaCl, oder RbCl ! erhalten. Dazu wurden ca. 60 mL LB-Medium-
Amp (Tabelle 3.1-1) mit 1/10 Volumen einer Epicurian coli XL-1 Blue Vorkultur angeimpft
und bei 37 °C kultiviert. Der Wachstumsverlauf der Bakterien wurde photometrisch verfolgt,
bis eine optische Dichte bei 600 nm Wellenldnge (ODgoo) von 0,5-0,8 erreicht war (mittlere
exponentielle Wachstumsphase). Die Bakterienlosung wurde in 10-mL Chargen in sterile
Behiltnisse tiberfiihrt und bei 4 °C zentrifugiert (5000 x g). Das erhaltene Zellpellet wurde
jeweils mit 5 mL steriler, 4 °C kalter CaCl,-Losung (50 mM) resuspendiert und fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1 mL CaCl,-
Losung aufgenommen. Die so gewonnenen Zellen konnen bei 4 °C gelagert werden und sind
so bis zu 48 Stunden transformationskompetent. Alternativ kann der Zellldsung auch 20 %
(v/v) Glycerin zugefiigt werden, um die Transformationskompetenz bei -80 °C fiir ca. vier

Wochen zu erhalten.

3.14 Transformation von Epicurian coli XL-1 Blue MRF" Kan mit CaCl,

Viele Bakterienarten, zu denen auch Bacillus subtilis gehort, bilden eine natiirliche
Kompetenz zur Aufnahme von Fremd-DNA aus . Im Gegensatz dazu miissen E. coli-Zellen
mittels geeigneter Methoden transformiert werden. Dazu zéhlen physikalische Methoden wie
die Elektroporation * oder chemische Behandlung mit CaCl, oder RbCl . Der hier verwendete
E. coli-Stamm  Epicurian coli XL-1 Blue MRF" Kan erhielt seine Kompetenz durch
Inkubation in CaCl,-Lésung (3.1.3). Die Transformation wurde auf Eis in einem 1,5 mL
Standardreaktionsgefdl durchgefiihrt. 50 pL der kompetenten Zellen wurden mit 1 pL
B-Mercaptoethanol versetzt und es wurden 5-10 pL einer DNA-Ligationsreaktion zugesetzt
(3.2.6). Zur Transformationskontrolle wurden in der gleichen Weise kompetente Zellen mit
0,1 puL eines Standardplasmids behandelt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach folgte eine Hitzeschockbehandlung im Wasserbad bei 42 °C fiir
45 Sekunden. Nachfolgend wurden die Zellen auf Eis abgekiihlt (ca. 1 Minute) und dann mit
250 puL vorgewdrmtem (37 °C) SOC-Medium (Tabelle 3.1-1) versetzt. Die Zelllosung wurde
fiir 1-2 Stunden bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert und nach dieser Zeit in verschiedenen
Mengen auf LB-Agar-Amp Platten (3.1.1) ausgestrichen. Die Inkubation dieser Platten
erfolgte iiber Nacht im Wirmeschrank bei 37 °C. Da die Antibiotikaresistenz durch den
transformierten Vektor (3.2.7) vermittelt wurde, konnten transformierte Zellen mit Hilfe ihrer
Resistenz gegen Ampicillin selektioniert werden. Einzelne Zellkolonien wurden auf neue LB-
Agar-Amp Platten iberfithrt und nach Plasmidisolierung (3.2.2.2) mittels Restriktions-
spaltung (3.2.4) weiter analysiert.

! Dagert & Ehrlich, 1979; Cohen et al., 1972
2 Dubnau, 1991
3 Dower et al., 1988; Taketo, 1988
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3.2  Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung unterschiedlich groler DNA-Fragmente.
Die negativ geladene DNA wandert in einem Gleichspannungsfeld in Abhdngigkeit ihrer
GroBe und ihrer Konformation mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Bei linearer DNA
ist die Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zum Logarithmus der
Molekularmasse der DNA '. Die Geschwindigkeit der Elektrophorese wird von der
Gelkonzentration, der Leitfdhigkeit des Puffers und der Stéirke des elektrophoretischen Feldes
beeinflusst . Die Detektion der DNA erfolgt mit Hilfe von Ethidiumbromid (Homidinium-
bromid, 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumbromid), ein interkalierender
Farbstoff, der sich zwischen die Guanin/Cytosin Basenpaare einlagert und mit diesen einen
Komplex bildet. Der Komplex ist durch UV-Licht (312 nm) anzuregen und fluoresziert im

lingerwelligen, orangeroten Spektralbereich (590 nm) °.

Tabelle 3.2-1: Losungen der Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer 40 mM Tris-HCI, 10 mM Natriumacetat, | mM EDTA, pH 8,0

Auftragspuffer (10x) 50 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau,
0,1 % (w/v) Xylencyanol, 0,1 M EDTA, in TAE-Puffer

Lade/Lysepuffer 20 % (w/v) Ficoll 400, 100 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS, 0,5 mg/mL

RNase A, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau,
in HO/Phenol/Chloroform (1:1:1, Volumenanteile)

Ethidiumbromidlosung 40 pg/L Ethidiumbromid in H,O

Die Agarosegelelektrophorese wurde nach Bedarf mit 0,7-2,5 %igen (w/v) Agarosegelen
durchgefiihrt. Dazu wurde die Agarose in 1-fach TAE-Puffer aufgekocht und in eine
horizontale Flachbett-Apparatur gegossen. Die Probentaschen wurden mit einem eingesetzten
Probenkamm vorgebildet. Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen
eines 10-fach konzentrierten Auftragspuffers verdiinnt und in die Probentaschen gegeben.
Parallel wurde ein DNA-GroBenstandard (1 kb-Leiter, GeneCaft) verwendet. Als
Elektrophoresepuffer diente 1-fach TAE-Puffer und die elektrophoretische Trennung erfolgte
mit 20 V/cm. Nachfolgend wurde das Gel in Ethidiumbromidldsung inkubiert, gewédssert und
die DNA im UV-Licht detektiert. Die Dokumentation erfolgte elektronisch unter Verwendung
einer CCD-Videokamera (MWG-Biotech) und der Steuerungssoftware Photofinish (Vers. 3.0,
Zsoft).

! Maniatis et al., 1975; McDonnell et al., 1977; Kozulic, 1995
2 Sambrook ez al., 1989
3 Sharp et al., 1973
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3.2.2  DNA-Isolierung und Reinigung

3.2.2.1 Plasmid-Schnell-Charakterisierung

Eine Plasmid-Schnell-Charakterisierung ist eine Methode zur Identifizierung von Plasmiden
iiber ihre ccc-Plasmidform (covalently closed circular)'. Dazu wird eine dicht bewachsene
Bakterienkolonie oder 30 pL einer entsprechenden Bakterienlosung mit 30 pL
Lade/Lysepuffer (Tabelle 3.2-1) versetzt. Die Losung wird gemischt (vortexen) und danach
zentrifugiert (13000 x g). 15 pL der oberen Losung konnen fiir eine Agarosegelelektrophorese
verwendet und direkt aufgetragen werden. Ein Plasmid mit einem ligierten Insert kann mittels
seiner Grofe identifiziert werden.

3.2.2.2 Plasmidisolierung mittels Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit

Das Quantum Prep”® Plasmid Miniprep Kit dient der schnellen Reinigung von Plasmid-DNA
aus 1-2 mL Bakterienlosung. Die DNA-Isolierung basiert auf einer alkalischen Lyse der
Zellen ?, verzichtet aber auf organische Losungsmittel. Statt dessen kommt eine DNA-
bindende Silica-Matrix zum Einsatz, an deren Oberfldche die DNA in Gegenwart chaotroper
Salze prézipitiert °. Nach der Lyse werden Zellbestandteile durch Zentrifugation entfernt und
die Plasmid enthaltende Losung mit der Matrix versetzt. Nach einigen Waschschritten kann
die DNA mit basischen Puffern (20 mM Tris-HCl, pH 8,5) eluiert werden. Die Durchfiihrung

der Plasmidisolierung erfolgte gemé$ den Angaben des Herstellers (Bio-Rad Laboratories) .

3.2.2.3 Plasmidisolierung mittels QIAGEN Plasmid Midi Kit
Um grofBere DNA-Mengen zu generieren wurde das Plasmid Midi Kit der Firma QIAGEN

verwendet. Es ermdglicht die Isolation von bis zu 100 pg Plasmid DNA aus 25 mL einer
Bakteriensuspension. Die verwendete Methode basiert auf einer alkalischen Lyse und der
Bindung der Plasmide an einen Anionentauscher (QIAGEN-tip 100). Dadurch wurden
reproduzierbare Mengen hochreiner Plasmid-DNA aus transformierten Epicurian coli
XL-1 Blue MRF’" Kan (3.1.4) gewonnen. Nach Linearisierung (3.2.4) und Konzentrierung
(3.2.2.6) konnte die DNA zur Transfektion der CHO-DUKX-B1-Zellen (3.3.5) eingesetzt

werden. Die Plasmidisolation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben °.

" Davis et al., 1999; Barnes, 1977

? Birnboim & Doly, 1979

3 Hamaguchi & Geiduschek, 1962

* Instruction Manual, Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit, Rev F, Bio-Rad Laboratories, 2001
> QIAGEN Plasmid Purification Handbook, QIAGEN, 2003
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3.2.2.4 DNA-Isolierung mittels QIAGEN Gel Extraction Kit

Die Aufreinigung von Restriktionsfragmenten wurde mit Hilfe eines Gelextraktions Kits
vorgenommen. Nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel und Detektion der
Restriktionsfragmente durch Ethidiumbromid (3.2.1) wurde die gewiinschte DNA-Bande mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten. Zur Isolierung der DNA aus der Agarose-
matrix wurde das Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN verwendet. Die Methode basiert auf
Losung des Gelstiicks und der Bindung der DNA an eine Silica-Matrix unter Hochsalz-

bedingungen '. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers .

3.2.2.5 DNA-Isolierung mittels QIAquick PCR Purification Kit
Zur Vorbereitung der Transfektion von CHO-DUKX-BI-Zellen (3.3.4) wurden die zu

transfizierenden Plasmide durch Restriktionsspaltung linearisiert (3.2.4). Die Isolierung und
Reinigung der linearisierten DNA wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit vor-
genommen. Dieses Kit eignet sich zur Isolierung von DNA in einem GroéBenbereich von
100 Bp bis zu 10 kB. Die Reinigung eines Restriktionsansatzes wurde analog zu einem PCR-
Ansatz vorgenommen, entsprechend den Vorgaben des Herstellerprotokolls 2. Vor der Trans-
fektion wurde die DNA konzentriert und umgepuffert (3.2.2.6).

3.2.2.6 Reinigung und Konzentrierung von DNA mittels ethanolischer Fillung

Zur Konzentrierung und Reinigung von DNA wurde diese einer ethanolischen Fillung
unterzogen. Dazu wurde eine DNA-Losung mit 1/10 Volumen einer 3 M Kaliumacetatlosung
(pH 5,2) versetzt. Es wurden 2-3 Volumenteile Ethanol p.a. (98 %ig) zugefiigt, die Losung
durchmischt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation
(30 Minuten, 13000 x g) wurde ein DNA-Prizipitat erhalten, das nach Entfernung des
Uberstandes mit 70 %igem Ethanol (-20 °C) iiberschichtet wurde. Nach erneuter Zentri-
fugation wurde der ethanolische Uberstand verworfen und die DNA unter einer Reinraum-
werkbank an der Luft getrocknet. Nachdem das Ethanol vollstindig entfernt war, wurde die

DNA in PBS aufgenommen und bei -20 °C bis zur Verwendung aufbewahrt.

! Vogelstein & Gillespie, 1979
? QIAquick Spin Handbook, QIAGEN, 2002
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3.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-LoOsungen erfolgte spektroskopisch in einem
UV/VIS-Spektrophotometer (UV-1602, Shimadzu) gegen das Losungsmittel der DNA als
Referenz. Gemessen wurde beim gemittelten Extinktionsmaximum der Nukleotide bei
260 nm in Quarzkiivetten mit 10 mm Schichtdicke. Grundlage der Konzentrationsbestimmung
mittels Extinktion ist das Lambert-Beersche Gesetz das hier, aufgrund der unbestimmten
Nukleotidzusammensetzung von DNA, in vereinfachter Form angewendet wurde. Eine
Extinktion bei 260 nm (ODy4) von 1,0 entspricht demnach einer DNA-Konzentration von
50 pg/uL doppelstrangiger (ds) DNA.

CaspNA [Lg/mL] = ODygp * 50 pg/mL

Die Reinheit der DNA wurde durch den Quotienten der Extinktionswerte bei 260 und
280 mm Wellenldnge ermittelt. Losungen mit Verunreinigungen von Proteinen zeigen eine
hohere Extinktion bei 280 nm, bedingt durch Anregungen der Seitenketten aromatischer

Aminosduren. Reine DNA-L6sungen haben einen Quotienten > 1,8.

3.24 Restriktionsspaltung

Linearisierung von Plasmid DNA oder ihre Fragmentierung, wie auch die Analyse einer
Ligation und ihres Inserts wurden mit Hilfe hydrolytischer Spaltung unter Verwendung von
Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Es wurden Restriktionsendonukleasen vom Typ II
verwendet, die innerhalb ihrer Erkennungssequenz spalten. Diese Erkennungssequenz
beruhte aus Palindromen von Tetra-, Penta- oder Hexanukleotidsequenzen. Je nach
verwendeter Nuklease kann die Restriktion von DNA zu Fragmenten mit glatten Enden (engl.
blunt ends) oder versetzten Enden (engl. sticky ends) fihren. Die Restriktion der DNA
erfolgte in den vom Hersteller (New England Biolabs, Genecraft) mitgelieferten
Puffersystemen. Inkubationsdauer und -temperatur variierten zwischen 30 Minuten und 2
Stunden, bzw. 24 und 37 °C in Abhingigkeit von der verwendeten Nuklease. Die
Restriktionsenzyme wurden nach Ende der Spaltung durch 10-miniitige Inkubation bei 65 °C
hitzeinaktiviert. Zur Restriktion wurden 10 Units der jeweiligen Endonuklease eingesetzt,
wobei das zugefiihrte Volumen aufgrund des enthaltenen Glycerins 20 % des Gesamt-
volumens nicht iiberschreiten sollte. Die Restriktionsspaltung wurde durch Agarosegelelektro-
phorese (3.2.1) analysiert oder die Spaltprodukte zur weiteren Verwendung isoliert
(3.2.2.4 und 3.2.2.5). Ein Restriktionsansatz hatte in der Regel ein Volumen von 10 pL, seine

Zusammensetzung ist in nachfolgender Tabelle (3.2-2) angegeben.
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Tabelle 3.2-2: Bedingungen der Restriktionsspaltungen

Endonuklease Erkennungssequenz ~ Restriktionsansatz Bedingungen
EcoRI 5...GYAATTC..3" 8,5 uL DNA-Losung 2 Stunden
1 uL Puffer NEB 4 (10x) 37°C
0,5 uL EcoRI (10 U)
Hindlll 5..AYAGCTT..3" 8,5 uL DNA-Losung 2 Stunden
1 uL Puffer NEB 2 (10x) 37°C
0,5 uL Hindlll (10 U)
Pstl 5"..CTGCAYG..3" 8,4 uL DNA-Losung 2 Stunden
1 pL Puffer NEB 3 (10x) 37°C

0,1 uL BSA (100x)
0,5 uL Ps#I (10 U)

Smal 5"..CCCYGGG...3" 8,5 uL DNA-Losung 2 Stunden
1 pL Puffer NEB 4 (10x) 24 °C
0,5 uL Smal (10 U)
Scal 5"..AGTYACT..3" 8 uL DNA-Losung 2 Stunden
1 pL Puffer NEB 3 (10x) 37°C
1 pL Scal (10 U)
Puffersystem
Puffer NEB 2 (10x) 10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9
Puffer NEB 3 (10x) 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9
Puffer NEB 4 (10x) 20 mM Tris-Acetat, 50 mM Kaliumacetat, 10 mM MgCl,, | mM DTT, pH 7,9

3.2.5  Dephosphorylierung von DNA

Bei der Restriktionsspaltung von DNA durch Endonukleasen entstehen 3’-Hydroxyl-, wie
auch 5’-Phosphatenden. Die 5'-Phosphatenden wurden unter Verwendung einer alkalischen
Phosphatase aus arktischen Garnelen (P. borealis) hydrolysiert. Eine Ligation zwischen den
beiden Enden dieses DNA-Fragments mit Hilfe der T4-DNA-Ligase war damit nicht mehr
moglich. Nur eine Ligase-katalysierte Reaktion zwischen dem dephosphorylierten Fragment
und einem unbehandelten Fragment konnte noch stattfinden. Die Dephosphorylierung wurde
mit dem linearisierten Vektor nach vollstindiger Spaltung und Reinigung durchgefiihrt. Die
behandelte DNA wurde nach Hitzeinaktivierung der Phosphatase direkt in der Ligations-

reaktion benutzt.

Tabelle 3.2-3: Bedingungen der Dephosphorylierung mittels alkalische Phosphatase

Dephosphorylierungsreation 50 ng DNA in 8 uL 2 Stunden
1 pL Dephosphorylierungspuffer (10x) 37°C
1 uL alkaline phosphatase, shrimp
(Roche Diagnostics)
Inaktivierung der Phosphatase 15 Minuten
65 °C

Dephosphorylierungspuffer (10x) 0,5 M Tris-HCI, 50 mM MgCl,, pH 8,5
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3.2.6  Ligation

Ligationsreaktionen wurden mit der rekombinant hergestellten T4-DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4 durchgefiihrt. Die Ligase katalysiert die Ausbildung neuer Phospho-
esterbindungen zwischen 3’'-Hydroxyl- und 5’-Phosphatgruppen zweier doppelstrangiger
DNA-Fragmente . Die Ligation diente der Konstruktion verschiedener Vektoren, welche auf
dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+) basierten. Das Verhéltnis von Vektor
zu Insert betrug etwa eins zu drei, bei einem Gesamtvolumen der Ligationsreaktion von

10 uL. Die Bedingungen der Ligation sind in Tabelle 3.2-4 angegeben.

Tabelle 3.2-4: Bedingungen der Ligationsreaktion

dephosphorylierter Vektor [pcDNA3.1(+)] 0,5 uL

DNA-Insert 3uL

T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics) 1 pL (1 Weiss Unit)

Ligationspuffer (10x) 1 pL

ATP (10 mM) 1uL

aH20 3,5uL Inkubation 16 Stunden
14 °C

Ligationspuffer (10x) 0,6 M Tris-HCI, 0,1 M MgCl,, 10 mM DTT,

10 mM ATP, pH 7,6

3.2.7 Konstruktion der Expressionsvektoren

Zur Gewinnung gréfBerer Mengen an rekombinanten Proteinen aus tierischen Zellen war es
notig stabile Expressionssysteme zu generieren. Die flir die sechs HCII-Varianten
kodierenden Gene waren bereits vorhanden und befanden sich in dem Vektorsystem
pCDMS8 %, Dieser Vektor ermdglichte zwar eine Expression im COS7-Zellsystem, eine
Selektion positiv transfizierter Zellen war aber nicht moglich, da der Vektor iiber kein
Resistenzgen verfiigt>. Fiir eine stabile Expression wurden die fir die HCII-Varianten
kodierenden Gene in den Vektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen) iiberfithrt. pcDNA3.1(+) ist ein
5428 Bp grofer Shuttlevektor mit einem bakteriellen Replikationsursprung und einer
3-Laktamase-vermittelten Ampicillinresistenz. Dies ermdglicht die Selektion transformierter
Bakterienklone. Das in die multiple cloning site (MCS) integrierte Fremdgen steht unter der
Kontrolle des immediate early-Promotors des menschlichen Cytomegalievirus (CMV). Die
Herstellung stabiler eukaryotischer Zellklone wird durch ein Neomycinresistenzgen
ermoglicht *. Das Gen kodiert fiir eine Phosphotransferase, die eine Resistenz gegen das

Aminoglykosid Neomycin und Derivate wie Geneticin (G418) vermittelt.

' Weiss et al., 1968

? Brinkmeyer, 2001

? Seed, 1987

* Page & Sydenham, 1991; Mingeot-Leclercq et al., 1999; van Hove et al., 1996
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Die pCDMS8 Vektoren enthielten jeweils die cDNA der HCII-Varianten mit einer Gesamt-
gréBe von 2081 Basenpaaren ', bestehend aus der gesamten Protein-kodierenden Region,
inklusive Signalpeptid und Polyadenylierungssignal. Variationen der HCII-cDNA wurden
mittels PCR-Mutagenese erzeugt . Eine Ubersicht der HCII-Varianten und ihrer Codon-

mutationen ist in Tabelle 3.2-5 wiedergegeben.

Tabelle 3.2-5: Nukleotid- und Aminosdureédnderungen der Varianten von humanen HCII

Variante Aminosdureposition (Codonmutation)

pHCII F195C Phel95 (TTT) Cys195 (TGC)
Gly196 (GGG) Gly196 (GGC)

pHCII AC Cys273  (TGC) Ser273  (TCC)

Gly278 (GGA)
Leu32l (CTG)
Cys323  (TGC)
Cys467 (TGC)

pHCII AC/F195C Phel95 (TTT)
Glyl96 (GGG)
Cys273 (TGC)
Gly278 (GGA)
Leu321 (CTQG)
Cys323 (TGC)
Cys467 (TGC)

pHCII AC/F195C/P52C Thrd7  (ACC)
Pro5s2  (CCA)
Phel95 (TTT)
Glyl96 (GGG)
Cys273  (TGC)
Gly278 (GGA)
Leu32l (CTG)
Cys323 (TGC)
Cys467 (TGC)

pHCII AC/F195C/G54C Thrd7  (ACC)
Gly54 (GGG)
Phel95 (TTT)
Glyl196 (GGG)
Cys273 (TGC)
Gly278 (GGA)
Leu321 (CTG)
Cys323 (TGC)
Cys467 (TGC)

pHCII AC/F195C/S68C Gly54 (GGG)
Phe67 (TTC)
Phel95 (TTT)
Glyl196 (GGG)
Cys273 (TGC)
Gly278 (GGA)
Leu321 (CTG)
Cys323 (TGC)
Cysd67 (TGC)

Gly278 (GGT)
Leu32l (CTA)
Ser323  (TCC)
Ser467 (TCC)

Cysl95 (TGC)
Glyl96 (GGC)
Ser273  (TCC)
Gly278 (GGT)
Leu32l (CTA)
Ser323  (TCC)
Ser467  (TCC)

Thrd7  (ACT)
Cys52  (TGT)
Cysl95 (TGC)
Gly196 (GGC)
Ser273  (TCC)
Gly278 (GGT)
Leu321 (CTA)
Ser323 (TCC)
Ser467 (TCC)

Thrd7  (ACT)
Cys54 (TGT)
Cysl195 (TGC)
Glyl196 (GGC)
Ser273 (TCC)
Gly278 (GGT)
Leu321 (CTA)
Ser323 (TCC)
Ser467 (TCC)

Cys54  (TGT)
Phe67  (TTT)
Cysl95 (TGC)
Glyl96 (GGC)
Ser273  (TCC)
Gly278 (GGT)
Leu32l (CTA)
Ser323  (TCC)
Ser467  (TCC)

L T A e A A A e A A A e

! Ragg & Preibisch, 1988
? Brinkmeyer, 2001
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Flissigkulturen der E. coli MC1061/P3 Bakterienstimme wurden in LB-Medium-TC/Amp
(Tabelle 3.1-1) kultiviert und die Vektoren durch Plasmidisolation (3.2.2.2) gewonnen. Die
fiir die HCII-Varianten kodierenden cDNAs wurden aus den Vektoren (Tabelle 3.2-5) durch
EcoRI Restriktionsspaltung (3.2.4) isoliert. Mittels Spaltung wurden zwei Fragmente mit
4887 und 1684 Bp erhalten. Die beiden Spaltstellen liegen im nicht kodierenden Bereich der
HCII-cDNA. Die 5’-Schnittstelle ist der HCII-cDNA vorgelagert und liegt im CMV-Promotor
des pCDM&8 Vektors, die 3’-Schnittstelle liegt im natiirlichen Polyadenylierungssignal der
HCII-cDNA. Der Vektor pcDNA3.1(+) besitzt ein eigenes Polyadenylierungssignal, so dass
auf das HCII-eigene verzichtet werden konnte. Die durch FEcoRI-Restriktionsspaltung
erhaltenen Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und das 1684 Bp Fragment
aus dem Gel gereinigt (3.2.2.4). Parallel wurde pcDNA3.1(+) iiber seine singuldre EcoRI-
Spaltstelle linearisiert (3.2.4) und iiber Gelelektrophorese isoliert (3.2.1). Das 5'-Spaltende
wurde dephosphoryliert (3.2.5) und mit der 1648 Bp grolen HCII-cDNA in einer
Ligationsreaktion eingesetzt (3.2.6). Durch nachfolgende Transformation (3.1.4) von
Epicurian coli XL-1 Blue MRF" Kan, wurden mittels Selektion auf LB-Agar-Amp Platten
(Tabelle 3.1-1) Einzelkolonien erhalten, die durch Plasmid-Schnell-Charakterisierung
(3.2.2.1) untersucht wurden. Von Bakterienkolonien, die ein Plasmid der erwarteten Grof3e
enthielten, wurde eine Flissigkultur angelegt und eine Plasmidisolierung (3.2.2.2)
durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Insertion und der Orientierung des einligierten HCII-Gens im
Vektor wurden Restriktionsspaltungen (3.2.4) mit den Endonukleasen EcoRI, Hindlll, Pstl
und Smal durchgefiihrt.

Scal, 6667

Abbildung 3.2-1: Elemente der eukaryotischen
Expressionsvektoren pHCII auf der Basis von

\ EcoRl, 952 pcDNA3.1(+)

Pstl, 1132 CMV-Promotor: ,,immediate early*“-Promotor
des menschlichen Cytomegalievirus
T7-Promotor: Promotor des Bakteriophagen T7
BGH-PAS: ,bovine growth hormone* Poly-
adenylierungssignal
f1 ori: f1-Phagen Replikationsursprung
SV40-PAS: SV40 Polyadenylierungssignal

Smal, 2146 pMBI ori: bakterieller Replikationsursprung

Ampicillin-
Resistenzgen

pMB1 ori (pUC)

pHCII
(PcDNA3.1)  HCII-cDNA
7112 Bp

O SV40-PAS

Die Nummerierung ist durchgehend. Die

- BGH-PAS . S} EcoRl, 2636 . . .
Geneticin- Pstl. 2641 Markierungen geben die Positionen der Erken-
Resistenzgen '
nungssequenzen der Endonukleasen an.

Pstl, 3997 &2 750 SV40 ori
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3.3  Zellkultivierung

Die Zellkultivierung beschreibt den Vorgang der in vitro Vermehrung von tierischen und
pflanzlichen Zellen. Anders als primédre Zellen sind Zelllinien mittels zufélliger oder gezielter
genetischer Verdnderungen zu nahezu unendlicher Reproduktion befdhigt. Eine Zelllinie dient
als Quelle groBer Zellzahlen eines einheitlichen Typs. Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden
unter Reinstbedingungen in partikelfreier Umgebung durchgefiihrt unter Einhaltung geltender
Sicherheitsbestimmungen der Sicherheitsstufe S1 und in Ubereinstimmung mit den
gesetzlichen Auflagen.

3.3.1 Zelllinien und Kulturmedien

Die Zelllinie CHO-DUKX-B1 (ATCC CRL-9010) ist eine Variante der prolindefizienten
Zelllinie CHO-K1 (ATCC CCL-61). CHO-K1 ' ist ein Derivat einer Zelllinie, welche 1957
von T. Puck aus einer somatischen Zelle aus Eierstockgewebe eines chinesischen Hamsters
(engl. Chinese Hamster Ovary cells) etabliert wurde >. CHO-DUKX-BI1 ist eine weiter-
gehende Variante von CHO-KI1, welche keine Dihydrofolatreduktase (Tetrahydrofolat-
Dehydrogenase) Aktivitit besitzt °. Dieses Enzym ist fiir die Bildung von Tetrahydrofolsiure
verantwortlich, die bei verschiedenen Zellstoffwechselvorgingen von Bedeutung ist. Eine
zentrale Rolle nimmt sie bei der Synthese von Nukleinsdurevorstufen und Aminoséuren ein.
Dihydrofolatreduktase-(DFHR)-defiziente Zellen bendtigen die Zugabe von Glycin, Purinen
und Thymidin, um ihren Stoffwechsel aufrecht erhalten zu kénnen *.

Stabil transfizierte Zelllinien werden mittels Kotransfektion von Zielgen und DFHR-cDNA
erhalten . Die Amplifikation transfizierter Zellen erfolgt mit Hilfe des Tetrahydrofolat-
Analogons Methotrexat (MTX, Amethopterin) °. Eine mit dieser Methodik etablierte CHO-
Zelllinie, in welche die cDNA fiir Wildtyp-HCII integriert wurde, liegt in der Arbeitsgruppe
,Zelluldre Genetik* vor ’. Diese Wildtyp-HCII stabil exprimierende Zelllinie wurde unter
anderem im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Des Weiteren wurde eine Methode zur
Selektion transfizierter Zellen unter Verwendung des Aminoglykosids Geneticin (G418)®
angewendet (sieche 3.3.5). Geneticin bindet spezifisch an den 80S Ribosomenkomplex und ist
so ein effektiver Inhibitor der eukaryotischen Proteinsynthese °. Thre Resistenz erhalten die

Zellen durch Transfektion eines Resistenzgens, welches auf dem selben linearisierten Plasmid

' Kao & Puck, 1968

* Puck, 1958

* Alt et al., 1978; Urlaub & Chasin, 1980

* Littlefield, 1964

5 Subramani et al., 1981

6 Schimke, 1988; Ringold ef al., 1981; Kaufman & Sharp, 1982
7 Bohme et al., 2002

¥ Page & Sydenham, 1991

? Mingeot-Leclercq et al., 1999; van Hove et al., 1996
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wie das Zielgen lokalisiert ist. Der in CHO-DUKX-B1-Zellen transfizierte Vektor (3.2.7)
enthdlt das Neomycin-Resistenzgen. Neomycin und Geneticin sind Derivate des gleichen
Aminoglykosids.

Bei der Darstellung einer stabil HCII exprimierenden CHO-Zelllinie und der Expression der
unterschiedlichen HCII-Varianten wurden verschiedene Medien verwendet. Alle Medien
basierten auf den Basalmedien Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (D-MEM) und
Ham's F12. Sdmtliche Medien enthielten Natriumhydrogencarbonat. Der pH-Wert wurde mit
Hilfe einer kontrollierten CO,-Begasung iiber das Bicarbonatgleichgewicht eingestellt. Die
verwendeten Medien wurden mit Milli-Q®-Reinstwasser angesetzt, durch einen 0,2 pm
Einwegfilter (Sartolab P, Sartorius) sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Supplemente des
serumfreien Mediums sowie weitere Medienzusédtze wurden sterilfiltriert (0,2 pm, Minisart®
Plus, Sartorius) und die Stammldsungen bei —20 °C aufbewabhrt.

Die Kultivierung der CHO-DUKX-B1-Zellen sowie die Selektion der transfizierten Kulturen
erfolgte in einer 1:1 (w/w) Mischung aus D-MEM und Ham’s F12 unter Zugabe von 10 %
(v/v) fotalem Kélberserum (engl. fetal calf serum, FCS, PAA Laboratories) sowie Antibiotika
zur Vermeidung von mikrobiellen Infektionen. Das Selektionsmedium enthielt zusétzlich den
Selektionsmarker Geneticin. Zur Kultivierung und Produktion der transfizierten Zellen war
ein Medienwechsel erforderlich. Da die rekombinanten Proteine in ihrem oxidierten Zustand

exprimiert werden sollten, musste ein oxidierendes Medium (D-MEM) verwendet werden.

Tabelle 3.3-1: Medien fiir die Kultivierung tierischer Zellen

Transfektionsmedium

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (D-MEM/F12, 1:1 Mixture)
(GIBCO", Life Technologies)

Anzuchtmedium

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (D-MEM/F12, 1:1 Mixture)
(GIBCO", Life Technologies)

Selektionsmedium

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (D-MEM/F12, 1:1 Mixture)
(GIBCO", Life Technologies)

+ 0,215 g/L L-Glutamin

+ 2,6 g/L Glucose

+ 2,4 g/L NaHCO;
Inkubation bei 5,5 % CO,

+ 0,215 g/L L-Glutamin

+ 2,6 g/L Glucose

+ 2,4 g/L NaHCO;

+ Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)

+ 10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories)
Inkubation bei 5,5 % CO,

+ 0,215 g/L L-Glutamin
+ 2,6 g/L Glucose
+ 2,4 g/L NaHCO;
+ Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)
+ 10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories)
+ Geneticin-Losung (50x)
Inkubation bei 5,5 % CO,
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Tabelle 3.3-1: Fortsetzung

Kultiviermedium transfizierter Zellen

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
D-MEM, Low Glucose
(GIBCO", Life Technologies)

+ 0,468 g/L L-Glutamin
+ 3 g/L Glucose
+ 3,7 g/L NaHCO;

+ Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)
+ 10 % (v/v) FCS (PAA Laboratories)
+ Geneticin-Losung (50x)

Inkubation bei 8,5 % CO,

Produktionsmedium

+ 0,468 g/L L-Glutamin

+ 3 g/L Glucose

+ 3,7 g/L NaHCO;

+ Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)

+ Insulin-Transferrin-Selenium
Supplement (100x)

+ Hypoxanthin/Thymidin/Prolin
Supplement (100x)
Inkubation bei 8,5 % CO,

6,3 g/L Penicillin G (Biochrom AG)
10 g/L Streptomycinsulfat (Biochrom AG)
in 10 mM Natriumcitrat, pH 7,4, sterilfiltriert

1,36 g/L (10 mM) Natriumhypoxanthin
0,386 g/L (1,6 mM) Thymidin

3,452 g/L (30 mM) L-Prolin

in Milli-Q"-Wasser, pH 2, sterilfiltriert

30 g/L Geneticinsulfat (PAA Laboratories)
in 1 M HEPES, pH 7,4, sterilfiltriert

1 g/L Rinderinsulin (Sigma)

1 g/L Humantransferrin (Roche Diagnostics)
0,67 g/L Natriumselenit

in Milli-Q®-Wasser, sterilfiltriert

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:
D-MEM , Low Glucose
(GIBCO™, Life Technologies)

Penicillin/Streptomycin-Losung (100x)

Hypoxanthin/Thymidin/Prolin Supplement (100x)

Geneticin-Losung (50x)

Insulin-Transferrin-Selenium Supplement (100x)

3.3.2 Stammhaltung und Zellpassagierung

Anders als Bakterien sind viele Gewebezellen nicht an ein Wachstum in Suspension adaptiert
und bendtigen zum Wachsen und Teilen eine feste Oberflache. Die Kultivierung der Zell-
kulturen wurde in Gewebekulturschalen und Gewebekulturflaschen mit Polystyroloberfldche
(Nunclon, Nunc) vorgenommen. Zur Anzucht von CHO-BUKX-B1-Zellen und ihrer
Transfektion wurden 8 cm’-Kulturschalen verwendet. Die Expansion der transfizierten
Kulturen erfolgte iiber 25 und 75 cm®- auf schlieBlich 175 cm*-Kulturflaschen. Kulti-
vierungen wurden in einem CO,-Begasungsbrutschrank (Forma Scientific Inc.) bei 37 °C und
Wasserdampf gesittigter Atmosphére vorgenommen. Die pH-Regulation erfolgte iiber CO,-
Inkubation gemdfl den eingesetzten Medien, wie unter 3.3.1 aufgefiihrt. Die Kulturflaschen
verfiigten iiber einen Membranfilter im Deckel um einen Gasaustausch zwischen

Medienoberfldche und Inkubator zu gewihrleisten.
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Proliferierende Adhidsionskulturen wurden bis zum Zustand einer konfluenten Zelllage (engl.
Layer) kultiviert. Sie wurden fiir weitere Expansionen von der Oberfiche abgelost und
nachfolgend in neue Kulturbehéltnisse iiberfiihrt. Der Passagierungsvorgang wurde mittels
Trypsin-EDTA-Losung (Sigma) durchgefiihrt . Zum Verdiinnen einer adhirenten Kultur mit
hoher Zelldichte wurde diese nach dem Waschen mit vorgewdrmten PBS, mit 0,5-1 mL einer
Trypsin-EDTA-Losung versetzt und bei 37 °C fiir 5 Minuten inkubiert. Das Fortschreiten der
Ablosung der Zellen von der Kunststoffoberfliche lie sich mikroskopisch kontrollieren.
Nach Ablosung der Zellen wurden diese mit FCS-haltigem Medium aufgenommen, in
welchem das enthaltene FCS auch zur Inaktivierung von Trypsin diente. Eine Passagierung

erfolgte in der Regel alle drei bis vier Tage mit einer Zellzahl von 2-3 x 10* Zellen pro cm®.

3.3.3  Kryokonservierung und Trypanblau-Ausschlussfirbung

Von allen hergestellten HCII exprimierenden CHO-Varianten wurden sowohl Sicherungs- als
Arbeitszellbanken angelegt und mittels Kryokonservierung gelagert. Kryokonservierung
ermoglicht eine Langzeitlagerung von Zelllinien mit Hilfe starker Temperaturreduktion auf
-180 °C. In diesem Zustand sind die Zellen bis zu mehreren Jahren lagerfihig. Die
Konservierung wurde in einem Einfriermedium vorgenommen, welches aus dem normalen
Kulturmedium unter Zugabe von 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) besteht. Die im
Einfriermedium enthaltenen kryoprotektiven Agenzien DMSO sowie FCS sollen die Bildung
von zellschddigenden Fliissigkeitskristallen beim Einfriervorgang minimieren. Die
Langzeitlagerung erfolgte in einem Kryotank (Biosafe, Messer-Griesheim) in der
Dampfphase oberhalb fliissigem Stickstoffs (-196 °C). Zur Konservierung wurden die Zellen
wie in 3.3.2 beschrieben mit Trypsin-EDTA suspendiert. Die Zellen wurden mit FCS-
haltigem Medium aufgenommen und sedimentiert (800 rpm, Megafuge 1.0, Heraeus). Das
Zellpellet wurde in Einfriermedium zu einer Zellkonzentration von 5 x 10° Zellen pro mL
resuspendiert und in 1 mL Chargen der Kryokonservierung zugefiihrt. Bei Verwendung einer
Kryokultur wurde die aufgetaute Zellsuspension in frischem Medium aufgenommen und das
zelltoxische DMSO nach Zentrifugation entfernt.

Die Zellkulturen wurden routineméBig hinsichtlich ihrer Zellzahl und Viabilitit unter
Verwendung der Trypanblau-Ausschlussfarbung kontrolliert. Die adhédrenten Zellen wurden
in PBS suspendiert (3.3.2) und mit Trypanblau-Losung (0,4 %, Sigma) gleichen Volumens

verdiinnt. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch mit einer Neubauer-Zihlkammer '.

' Lindl & Bauer, 1994
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3.34 Transfektion tierischer Zellen mittels Lipofektion

Transfektionen dienen der Untersuchung von Genregulation oder Genexpression und sind in
der Lage die Charakteristika einer Zelle nachhaltig zu verdndern. Allen Transfektionen liegt
das Einbringen von DNA in die Zellen zugrunde. Dies wird unter anderem mit so
unterschiedlichen Methoden wie Mikroinjektion ', viraler oder ballistischer > Transfektion
erreicht. Auch elektrische Impulse (Elektroporation), die kurzzeitig die Zellmembran
permeabel fiir die DNA machen, werden verwendet °. Die Einbringung von DNA auf
chemischen Wege wird mittels Kalziumphosphatprizipitation *, DEAE-Dextran-vermittelten
Transfer > oder Liposomentransfer ®© ermdglicht. Die Liposomen-vermittelte Transfektion
zeichnet sich besonders durch einfache Handhabung und Reproduzierbarkeit aus. Die
verwendeten ionischen Lipide haben kaum einen Einfluss auf Zellwachstum oder
Zellstoffwechsel, sind von den Zellen abbaubar und weder immunogen noch pathogen.
Physikalische und chemische Eigenschaften der ionischen Lipide sind filir ihre
Transfektionseffizienz von Bedeutung. Ladungszahl " und Struktur des hydrophoben Anteils *
iiben dabei einen besonderen Einfluss aus. Als effektives Transfektionsreagenz hat sich ein
Gemisch des kationischen Lipids DOSPA (2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-
N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetat) und des nichtionischen Lipids DOPE
(Dioleoylphosphatidylethanolamin) erwiesen °, welches Bestandteil des in dieser Arbeit
verwendeten Lipofectomin Plus  Kits (Invitrogen , Life Technologies) ist. Bei dem Plus-
Reagenz handelt es sich um kationische Verbindungen, die eine Ladungsneutralisierung der
DNA und dadurch eine kompaktere Form derselben erméglichen sollen '°.

Die Durchfiihrung der Lipofektion erfolgte nach Vorgabe des Herstellers (Invitrogen™, Life
Technologies) in einer 8 cm® Gewebekulturschale. Dazu wurde eine proliferierende CHO-
DUKZX-B1-Zellkultur passagiert (3.3.2) und in einer Konzentration neu ausgesét, dass am Tag
der Transfektion eine Zelllage mit einem Bedeckungsgrad von 70-80 % erreicht war. Das
Medium wurde von der Kultur entfernt und die Zellen mit Transfektionsmedium (3.3.1)
gewaschen. 100 pL Transfektionsmedium wurden mit 4 pL Lipofectamin” fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurden 0,6-1,0pug DNA in 100 uL
Transfektionsmedium vorgelegt und 6 pL des Plus Reagenz zugefiigt. Beide Ansitze
wurden nach der Inkubationszeit vereinigt und fiir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Der DNA-Liposomen-Komplex wurde gleichméBig auf der mediumfreien

! Capecchi, 1980

*Yeetal., 1990

3 Neumann et al., 1982

* Graham & van der Eb, 1973

> Vaheri & Pagano 1965

% Felgner et al., 1987

" Wheeler et al., 1996

¥ Solodin et al., 1995

? Hodgson & Solaiman, 1996; Mizuarai et al., 2001
' de Lima et al., 1999
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Zellkultur verteilt und nachfolgend 0,8 mL des Transfektionsmediums (Tabelle 3.3-1)
zugefiigt. Die Inkubation dieses Ansatzes im Begasungsbrutschrank bei 37 °C betrug 2 bis 3
Stunden. Im Anschluss daran wurden 2 mL des Anzuchtmediums zugegeben und die Zellen
fiir 24 Stunden kultiviert. Danach folgte die Selektion und Expansion der transfizierten Zellen
(3.3.5).

Tabelle 3.3-2: Arbeitsvorschrift fiir die Transfektion tierischer Zellen

Arbeitsschritte
1. Zellen passagieren Konfluenz am Tag der Transfektion 70-80 %
2. Liposomenlosung 100 pl Medium mit 4 uL Lipofectamin” versetzen 15 Minuten inkubieren, RT
3. DNA-Plus-Komplex 100 ul Medium mit 0,6-1 pg DNA und 6 pL 15 Minuten inkubieren, RT
Plus™ Reagenz versetzen
4. DNA-Liposomen- Mischen der Liposomenldsung mit DNA-Plus- 15 Minuten inkubieren, RT
Komplex Komplex
5. Zellkultur waschen Medium von Zellkultur entfernen und 2 x mit
Transfektionsmedium waschen
6. Transfektion DNA-Liposomen-Komplex auf die Zellen geben ~ 2-3 Stunden bei 37 °C
und 0,8 mL Transfektionsmedium zufiigen inkubieren
7. Kultivierung 2 mL Anzuchtmedium zugeben 24 Stunden bei 37 °C

inkubieren

3.3.5 Darstellung stabil exprimierender CHO-Zelllinien

Die Darstellung der stabil exprimierender CHO-Zelllinien erfolgte aus einer
CHO-DUKX-B1-Zelllinie und auf pcDNA3.1 basierenden Vektoren, welche eine fiir
unterschiedliche HCII-Varianten kodierende cDNA enthielten. Insgesamt wurden sechs
verschiedene Vektoren verwendet, die sich lediglich in der Version der eingefiigten HCII-
cDNA unterschieden (3.2.7). Die Genexpression erfolgt mit Hilfe des Promotors des
menschlichen Cytomegalievirus (CMV) '. Dieser Kontrolle unterliegt auch das Neomycin-
resistenzgen, das eine Selektion transfizierter Zellen ermoglicht. Der CMV-Promotor
induziert auch die DNA-Replikation iiber den SV40-Replikationsstartpunkt 2. Die aus
Prokaryoten isolierten Plasmide (3.2.2.3) wurden {iiber die singuldre Scal-Schnittstelle
linearisiert (3.2.4), um ein definiertes Spaltprodukt in das Genom der Zelle zu integrieren. Die
Restriktionsspaltung wurde mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Auf diese Weise
erhaltene DNA wurde gereinigt und konzentriert (3.2.2.5 & 3.2.2.6). Mit Hilfe der
ethanolischen Fillung sollte auch die Sterilitdit der DNA gewdhrleistet werden. Die DNA
wurde in PBS gelost und ihre Konzentration photometrisch (3.2.3) bestimmt. Die linearisierte
DNA diente der Transfektion von CHO-DUKX-B1-Zellen mittels Lipofektion wie unter 3.3.4

beschrieben.

! Foecking & Hofstetter, 1986; Boshart et al., 1985
* Pari & St Jeor, 1990
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Im Anschluss an die Transfektion wurden die Zellen fiir 24 Stunden in Anzuchtmedium
kultiviert. Danach folgte ein Medienwechsel unter Einsatz von Selektionsmedium (3.3.1). Die
Selektionsphase variierte bei den unterschiedlichen CHO-Zelllinien zwischen 2-3 Wochen.
Parallel zur Selektion der transfizierten Zellen wurden auch nicht transfizierte CHO-DUKX-
B1-Zellen mit Selektionsmedium kultiviert, um die spezifische Wirkung des Geneticins zu
kontrollieren. Die Konzentration des Geneticins im Medium, die eine effektive Selektion der
Zellen bewirkt, ist von vielen Faktoren abhdngig, zu denen auch der Zelltyp zdhlt. Die
wirksame Geneticinkonzentration variiert bei bekannten Zelltypen zwischen 100 und 1000
ug/mL . Frithere Ergebnisse haben ergeben, dass eine Konzentration von 600 pg/mL
Geneticin ausreichend ist, um nicht resistente CHO-Zellen in einem Zeitraum von einer
Woche abzutSten>. Nach der Selektionsphase wurden die verbleibenden Zellen einer
jeweiligen CHO-Transfektion zusammengefiihrt. Der Pool dieser Zellen wurde dann weiter
kultiviert und expandiert. Im engeren Sinne handelt es sich bei den verwendeten Zellen also
nicht um Zelllinien, da sie aus einem Pool aus transfizierten Zellen und nicht aus einer
einzelnen Zelle stammen. In dieser Arbeit wird aber zur Vereinfachung der Begriff Zelllinie
fiir den selektierten Zellpool verwendet. Insgesamt wurden mit der beschriebene Methode
sechs verschiedene HCII-Varianten exprimierende CHO-Zelllinien generiert. Die Zellen
wurden in 175 cm® Gewebekulturflaschen expandiert, bis ein Bedekungsgrad von etwa
80-90 % erreicht war. Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen um Serumreste von den Zellen zu entfernen. Die Produktion von
rekombinantem HCII erfolgte in 80 mL Produktionsmedium (3.3.1) fiir vier bis maximal fiinf
Tage. Nach der Produktionsphase wurde das Medium entnommen und Zellen sowie
Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 4 °C entfernt (4200 x g, Cryofuge 6000, Haeraus
Sepatech). Der Uberstand wurde mit 1 g/L PEG-8000 sowie PMSF (Endkonzentration 1 mM)
versetzt und bei -20 °C gelagert.

! Strutzenberger et al., 1999; Hubbard et al., 1994
? Binkmeyer, 2001
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34 Proteinchemische Methoden

3.4.1  Protein-Quantifizierung

3.4.1.1 ELISA

Ein ELISA (eng. enzyme linked immunosorbent assay) ist eine einfache und schnelle
Methode zur Detektion von Mikromengen eines Proteins in Ldsungsgemischen, die die
spezifische Bindung zwischen Antikorpern und Antigenen nutzt '. Die Sandwich- oder
Doppelantikorpertechnik ist eine Festphasenmethode mit hoher Selektivitit. Ein erster
Antikorper (Fangantikdrper) wird an eine Polystyrol-Mikrotiterplatte immobilisiert und
verbleibende Proteinbindungsstellen auf der Oberfliche durch BSA-Losung abgesittigt. Das
Antigen wird an den immobilisierten Antikdrper gebunden und mittels eines enzym-
gekoppelten zweiten Antikorpers (Detektionsantikorper) nachgewiesen, der gegen ein
weiteres Epitop des Antigens gerichtet ist. Bei Zugabe einer geeigneten chromogenen
Substratlosung kommt es dann mit Hilfe des Enzymkonjugats des zweiten Antikorpers zu
einer Farbreaktion. Diese ist direkt proportional zur Menge des Antigen-Antikorper-
Komplexes und ldsst somit eine Schlussfolgerung auf die Konzentration der zugefiigten

Antigenlosung zu.

Tabelle 3.4-1: HCII-ELISA

Antikorper 1: Fangantikorper monoklonaler Maus-IgG 2b, 188/2/1, (Hoechst),

1,79 mg/mL in PBS, -80 °C

monoklonaler Maus-IgG 1 92/2/12, HRP-Konjugat
(Hoechst), 1 mg/mL in 50 mM Tris-HCI-Puffer,
-80 °C

0,2 % (v/v) Triton X-100 (Serva)

0,2 % (w/v) SDS

2,5 % (w/v) BSA (Serva)

Antikorper 2: Detektionsantikorper

MSTB-Puffer

0,1 M MOPS

pH 7.4
Waschpuffer 10 mM Phosphatpuffer

75 mM NaCl

0,05 % (v/v) Tween 20

pH 7,4
Beschichtungslosung 100 pL Fangantikdrper, 1:100 in PBS
Blockierungslosung 200 uL, 0,2 g BSA (Serva) in 20 mL. Waschpuffer
Probenverdiinnung Proben in MSTB-Puffer verdiinnt

25 IE/mL Heparin (Sigma, H-3393)
Konjugatlosung 100 uL Detektionsantikdrper, 1:1000 in

PBS/10 % FCS (v/v)
Substratlosung TMB Microwell Peroxidase System
Stopplosung 150 uL, 0,5 N H,SO4

"Ngo, 1991; Engvall & Perlmann, 1972
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In dieser Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA zur Konzentrationsbestimmung von HCII in
Losung verwendet. Zwei monoklonale Maus-Antikorper wurden dazu eingesetzt, wobei der
Detektionsantikorper eine konjugierte Meerettich-Peroxidase (engl. horse radish peroxidase,
HRP) enthielt. Die Detektionsreaktion erfolgte liber Oxidation von Tetramethylbenzidin
(TMB), durch das TMB Microwell Peroxidase System (Kirkegaard & Perry, Dunn). Zur
Standardisierung der HCII-Konzentrationsbestimmung diente Human-Plasma (ORKL12) der
Firma Behring mit 90 pg/mL HCII '. Der verwendete ELISA wurde entsprechend bekannten
Vorschriften ? in Mikrotiterplatten (Maxisorb F96, Nunc) durchgefiihrt. Die HCII-Detektion
erfolgte mittels Extinktionsmessung des Tetramethyl-diphenochinon-diimonumions bei
405 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 630 nm in einem Microplate-Reader (ELx808
Miroplate Autoreader, Bio-Tek Instruments Inc.) durch das Analyseprogramm Mikro-Win
(Version 3.15, Mikrotek Laborsysteme GmbH).

3.4.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen bei 280 nmWellenlénge,
beruht auf einem Verfahren von Gill und von Hippel ’. Als Grundlage dient eine UV-
Spektrometrie auf der mathematischen Basis des Lambert-Beerschen Gesetzes. Dieses macht
die Kenntnis des molaren Extinktionskoeffizienten fiir das zu untersuchende native Protein
notwendig. Extinktionskoeffizienten lassen sich nur fiir denaturierte Proteine experimentell
ermitteln. Bei 280 nm Wellenldnge haben lediglich die aromatischen Aminosduren Tyrosin
und Tryptophan sowie Cystein einen Einfluss auf die Lichtabsorption (AA) . Bei bekannter
Aminosduresequenz eines denaturierten Proteins ergibt sich der molare Extinktionskoeffizient

(&denat) aus der Summe der Extinktionskoeffizienten dieser drei Aminosduren.

€ Protein, denat = N Tyr * ETyr T Ny * ETrp T N Cys * ECys (1)

Mit einem Fehler von 3-4 % kann dieser Extinktionskoeffizient fiir denaturierte Proteine auch

. . 4
auf native Proteine angewendet werden ~.

Cnativ = AAnativ / € Protein, denat (2)

In dieser Arbeit erfolgten photometrische Konzentrationsbestimmungen gereinigter Proteine
in einem UV/VIS-Spektrophotometer (UV-1602, Shimadzu) bei 280 nm gegen das
Losungsmittel als Referenz. Der fiir die HCII-Varianten mit unterschiedlicher Aminosdure-

"Tollefsen et al., 1982

2 Holper, 1991; Bohme, 2001; Brinkmeyer, 2001
3 Gill & von Hippel, 1989; Pace et al., 1995

* Edelhoch, 1967
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sequenz verwendete molare Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe des Peptide Property
Calculator (Version 1.0, Center for Biotechnology, Northwestern University, IL), basierend

auf der zuvor beschriebenen Grundlage, berechnet.

3.4.2 Elektrophoretische Verfahren

3.4.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Elektrophoretische Methoden nutzen die Mobilitit von geladenen Teilchen im elektrischen
Feld aus. Unterschiede in Grofle und Ladungszustand verschiedener Teilchen verursachen
eine unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit und bewirken ein hohes
Auflésungsvermogen, das elektrophoretische Verfahren zu wertvollen Methoden bei
analytischen und préparativen Trennproblemen macht. Proteine bewegen sich in einem
elektrischen Feld in Abhdngigkeit von ihrer Nettoladung, ihrer Grofle und Gestalt. Die
Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet eine inerte Matrix aus vernetzten Polyacrylamid,
dessen Porengrof3e mittels Variation der Acrylamidkonzentration gesteuert werden kann. Bei
der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) befinden sich die Proteine in einem
Medium, welches das negativ geladene Detergens Natriumdodecylsulfat (engl. sodium
dodecyl sulphate, SDS) enthélt. SDS lagert sich in einem konstanten Verhéltnis von 1,4 g
SDS pro g Protein an die Polypeptidketten an '. Die Proteine werden durch diesen Vorgang
gestreckt und entfaltet und nehmen dadurch eine einheitliche Gestalt an. Da sich alle Peptide
mit einem konstanten Verhdltnis an SDS-Molekiilen umgeben, erfolgt die Auftrennung der
Proteine ausschlieBlich nach ihrer Gro3e. Anormalititen im Laufverhalten zeigen denaturierte
Proteine mit posttranslationalen Modifikationen, wie Glykosylierungen. Die Kohlenhydrate
beladen sich nicht mit SDS und unterstiitzen somit nicht die Wanderung des Proteins im
elektrischen Feld. Auch vorhandene intramolekulare Disulfidbriicken im Protein haben einen
Einfluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit. Daraus resultiert eine unterschiedliche
Mobilitdt von Proteinen im reduzierten oder oxidierten Zustand.

Die durchgefiihrten Elektrophoresen erfolgten in Anlehnung an bekannte Methoden .
Verwendet wurden zwei unterschiedliche Gelsysteme aus 10 %igen Acrylamid-Fertiggelen
der Firma Invitrogen. Je nach Anwendung wurden Novex® Tris/Glycin oder NuPAGE®
Novex” Bis-Tris Gele verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers
in entsprechenden Elektrophoresesystemen (Xcell II'™, Mini Cell, Invitrogen) bei konstanter
Spannung (150 bzw. 200 Volt). Die Dauer der Elektrophorese variierte in Abhéngigkeit vom

verwendeten System und der zu erzielenden Trennleistung.

! Weber & Osborn, 1969:; Lottspeich & Zorbas, 1998
2 Laemmli, 1970; Swank & Munkres, 1971
? Novex Pre-Cast Gel Elektrophoresis Guide, Invitrogen, 2003
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Tabelle 3.4-2: SDS-Gelelektrophorese

Elektrophoresepuffer Novex™ Tris/Glycin

Probenpuffer Novex® Tris/Glycin (2X)

Reduzierend

Elektrophoresepuffer NuPAGE®™ Novex® Bis-Tris

Probenpuffer NuPAGE® Novex" Bis-Tris (4X)

Reduzierend (10X)

Elektrophoresekammer

Netzgerit

Markerproteine (Novex™ Tris/Glycin System)

Markerproteine (NuPAGE® Bis-Tris System)

192 mM Glycin p.a. (Baker, NL)
25 mM Tris-HCI (Sigma)

0,1 % (w/v) SDS

150 Volt

3,8 mL Milli-Q®-Wasser

1,6 mL 10 % (w/v) SDS-Lésung

1,0 mL 0.5 M Tris-HCI (Sigma), pH 6.8

0,8 mL Glycerin

0,4 mL Bromphenolblaulésung (0,05 % w/v)

zufligen von 0,4 mL B-Mercaptoethanol

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
200 Volt

NuPAGE® LDS Sample Buffer

ad. NuPAGE®™ Sample Reducing Agent

XCell IT™, Mini Cell, Invitrogen
Electrophoresis Power Supply PS 3002 (Gibco)

low molecular weight marker, LMW (Pharmacia)
Phosphorylase B (94 kDa), BSA (67 kDa),
Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa),
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa),
a-Lactalbumin (14,4 kDa)

MagicMark™ Protein Standard, (Invitrogen)
rekombinante, [gG-bindende Proteine
(120, 100, 80, 60, 40, 30, 20 kDa)

BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder
(Invitrogen)

(181,8,115.5, 82,2, 64,2, 48,8, 37,1, 25,9, 19,4,
14,8, 6,0 kDa)

MultiMark® Multi-Colored Standard (Invitrogen)
Myosin (188 kDa), Phosphorylase B (97 kDa),
Glutamatdehydrogenase (52 kDa), Carboanhydrase
(33 kDa), Myoglobin (21 kDa), Lysozym (12 kDa)
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3.4.2.2 Coomassie-Brilliant-Blau-Firbung

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung beruht auf einer Reaktion des Farbreagens mit den
Aminogruppen der Lysin-Seitenketten und den freien N-Termini der Proteine. In alkoho-
lischer Losung lagert sich der Farbstoff an die denaturierten Proteine an '.

Die Polyacrylamid-Gele bzw. die proteintragenden PVDF-Membranen wurden in der
Férbelosung 20 Minuten im Wasserbadschiittler bei 50 °C gefarbt. Die Hintergrundfirbung
wurde mit Entfirber-Losung und demineralisierten Wasser entfernt. Zur Aufbewahrung
wurden die Polyacrylamid-Gele bei 65°C im Vakuum (Geltrockner 583, Bio-Rad
Laboratories) getrocknet.

Tabelle 3.4-3: Bedingungen der Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung

Férbelosung 1 Coomassie R-350 Tablette (Pharmacia)
150 mL Milli-Q®-Wasser
100 mL Isopropanol p.a.
50 mL Essigsdure p.a.

Entfarber 700 mL Milli-Q®-Wasser
200 mL Isopropanol p.a.
100 mL Essigséure p.a.

343 Western-Blot

Zur Analyse der elektrophoretisch (3.4.2.1) getrennten Proteine ist hdufig eine Isolierung aus
der Polyacrylamid-Gelmatrix notwendig. Die Proteine werden dazu auf eine Membran
tibertragen und auf dieser detektiert. In seiner Gesamtheit wird dieser Prozess aus SDS-
PAGE, Blotting und Detektion hiufig als Western-Blot bezeichnet 2. Unter Verwendung des
Elektroblottings werden die zuvor aufgetrennten Proteine immobilisiert, indem sie iiber ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine Membran transferiert
werden . Die durch die SDS-PAGE erreichte Lokalisation der Proteine bleibt dabei
konserviert. Der Transfer erfolgt mittels der aus der Elektrophorese an die Proteine
gebundenen, negativ geladenen Dodecylsulfatanionen, welche mit fortschreitender
Transferzeit von den Proteinen getrennt werden. Dieser Vorgang begiinstigt die Adhésion der

Proteine an die hydrophobe Membranoberfléache.

! Schigger et al., 1988
2 Towbin et al., 1979
* Burnette, 1981
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3.4.3.1 Elektrotransfer

Der Elektrotransfer der Proteine wurde mittels der Semi-Wet-Methode in XCell 11" Blot-
Modulen (Invitrogen) vorgenommen '. Verwendet wurden PVDF-Membranen (Poly-
vinylidendifluorid), die zuvor durch Methanol hydrophilisiert und dann in Transferpuffer 10
Minuten inkubiert wurden. Die so behandelte Membran wurde danach blasenfrei mit dem
Elektrophoresegel in Kontakt gebracht. Zu beiden Seiten dieser Anordnung wurde je ein, in
Transferpuffer dquilibriertes Blotpapier und zwei Blottingpads angelegt. Dieses Sandwich
wurde in die Blotkassette, mit Ausrichtung des Gels zur Kathode gelegt und danach senkrecht
in der Blotkammer eingespannt. Die Blotkassette wurde mit Transferpuffer gefiillt und die sie
umgebende Kammer zur Warmeableitung mit Milli-Q®-Wasser umspiilt. In Abhéngigkeit des
verwendeten Acrylamidgels (Novex®™ Tris/Glycin bzw. NuPAGE® Bis-Tris) wurden

verschiedene Transferpuffer verwendet.

Tabelle 3.4-4: Bedingungen des Elektrotransfers

Transferpuffer (Novex® Tris/Glycin System) 96 mM Glycin

12 mM Tris

20 % (v/v) Methanol
Transferpuffer (NuPAGE® Bis-Tris System) NuPAGE® Transfer Buffer (Invitrogen)
Blotmembran Hybond "-P (Amersham Biosciences)
Transferbedingungen Blotpapier 1,2 mm (Schleicher & Schiill)

XCell 11" Blot Modul (Invitrogen)
Netzgerat 200/2.0 (Bio-Rad Laboratories)
25 V; 90 Minuten; 25 °C

3.4.3.2 Immunologische Detektion

Immunologische Detektionen eignen sich um Antigene durch Antikérper mit gekoppelter
enzymatischer Funktion nachzuweisen. In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet, um
HCII oder o-Thrombin zu erfassen. Dazu wurde ein System eines Kaninchen IgG-
Antikorpers aus Serum in Kombination mit einem zweiten, Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper
verwendet. Der sekundidre Antikorper enthielt eine konjugierte Peroxidasefunktionalitét
(HRP), durch welche eine Detektion des Antigen-Antikorper-Komplexes in einer Chemi-
lumineszenzreaktion moglich war.

Die im Elektrotransfer verwendete Membran (3.4.3.1) wurde zunidchst in einer BSA
enthaltenen Blockierlosung abgesittigt. Wahlweise wurde dies fiir 14 Stunden bei 4 °C oder
fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Danach wurde die Membran dreimal 10
Minuten mit der Waschlosung behandelt und dann eine Stunde in der Antikorperlosung
inkubiert. Durch erneutes Waschen wurde ungebundener Antikorper entfernt und die

Membran in der Konjugatlosung fiir eine Stunde inkubiert. Nach einem weiteren

! Novex Pre-Cast Gel Elektrophoresis Guide, Invitrogen, 2003
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Waschvorgang (s.0.) konnte die behandelte Membran mittels eines
Chemilumineszenzverfahrens analysiert werden. Verwendet wurde das ECL™ (engl.
enhanced chemiluminescence) Western-Blotting-System (Amersham Biosciences) in
Kombination mit geeigneten Radiographiefilmen (Hyperfilm™ ECL™, Amersham
Biosciences). Die Belichtung der Radiographiefilme wurde in Autoradiographiekassetten mit
Belichtungszeiten zwischen 15 Sekunden und 20 Minuten vorgenommen. Die Durchfiihrung
erfolgte nach Angaben des Herstellers .

Tabelle 3.4-5: Immunologische Detektion im Western-Blot

PBS-Tween PBS

0,3 % (v/v) Tween-20 (Serva)
Blockierungslosung PBS-Tween

3 % BSA (Serva)
Antikdrperlosung Anti-human-HCII Kaninchenantiserum

(Hoechst, Serum Kanl, Abnahme 7, 02.01.1989),
1:20000 verdiinnt in PBS-Tween, 1 % BSA
(Serva)

Anti-human-Thrombin Kaninchenantiserum
(Hoechst, Ch.-B.: 62HR/08)

1:20000 verdiinnt in PBS-Tween, 1 % BSA
(Serva)

Konjugatldsung PBS-Tween
1% BSA (Serva)
Anti-Kaninchen Eselantikorper,
IgG Peroxidase-gekoppelt (Amersham
Biosciences, NA 934), 1:2000 verdiinnt

Detektion Hyperfilm " ECL"™
(RPN 3103, Amersham Biosciences)

ECL™ Western Blotting Detection Reagents
(RPN 2106, Amersham Biosciences)

Fixierer Unifix (Kodak)
Entwickler D-19 (Kodak)

344 Alkylierung von rekombinantem HCII

Um Charakteristika der disulfidverbriickten HCII-Varianten ndher zu untersuchen, wurden die
rekombinanten Proteine auch in ihrem reduzierten Zustand untersucht. Dazu wurden die
HCII-Varianten reduziert und nachfolgend die Cysteine alkyliert um Reoxidationen zu
verhindern. Verwendet wurden gereinigte HCII-Varianten (3.8), deren Aktivitdten durch
a-Thrombin-Komplexierung zu bestimmen waren (3.9.6.1). Die Reduktion erfolgte mit

Dithiothreitol (DTT) unter milden basischen Bedingungen in Analogie zu beschriebenen

! Efficient Detection of Biomolecules by Autoradiography, Fluorography or Chemiluminescence,
Amersham Biosiences, 2003*
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Methoden '. Die freien Cysteine wurden mit Iodacetamid zu S-Carboxamidomethylcystein

. .. 2
derivatisiert “.

Tabelle 3.4-6: Alkylierungsbedingungen von rekombinanten HCII-Varianten

rek. HCII-Varianten (siche 3.8) 100-600 pL
250 nM — 2,5 uM
Reduktionslosung 100 mM Dithiothreitol (DTT)

0,5 M Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0
60 Minuten, 25 °C

Alkylierungslosung 150 mM Iodacetamid
0,5 M Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0
30 Minuten, RT

Dialyse Slide-A-Lyzer” Mini Dialysis Units (Pierce)
MWCO 10 kDa
20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
0,1 % (w/v) PEG 8000, pH 7,4

Losungen von affinitdtsgereinigten HCII-Varianten wurden mit 1/20 Volumen einer
Reduktionslosung (100 mM DTT in 0,5 M Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 8,0) versetzt und fiir
1 Stunde bei 25 °C inkubiert. Nachfolgend wurden der Losung 1/10 Volumen der Alky-
lierungslosung zugesetzt und das Gemisch fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Das Alkylierungsreagenz wurde in einer Menge zugefiihrt, die ausreichte um
Cysteine wie auch restliches Reduktionsmittel zu alkylieren. Im Anschluss der Alkylierung
wurde die Reaktionslosung dialysiert um DTT, lodacetamid sowie deren Produkte zu

entfernen.

3.4.5 Reduktion und Reoxidation von rekombinantem HCII

Die Einfiihrung einer Disulfidbriicke bei den HCII-Varianten rfHCII AC/F195C/P52C,
rHCII AC7F195C/G54C und rHCII AC7F195C/S68C wurde durch Reduktion und
Reoxidation der Proteine verifiziert. Der Nachweis einer Reoxidation in vitro sollte zusétzlich
als Argument dienen, die korrekte Faltung und Konformation der rekombinanten HCII-
Varianten auch in ihrem oxidierten Zustand zu belegen. Als HCII-haltige Proben dienten
serumfreie Medieniiberstinde transfizierter CHO-DUKX-B1-Zellen (3.3.5). Als Reduktions-
mittel wurde 1/100 Volumen Dithiotreithol (DTT, 200 mM) zugefiigt. Dann wurde 1 Stunde
bei RT inkubiert und nachfolgend dialysiert. Die Reoxidation erfolgte mit 1/10 Volumen
Kupfer(Il)-Phenanthrolinlésung > oder mit einem 1/100 Volumen eines Gemisches aus

" Church et al., 1987; Longas et al., 1980
? Darby & Creighton, 1997
3 Zeng et al., 1999
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reduzierten und oxidierten Glutathion im Verhiltnis 1:1!. Die Proben wurden nach
Reoxidation im Western-Blot (3.4.3) analysiert.

Tabelle 3.4-7: Reoxidationsbedingungen von rekombinanten HCII-Varianten

rekombinante HCII-Varianten in Zellkulturiiberstdnden rHCII AC/F195C/P52C
rHCII AC/F195C/G54C
rHCII AC/F195C/S68C

Reduktionslosung 200 mM Dithiothreitol (DTT)
60 Minuten, RT

Dialyse Slide-A-Lyzer” Dialysis Cassettes (Pierce)
MWCO 10 kDa
50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0
3-6 Stunden bei 4 °C

10-fach Kupfer(II)-Phenanthrolin Oxidationslosung 500 uM Kupfer(II)(1,10-Phenanthrolin)dichlorid
0,5 M Tris-HCI, pH 8,0
16 Stunden, 4 °C

100-fach Glutathion Oxidationslosung 200 mM reduziertes Glutathion (GSH)
(GSH)*/GSSG Verhiltnis 1:1 100 mM oxidiertes Glutathion (GSSG)
0,5 M Tris-HCI, pH 8,0
16 Stunden, RT

3.4.6 Behandlung von Dermatansulfat mit Natriumnitrit

Um den Einfluss von Dermatansulfat auf die HCII-Aktivitit zu ermitteln, musste das
Dermatansulfat zuvor chemisch behandelt werden. Kommerzielle Dermatansulfatpriparat-
ionen enthalten immer Verunreinigungen mit Heparin, welches durch Deaminierung
inaktiviert werden kann *. Nach Dialyse wurde das behandelte Dermatansulfat in kinetischen

Reaktionen eingesetzt.

Tabelle 3.4-8: Bedingungen der Natriumnitritbehandlung von Dermatansulfat

Dermatansulfat 3000 pg/mL in Deaminierungsldsung
Deaminierungsldsung 240 mM Natriumnitrit
(frisch angesetzt) 10 %ige Essigsaure (1,8 M)
0,1 % PEG 8000
Deaminierung 2 Stunden, RT im Dunkeln
Dialyse Slide-A-Lyzer” Dialysis Cassettes (Pierce)
MWCO 3,5 kDa

20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
0,1 % PEG 8000, pH 7,4
6 Stunden bei 4 °C

"'Wen et al., 1996; Wetlaufer et al., 1987; Winter et al., 2002
2 Nakheleh et al., 1988; Tollefsen e/ al., 1983; Teien et al., 1976
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3.5 Chromatographie

Bei der Chromatographie handelt es sich um eine Methodik zur Trennung eines
Stoffgemisches in seine Komponenten durch Aufteilung zwischen zwei Phasen, wobei die
mobile Phase, mit Gelegenheit zum Stoffaustausch, an der stationidren Phase vorbeigefiihrt
wird. Es lassen sich dadurch hiufig hohe Trennleistungen erzielen, wobei im allgemeinen nur
geringe Mengen des aufzutrennenden Komponentengemisches eingesetzt zu werden
brauchen '. Neben der Ausschlusschromatographie (Gelfiltration), die geléste Molekiile nach
ihrer GroBe trennt, gibt es noch weitere Methoden, die sich spezifische Eigenschaften der zu
trennenden Komponenten zunutze machen. Die grote Bedeutung kommt dabei der Trenn-
sdule mit ihrer stationdren Phase zu. Deren Trigermaterial kann aus Biopolymeren,
synthetischen oder anorganischen Polymeren bestehen. An diese sind funktionelle Gruppen
meist kovalent gebunden, die die Art der chromatographischen Trennmethode festlegen. So
kann man z.B. zwischen Hydrophobizitits-, Ionenaustausch-, Umkehrphasen- oder

Affinititschromatographie unterscheiden.

3.5.1 Fast-Performance-Liquid-Chromatographie

In dieser Arbeit wurden chromatographische Methoden zu unterschiedlichen Zwecken
angewendet. Diese umfassten sowohl préparative (3.6, 3.7.1), wie auch analytische Vorhaben
(3.9.2, 3.9.3). Die verwendeten chromatographischen Systeme basierten auf Affinitéts-
chromatographien und lonentauschchromatographien. Alle diese Methoden wurden mit Hilfe
eines FPLC®-Systems (engl. fast performance liquid chromatography) durchgefiihrt. Das
verwendete FPLC®-System von Pharmacia bestand aus zwei Kolbenpumpen (P-500), einer
Kontrolleinheit (LCC-501 Plus), einem Leitfdhigkeitsmonitor, einer UV-Detektionseinheit
(UV-1, 280 nm Wellenldnge), einer Mischzelle, drei Motorventilen (MV7, 2 x MVS), einem
Fraktionssammler (FRAC-100) sowie einem Zweikanalschreiber (REC 102). Die Steuerung
des FPLC®-Systems erfolgte entweder manuell iiber die LCC-501 Kontrolleinheit oder iiber
einen angeschlossenen Leitrechner mit der Steuerungssoftware FPLC®-Director (Version
1.10, Pharmacia), mit deren Hilfe beliebige chromatographische Abldufe programmiert
werden konnten, sowie die Ergebnisse in Form von Chromatogrammen aufgezeichnet werden
konnten. Das FPLC®-System ist fiir die Aufarbeitung von biologischen Materialien im
Mikrogramm- bis Milligramm-Mafstab geeignet. Die Kolbenpumpen sind zur Erzeugung
eines Gradienten geeignet und konnen mit FlieBgeschwindigkeiten zwischen 0,2 mL/min und
10 mL/min betrieben werden.

Die verwendeten Medien und Proteinlosungen mussten vor Verwendung partikelfrei sein.
Dies wurde mittels Zentrifugation (10.000 x g, 10 Minuten) oder durch Filtration (Bottle-Top
Vakuumfiltrationseinheit MF75, 0,45 pum, Nalgene®™, Nunc) erreicht. Die Probenapplikation

"Doerffel & Geyer, 1971
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wurde iiber eine Injektionsschleife am Motorventil MV7 vorgenommen. Bei gro3volumigen
Proben fand die Beladung alternativ iiber eine der Systempumpen statt. Die eingesetzten
Puffer wurden mit Hilfe von Ultraschall oder im Wasserstrahlvakuum entgast. Die
Sdulenmatrices wurden nach Verwendung, zur Verhinderung von mikrobiellen Infektionen in
praservativen Puffern gelagert (20 % (v/v) Ethanol p.a. oder 0,02 % NaN;). Alle
Séulenmatrices und alle weiteren Medien wurden bei 4 °C aufbewahrt. Zu Beginn einer
Chromatographie (Affinitéts- oder lonenaustauschchromatographie) wurden die Matrices mit
dem Laufpuffer (allg. Puffer A) dquilibriert und nachfolgend mit der jeweiligen Produkt-
16sung (Proteinlosung oder Kulturiiberstand) beladen. Die Auswaschung ungebundener
Substanzen erfolgte mit demselben Puffer wie zuvor die Aquilibrierung. Die Entfernung der
ungebundenen Substanzen von der Sdulenmatrix konnte in den meisten Féllen durch
Beobachtung des UV-Signals bis zum Erreichen der Basislinie verfolgt werden. Die Elution
wurde durch Wechsel zum Elutionspuffer (allg. Puffer B) eingeleitet. Dabei wurde je nach
Methode die Elution in einer Stufe oder durch einen linearen Gradienten von Laufpuffer zu

Elutionspuffer initiiert.

3.5.1.1 Affinititschromatographie

Die Affinitdtschromatographie macht sich biologische Bindungswechselwirkungen auf
Proteinoberflichen zunutze. Der Adsorbent wird dabei spezifisch und reversibel an die
matrixverkniipften funktionellen Gruppen gebunden und so von den anderen Bestandteilen
des Komponentengemisches getrennt. Die Affinitdtschromatographie basiert auf biologischen
Interaktionen wie Enzym/Substrat-, Antigen/Antikorper-, Metallionen/Protein- oder Hormon-
Rezeptor-Wechselwirkungen. Es wird dabei zwischen gruppenspezifischen und mono-
spezifischen Liganden unterschieden, die entweder eine ganze Molekiilklasse oder eine
bestimmte Substanz selektiv binden. Monospezifische Bindungen nutzen die hohe Selektivitat
zwischen Ligand und Adsorbent aus, wie sie z.B. zwischen Antigen/Antikdrper oder
Enzym/Substrat besteht. Bei allen Affinitdtschromatographien wird der Adsorbent in nahezu
reiner Form  eluiert. Dies wird durch kompetitive Verdringung, mittels
Konformationsinderung als Folge einer pH-Wert-Anderung, durch Polarisationsinderung und
chaotrope Eluate oder mittels wechselnder lonenstdrke erreicht. In dieser Arbeit wurden
Methoden verwendet, die den Gruppen der Protein/Kofaktor-, Immunoaffinitits-
chromatographie oder Metallionenaffinitdtschromatographie (IMAC, engl. immobilized metal
affinity chromatography) zuzuordnen sind. Die verwendeten Affinitdtsmatrices sind in der
folgenden Tabelle 3.5-1) aufgefiihrt.
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Tabelle 3.5-1: Charakteristika der verwendeten Affinitdtsmatrices

HiTrap " Heparin HP Sepharose Matrix quervernetzte Agarose, 6 %

(Amersham Biosciences) Partikel-Grof3e 34 um
Ligand Heparin, mucosa (porcine), 10 mg Heparin/mL
Kopplungsart N-Hydroxysuccinimid-vernetzter Ligand

Ausschlussvolumen 4 x 10° Da
Bindungskapazitit 3 mg ATII(bovine)/mL

Gelbettvolumen 1 mL
HiTrap  Chelating HP Sepharose Matrix quervernetzte Agarose, 6 %
(Amersham Biosciences) Partikel-Grof3e 34 um
Ligand Iminodiacetat
Kopplungsart Ether-vernetzter Ligand

Ausschlussvolumen 4 x 10° Da
Metallionenkapazitit ~ 23 pmol Cu**/mL
Bindungskapazitit 12 mg (His)s-tagged Protein

Gelbettvolumen 1 mL

STREAMLINE"™ rProtein A Matrix quervernetzte Agarose, 4 %

Sepharose Partikel-Grof3e 80-165 um

(Amersham Biosciences) Ligand rek. Protein A (E. coli), 6 mg Protein A/mL
Kopplungsart Epoxy-vernetzter Ligand

Bindungskapazitit =~ max. 50 mg human IgG/mL

HiTrap  Heparin HP Sepharose  findet im Besonderen bei der Reinigung und Isolierung von
DNA-bindenden Proteinen Verwendung '. Die Wechselwirkung zu Heparin basiert hier auf
der hohen Ladungsdichte der polyanionischen Struktur. Das stark sulfatierte Glykosamino-
glykan ist aber auch in der Lage als Ligand fiir eine Vielzahl von Biomolekiilen zu
fungieren *. Neben Lipoproteinen sind Gerinnungsenzyme (Thrombin, Faktor IX, X und XII)
und Serinprotease-Inhibitoren, wie ATIII und HCII zu nennen. In allen Féllen der Interaktion
mit Heparin erfolgt eine Elution durch Anhebung der Ionenstérke im Eluens.

Proteine und Peptide mit einer Affinitdit zu Metallionen konnen iiber eine Metallionen-
Affinititschromatographie (IMAC) isoliert werden ®. Die Metallionen werden dabei durch
einen Matrix-gebundenen Chelator (Komplexbildner griech. Chelon, abgeleitet von chele,
griech. Krebsschere) immobilisiert. Die Bindung der Ionen findet bei neutralen pH-Werten
statt, ihre Elution bei niedrigeren Werten (> 4). Gebundene Proteine werden dabei koeluiert.
Eine Elution kann ebenso mittels Kompetition um das Kation (z.B. durch EDTA) oder durch
Verdringung des Proteins (durch Imidazol) erfolgen. Die verwendete HiTrap  Chelating HP
Sepharose enthilt als Chelator gekoppeltes Iminodiacetat, einen tridentiren Liganden, der
bevorzugt die zweiwertigen lonen Ni2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Co®" oder Fe*" bindet. Der Chelator
bildet zu Ni*"- und Cu®"-Ionen starke Bindungen aus, zu Zn*"-Ionen eher schwache, was die
Reinigung von Zink-bindenden Proteinen erschweren kann.

Bei dem Liganden der STREAMLINE ™ rProtein A Sepharose” handelt es sich um das

rekombinante Protein A aus E.coli, welches wie seine native Variante aus Staphylococcus

! Farooqui, 1980
? Kjellen & Lindahl, 1991
* Porath et al., 1975
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aureus eine hohe Affinitit zur F.-Region von Immunglobulinen des IgG-Typs aufweist. Diese
Affinitdt zur F.-Region wurde bei der rekombinanten Variante durch Deletion einer Albumin-
Bindestelle und mittels Einfiihrung eines zusitzlichen Cysteins am C-Terminus verstarkt.
Eine sterische Hinderung am rProtein A wurde so minimiert und die Bindungskapazitit von

Immunoglobulinen erhdht .

3.5.1.2 Anionentauscherchromatographie

Bei der Ionentauscherchromatographie tragt die Matrix Ladungen, die Molekiile mit
entgegengesetzten Ladungen aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen binden. Die
Stidrke der Assoziation hingt sowohl von der lonenstirke als auch vom pH-Wert der
Losungen ab, welche systematisch verdndert werden konnen, um eine effektive Trennung zu
erreichen. Proteine tragen aufgrund saurer oder basischer Seitengruppen einzelner
Aminosduren negative und positive Ladungen. Durch den daraus resultierenden amphoteren
Charakter von Proteinen kommt deren Nettoladung besondere Bedeutung zu. Diese
Nettoladung des Proteins kann durch den pH-Wert der mobilen Phase beeinflusst werden. Zur
Reinigung und Konzentrierung wurden in dieser Arbeit drei Anionentauscher-Matrices

verwendet, die auf demselben Liganden basieren.

Tabelle 3.5-2: Charakteristika der verwendeten Anionentauschermatrices

Mono Q" HR 5/5 Matrix Polystyrol vernetzt mit Divinylbenzol
MonoBeads™ Column Partikel-Grof3e 10 um
(Amersham Biosciences) Ligand starker Anionentauscher, quartdres Ammoniumion
-0-CH,CHOHCH,-OCH,CHOHCH,N(CH3);
Ionenkapazitit 0,27-0,37 mmol (CI")/mL
Ausschlussvolumen 1 x 10’ Da
Bindungskapazitit  20-50 mg/mL
Gelbettvolumen 1 mL
Resource  Q Matrix Polystyrol vernetzt mit Divinylbenzol
(Amersham Biosciences) Partikel-GroB3e 15 um
Ligand starker Anionentauscher, quartires Ammoniumion
-0-CH,CHOHCH,-OCH,CHOHCH,N"(CH3);
Ionenkapazitit 0,27-0,37 mmol (CI")/mL
Bindungskapazitit 25 mg/mL
Gelbettvolumen I mL
Q Sepharose™ Fast Flow Matrix quervernetzte Agarose 6 %
(Amersham Biosciences) Partikel-Grof3e 90 um (45-165 pm)
Ligand starker Anionentauscher, quartdres Ammoniumion
-0-CH,CHOHCH,-OCH,CHOHCH,N(CH3);
Ionenkapazitét 0.18-0.25 mmol (CI")/ml
Ausschlussvolumen 4 x 10° Da
Bindungskapazitit 120 mg Albumin(human)/mL

3 mg Thyroglobulin/mL

! Antibody Purification Handbook, Amersham Biosciences, 2003°
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3.6 Isolierung und Reinigung von HCII aus humanem Plasma

Einige Untersuchungen zum Bindungs- oder Reaktionsverhalten wurden mit nativem HCII
aus humanen Plasma vorgenommen. Zur Isolierung und Reinigung von HCII aus humanem
Plasma wurde eine Kombination verschiedener Methoden verwendet. Das humane Plasma-
HCIT wurde zuerst durch fraktionierte Féllungen aufkonzentriert und darauf folgend
chromatographisch gereinigt und weiter konzentriert. Die verwendete Reinigungsstrategie
entsprach dabei weitgehend bekannten Vorschriften '. Das verwendete humane Citrat-Plasma
stammt von vereinigten Blutabnahmen eines Spenders und ist laut Hersteller (Sera-Tec
Biologicals Limited Partnership, North Brunswick, NJ 08902) negativ beziiglich Hepatitis B,
HIV und HCV.

3.6.1 Proteinfillungen mit PEG 8000 und BaCl,

Der Einfluss von Polyethylenglykol (PEG) auf die Loslichkeit von HCII ist schon lénger
bekannt und wurde zur HCII-Anreicherung in biologischen Proben verwendet >. PEG ist ein
Polymer das die Eigenschaft besitzt, andere Polymere effektiv aus einer wissrigen Umgebung
auszuschlieBen. So erlaubt es die Féllung von Proteinen, ohne selbst mit diesen im stirkeren
MaBe wechselzuwirken oder diese zu denaturieren’. Die Zugabe von Bariumchlorid
ermoglicht die Féllung von Vitamin-K-abhidngigen Gerinnungsfaktoren (z.B. Faktor IX und
X, Prothrombin) tliber die Bildung eines Bariumcitrat-Prazipitats.

Die Aufarbeitung von Plasma-HCII wurde im Allgemeinen mit Plasmavolumen zwischen 250
und 350 mL durchgefiihrt. Das gefrorene Plasma wurde in einem 37 °C Wasserbad erwirmt,
dabei sollte sich die Plasmalosung selbst nicht iiber 10 °C erwdrmen. Die Féllungsschritte
wurden in Analogie zu beschriebenen Methoden durchgefiihrt ' und sind in Tabelle 3.6-1

aufgelistet.

Tabelle 3.6-1: Arbeitsvorschrift fiir die Proteinfallung aus humanem Plasma

Arbeitsschritte

1. Proteinféllung ad. 20 mg/mL Sojabohnen-Trypsininhibitor
(Sigma)
ad 5 mmol/L Benzamidin-Hydrochlorid (Sigma) riihren 30 Minuten, 4 °C
ad 35 g/L PEG 8000 zentr. 2700 x g

30 Minuten, 4 °C

2. Proteinféllung Uberstand der 1. Proteinfillung
W, Volumen einer 1 M BaCl,-Losung zufiigen rithren 30 Minuten, 4 °C

zentr. 2700 x g
30 Minuten, 4 °C

! Griffith et al., 1985* ; Zhang et al., 1994 ; Bohme, 2001
? Briginshaw & Shanberge, 1974
3 Ingham, 1990
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Tabelle 3.6-1: (Fortsetzung)

3. Proteinfillung Uberstand der 2. Proteinfillung
ad 100 g/L PEG 8000 rithren 30 Minuten, RT
Zentrifugation 2700x g
30 Minuten, RT
4. Proteinféllung Prazipitat der 3. Proteinfillung in TC-Puffer (in
Hohe des Ausgangsvolumens) resuspendieren
ad 100 g/L PEG 8000 rithren 60 Minuten, RT
Zentrifugation 2700x g
30 Minuten, RT
5. Proteinfillung Uberstand der 4. Proteinfillung
ad 150 g/L PEG 8000 rithren 60 Minuten, RT
Zentrifugation 2700x g

30 Minuten, RT

Prazipitat der 5. Proteinfdllung in TCE-Puffer (in
Hohe des Ausgangsvolumens) resuspendieren rihren i.N., 4 °C

partikelfrei filtrieren (Bottle-Top Vakuumfiltratra-
tionseinheit MF75™, 0,45 pm, Nalgene®, Nunc)

Losungen

TC-Puffer 50 mM Tris-HCI, 20 mM Natriumcitrat, pH 7,4
TCE-Puffer 50 mM Tris-HCI, 20 mM Natriumcitrat, 5 mM EDTA, pH 7,4

3.6.2  Chromatographische Isolierung

Die Isolierung und Reinigung von Plasma-HCII wurde nach der Abreicherung von Fremd-
proteinen mittels Féllungen mit chromatographischen Methoden fortgefiihrt. Unter
Verwendung des beschriebenen FPLC®-Systems (3.5.1) kamen zwei bis vier verschiedene
chromatographische Trennungssysteme zum Einsatz. Die Anzahl der chromatographischen
Trennungsschritte war dabei von der zu erzielenden Reinheit des Produktes abhingig. Als
chromatographische Methoden wurden sowohl Affinitdtschromatographien (3.5.1.1) und
Anionentauscherchromatographien (3.5.1.2) eingesetzt, unter Verwendung der in Tabelle
3.5-1 und Tabelle 3.5-2 aufgefiihrten Sdulen und Matrices. Fiir die Reinigung von HCII
wurde unter anderen eine Heparin-konjugierte Sepharosematrix eingesetzt, wodurch die
natiirliche Affinitdt von HCII zu einem seiner Kofaktoren ausgenutzt wurde. Heparinliganden
binden auch eine Vielzahl anderer Proteine und Biomolekiile. Die Ausnutzung weiterer
Separationsmethoden und -bedingungen war daher notwendig. Ausgehend von dem Produkt
der Proteinfillungen mit PEG 8000 und BaCl, (3.6.1), umfasste die chromatographische
Isolierung von Plasma-HCII die in nachfolgender Tabelle (Tabelle 3.6-2) aufgelisteten
Schritte.
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Tabelle 3.6-2: Arbeitsvorschrift fiir die chromatographische Isolierung von HCII aus humanem Plasma

Chromatographie

Arbeitsschritte

1) Heparin-Sepharose

5 mL Gelbettvolumen

HiTrap  Heparin HP Sepharose” (Amersham Biosciences)

1. Aquilibrierung 10 cv Puffer A 60 cm/h

2. Probenauftrag Produkt der Proteinfallung (ca. 250 mL) 60 cm/h

3. Waschen 5 cv Puffer A 60 cm/h

4. Elution 4 cv Puffer B (ca. 20 mL Pool) 30 cm/h
Puffersystem

Puffer A 50 mM Tris-HCI, 20 mM Natriumcitrat, 5 mM EDTA, pH 7,4
Puffer B Puffer A + 0,2 M NaCl

Dialyse  Dialyseschlauch 12-14 kDa MWCO (Medicell)
Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,4 2h,4°C

2) Anionentauscher

1 mL Gelbettvolumen

™ . .
Resource  Q (Amersham Biosciences)

1. Aquilibrierung 10 cv Puffer A 156 cm/h
2. Probenauftrag Produkt der Dialyse (ca. 20 mL) 156 cm/h
3. Waschen 5 cv Puffer A 156 cm/h
4. Elution 45 cv Lineargradient 0-100 % Puffer B 156 cm/h

fraktionierte Elution 4 1,5 mL

Puffersystem

Puffer A 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
Puffer B Puffer A + 0,7 M NaCl

Dialyse = HClII-enthaltende Fraktionen (ca 200-300 mM NaCl)
SnakeSkin™ Dialyseschlauch 3,5 kDa MWCO (Pierce)
Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,4 2h,4°C

3) Heparin-Sepharose

1 mL Gelbettvolumen

HiTrap ~ Heparin HP Sepharose” (Amersham Biosciences)

1. Aquilibrierung 10 cv Puffer A 156 cm/h
2. Probenauftrag Produkt der Dialyse (ca. 9 mL) 156 cm/h
3. Waschen 5 cv Puffer A 156 cm/h
4. Elution 45 cv Lineargradient 0-100 % Puffer B 156 cm/h

fraktionierte Elution 4 1,5 mL

Puffersystem

Puffer A 20 mM Tris-HCI, 50 uM ZnCl,, pH 7,4
Puffer B Puffer A + 1 M NaCl

Dialyse = HClII-enthaltende Fraktionen (ca 300-400 mM NaCl)
SnakeSkin™ Dialyseschlauch 3,5 kDa MWCO (Pierce)
Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,4 2h,4°C

4) Anionentauscher

1 mL Gelbettvolumen

Mono Q® HR 5/5 (Amersham Biosciences)

1. Aquilibrierung 10 cv Puffer A 305 cm/h
2. Probenauftrag Produkt der Dialyse (ca. 5 mL) 305 cm/h
3. Waschen 5 cv Puffer A 305 cm/h
4. Elution 45 cv Lineargradient 0-100 % Puffer B 305 cm/h

fraktionierte Elution 4 1,5 mL

Puffersystem

Puffer A 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
Puffer B Puffer A + 1 M NaCl
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Die Reinigung von Plasma-HCII fand nicht in jedem Fall iiber vier chromatographische
Schritte statt. Plasma-HCII, welches zur Analyse der Interaktion an Heparin (3.9.2) oder
Metallionen (3.9.3) diente und iiber immunologische Methoden detektiert werden konnte,
wurde nur iliber zwei Sédulenschritte gereinigt. Ein hoher Anspruch an Qualitit und Reinheit
von HCII war hingegen bei der Bestimmung der Wechselwirkung von HCII zu Heparin bei
der Oberflachenplasmonresonanz (3.9.4) und der Bestimmung der intrinsischen Fluoreszenz
von HCII (3.9.5) gefordert.

3.7 Darstellung einer Immunaffinititsmatrix

3.7.1  Isolierung monospezifischer Antikorper gegen HCII aus Serum

Vertebraten bilden meist eine groBe Anzahl an Antikorpern, die verschiedenen Epitope eines
Antigens identifizieren konnen. Jeder dieser spezifischen Antikorper wird dabei von einer
anderen Variante einer Plasmazelle gebildet. Serum kann eine Vielzahl von Antikorpern
gegen unterschiedliche Epitope eines Antigens enthalten und ist somit eine ideale Quelle fiir
polyklonale Antikdrper, die auch verschiedene Varianten eines bestimmten Proteins binden.
Fiir die Isolierung verschiedener rHCII-Varianten aus Zellkulturen (3.8) iiber eine zu
erstellende Immunaffinitdtsmatrix waren polyklonale Antikdrper aus Serum daher besonders
geeignet. Die Anreicherung und Isolierung von Antikérpern aus Serum erfolgt meistens iliber
Protein A- oder Protein G-Matrices, die unspezifisch alle Immunglobuline binden. In dieser
Weise konzentrierte Antikorperldsungen besitzen eine heterogene Zusammensetzung und
zeigen bei vielen Anwendungen hiufig Nebenreaktionen und unspezifische Bindungs-
eigenschaften.

In dieser Arbeit erfolgte die Anreicherung monospezifischer Antikdrper liber eine Antigen-
Affinitdtsreinigung an einer HCII-Affinitdtsmatrix. Diese Matrix wurde wihrend einer
Diplomarbeit vom W. Komyod erstellt . Gereinigtes HCII aus humanem Plasma wurde iiber
die N-Glykane mit EZ-Link  -Biotin-LC-Hydrazid (Pierce) biotinyliert. Die Immobilisierung
des biotinylierten HCIIs wurde an HiTrap  Streptavidin HP Sepharose” (Amersham
Biosciences) vorgenommen. Aufgrund der hohen Affinitdt zwischen Biotin und Streptavidin
wurde Biotin-HCII nahezu quantitativ an die Matrix gekoppelt.

Die Antigen-spezifische Isolierung von monospezifischen Antikorpern generierte eine
hochreine Immunoglobulinlésung, die nun ausschlieBlich die gewiinschten HCII-bindenden
Antikorper enthielt. Das Anti-HCII-IgG enthaltende Kaninchenserum wurde mit Auftrags-
puffer (Puffer A) 1:1 verdiinnt, um den korrekten pH-Wert fiir die Bindung zu erreichen und
zusdtzlich mit PMSF (Endkonzentration 1 mM) versetzt. Der Bindung der Anti-HCII-
Immunoglobuline an der Antigen-Affinititsmatrix erfolgte mit Hilfe des FPLC®-Systems

! Komyod, 2001
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(3.5.1) tiber eine Injektionsschleife. Zur Maximierung der Antikdrperausbeute zirkulierte die
Seruml6sung an der Matrix unter Verwendung der Peristaltikpumpe P-1 fiir 45 Minuten.

Zur Elution der anti-HCII-Antikérper wurde der Gentle Elution Buffer Ag/Ab (Pierce)
eingesetzt, welcher eine Elution von der Antigen-Affinitdtsmatrix unter milden Bedingungen
ermdglichte. Nach der Elution wurde die Sdule mit Puffer C regeneriert. Dabei wurden
weitere, stark bindende Antikorper eluiert, die jedoch keine Verwendung bei der Darstellung
einer Immunaffinitdtsmatrix fanden. Nur solche Antikorper, die unter milden Bedingungen
eluierten, erlauben auch eine Isolierung von rHCII an einer IgG-Matrix unter den gleichen
milden Elutionsbedingungen (3.8). Durch die beschriebene Vorgehensweise wurde 6 mL
Serum bearbeitet, aus denen insgesamt ca. 3 mg Anti-human-HCII-Antikorper isoliert
wurden. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte densitometrisch iiber eine SDS-PAGE
(3.4.2) und Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung unter Verwendung der Auswertungssoftware
WinCam (Version 2.2, Cybertech).

Tabelle 3.7-1: Arbeitsvorschrift fiir die Isolierung von Anti-human HCII-Immunoglobulinen aus Serum

Arbeitsschritte

1) Probenvorbereitung 0,5 mL Serum (Kaninchenserum Kanl1, 30.11.1989, immunisiert mit
rekombinantem HCII aus CHO-Zellkulturen, H. Ragg, pers. Mitteilung) 1:1
mit Puffer A verdiinnt
zentrifugiert 20000 x g, 5 Minuten

2) Chromatographie HCII-Affinititsmatrix '

I mL Gelbettvolumen 1. Aquilibrierung 5 cv Puffer A 153 cm/h
2. Probenauftrag Serumlésung 1 mL, 45 Minuten im Kreislauf 153 cm/h
3. Waschen 10 cv Puffer A 153 cm/h
4. Eluieren 5 cv Puffer B 153 cm/h
5. Regeneration 3 cv Puffer C 153 cm/h

3) Dialyse und Konzentration Dialyseschlauch 12-14 kDa MWCO (Medicell), 3 x 0,5 L Puffer D
Microsep  Mikrokonzentratoren (MWCO 30 kDa, Pall Life
Sciences), 5000 x g, 4 °C

Puffersystem

Puffer A 30 mM Tris-HCI, 20 mM Acetat, ]| mM EDTA, 0.5 M NaCl,
pH 8,0

Puffer B ImmunoPure® Gentle Elutionbuffer Ag/Ab (Pierce), pH 6,55

Puffer C 0,1 M Glycin, pH 3,0

Puffer D 0,2 M Natriumborat, 0,5 M NaCl, pH 8,5

! Komyod, 2001



Kapitel 3: Methoden 62

3.7.2  Chemische Kopplung eines Anti-human-HCII Antikérpers an rProtein-A

Herkémmliche Methoden zur Immobilisierung von Antikdrpern an stationdren Phasen
verwenden Bromcyan- oder NHS-aktivierte Sepharosen '. Die Bindung iiber primire Amine
des Immunoglobulins ist dabei nicht gerichtet und generiert hdufig Affinitdtsmatrices mit
geringer Aktivitit der IgGs. Die mogliche variable Orientierung des Antikérpers an die
Matrix unterbindet teilweise eine effiziente Antigen/Antikorper-Interaktion durch sterische
Hinderungen. Protein A aus Staphylococcus aureus (3.5.1.1) bindet Antikorper iiber ihre
F.-Region und somit in einer gerichteten Positionierung. Durch chemische Kopplung der
gebundenen Antikorper ldsst sich eine Immunomatrix erstellen, die die Antikorper in
optimaler Orientierung prisentiert, um eine hoch effiziente Wechselwirkung mit dem Antigen
zu ermdglichen 2. In dieser Weise erstellte stabile Matrices zeigen keinen erkennbaren Verlust
des Antikorpers wihrend ihrer Nutzung und eignen sich fiir Reinigungsprozeduren im Mikro-
wie auch im GrofmaBstab.

Die in dieser Arbeit angewandte Immobilisierung der Antikorper richtete sich im
wesentlichen nach bekannten Vorschriften® und ist in der nachfolgenden Tabelle (3.7-2)
aufgefiihrt.

Tabelle 3.7-2: Arbeitsvorschrift fiir die kovalente Kopplung von Antikdrpern an rProtein A-Sepharose

Arbeitsschritte
Probenvorbereitung 3 mg Anti-human-HCII IgG in 10 mL Puffer A verdiinnt, ad. 1 mM PMSF,
zentrifugiert 20000 x g, 5 Minuten
Affinitdtsmatrix STREAMLINE™ rProtein A Sepharose” (Amersham Biosciences)
3 mL Gelvolumen (gv)
1. Equlibrierung 5 gv Puffer A zentr. 1500 x g
2. Antikorperbindung 10 mL (0,3 mg/mL) Antikorperlosung, Matrix 1 Stunde bei RT
inkubieren zentr. 1500 x g
3. Waschen 2 x 3 gv Puffer B zentr. 1500 x g
4. chem. Kopplung Matrix 1 Stunde in 10 mL Puffer C bei RT inkubieren
5. Waschen 2 x 5 gv Puffer B zentr. 1500 x g
5 gv Puffer D zentr. 1500 x g
6. Inaktivierung Matrix mit 3 gv Puffer D, 2 Stunde bei RT inkubieren zentr. 1500 x g
7. Waschen 3 x 5 gv Puffer A zentr. 1500 x g
Puffersystem

Puffer A 0,2 M Natriumborat, 0,5 M NaCl, pH 8,5

Puffer B 0,2 M Natriumborat, pH 9,0

Puffer C 0,2 M Natriumborat, pH 9,0, 20 mM DMP (frisch zugegeben)
Puffer D 0,2 M Ethanolamin, pH 8,0

! Wilchek & Jakoby, 1974
2 Gersten & Marchalonis, 1978, Reeves et al., 1981
3 Schneider et al., 1982; Karlsson & Platt, 1991; Accoceberry ef al., 2001
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Die Kopplung der gereinigten Anti-human-HCII-IgGs wurde an STREAMLINE " rProtein A
(Tabelle 3.5-1) vorgenommen, da Immunglobuline des Isotyps G aus Kaninchen eine hohere
Affinitét zu Protein A als zu Protein G haben. Die chemische Vernetzung zwischen IgG und
Protein A wurde durch das bifunktionelle Reagenz Dimethyl-pimelimidat-dihydrochlorid
(DMP, Fluka) hergestellt. Die Verkniipfung erfolgt dabei iiber primidre Amine von Protein A
und vom F.-Bereich des Immunglobulins. Fiir die Kopplungsreaktion ist ein pH-Wert
oberhalb von 8,2 notwendig. Da im Verlauf der chemischen Reaktion das Puffersystem
angesduert wird, wurde Puffer C mit einem pH-Wert von 9,0 eingesetzt, welcher iiber die
ganze Reaktionsdauer die Aufrechterhaltung eines basischen Milieus gewéhrleistet. Durch
Entnahme kleiner Proben nach jedem Arbeitsschritt konnte die erfolgreiche kovalente
Kopplung der Antikorper an rProtein A durch eine SDS-PAGE und Coomassie-Brilliant-
Blau-Férbung (3.4.2) tiberpriift werden.

3.8 Isolierung von rHCII-Varianten aus Zellkulturen

Die rekombinanten HCII-Varianten wurden aus CHO-Zellen exprimiert und pro Variante ein
Kulturiiberstandsvolumen von bis zu einem Liter gesammelt (3.3.1 & 3.3.5). Bei einer
Produktbildungsrate von nur ~ 0,4 — 3,2 pg HCII pro 10° Zellen und Tag und dem groBen
Volumen war eine Aufkonzentrierung der Kulturiiberstinde notwendig. Auf Membranen
basierende Konzentrierungssysteme (z.B. Ultrafiltration) fithren hdufig zu hohen Verlusten an
Quantitdt und Aktivitdt der Proteine, so dass hier eine Affinitdtschromatographie mit einem

starken lonentauscher als Konzentrierungsschritt eingesetzt wurde.

3.8.1 Konzentrierung iiber Ionenaustauschchromatographie

Zur Konzentrierung von Kulturiiberstinden wurde der starke Anionentauscher Q Sepharose”
Fast Flow (Tabelle 3.5-2) verwendet. Die Chromatographie wurde in einer XK 16/20 Séule
(Amersham Biosciences) vorgenommen, welche iiber einen temperierbaren Aufllenmantel
verfiigt. Durch ein angeschlossenes Kiihlaggregat konnte die chromatographische Konzen-
trierung bei 6 °C durchgefiihrt werden. Die Konzentrierung erfolgte bei pH 8,0, was eine
Bindung aller Proteine mit einem pl (isoelektrischer Punkt) kleiner 7,0 ermdglichen sollte.
HCII weist einen pl zwischen 4,8 und 5,2 auf ' und sollte quantitativ gebunden werden. Die
Kulturmedien wurden vor Bearbeitung mit einem 1/100 Volumen Puffer D (Tabelle 3.8-1)
und PMSF (Endkonzentration 1 mM) sowie 1 g/l PEG 8000 versetzt und durch Druck-
filtration (Bottle-Top Vakuumfiltrationseinheit MF75", 0,45 pum, Nalgene®, Nunc) am

Wasserstrahlvakuum partikelfrei filtriert. Die Regeneration der Sdulenmatrix nach durch-

' Tollefsen et al., 1982



Kapitel 3: Methoden 64

gefiihrter Chromatographie erfolgte unter harschen Bedingungen (Puffer C, Tabelle 3.8-1),
um zu gewahrleisten, dass kein verbleibendes Protein eine nachfolgende Konzentrierung einer
anderen HCII-Variante kontaminiert. Die chromatographische Konzentrierung wurde mit
Hilfe des FPLC®-Systems (3.5.1) durchgefiihrt und ist in der folgenden Tabelle 3.8-1 im
Einzelnen beschrieben.

Tabelle 3.8-1: Arbeitsvorschrift fiir die Konzentrierung iiber Ionenaustauschchromatographie

Arbeitsschritte
1) Probenvorbereitung 0,6 — 1 Liter Kulturiiberstand, 1:100 mit Puffer D versetzt
1 mM PMSF, 1 g/L PEG 8000, filtriert (0,45 um, Nalgene®)
2) Chromatographie XK 16/20 Saule (Amersham Biosciences), 6 °C
Q Sepharose™ Fast Flow (Amersham Biosciences), 25 mL Gelbett
1. Aquilibrierung 5 cv Puffer A 120 cm/h
2. Probenauftrag Kulturiiberstand (0,6 — 1 L) 120 cm/h
3. Waschen 4 cv Puffer A 120 c;n/h
4. Eluieren ca 40 mL Puffer B 120 cm/h
Eluat 0,02 % (w/v) NaNj zufiigen
5. Regeneration 3 cv Puffer C 120 cm/h
Puffersystem

Puffer A 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

Puffer B 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,5 M NaCl, pH 8,0
Puffer C 1 M NaCl, 1 M NaOH

Puffer D 1 M Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8,0

3.8.2 Immunoaffinititsreinigung von rHCII

Das Eluat der Konzentrierung iiber lonenaustauschchromatographie konnte direkt zur
weiteren Isolierung der rekombinanten HCII-Varianten an einer Immunaffinitdtsmatrix
eingesetzt werden. Die Reinigung wurde in einem 50 mL Reaktionsgefdll (Nunc) durch einen
Stufenprozess in Form eins Batches durchgefiihrt. Die einzelnen Inkubationsschritte erfolgten
bei Raumtemperatur auf einem Schwenkschiittler (Duomax 1030, Heidolph). Die Sedimenta-
tion der Gelmatrix zwischen den Inkubationen wurde durch Zentrifugation (2000 rpm,
5 Minuten, Megafuge 1.0, Heraeus) erreicht. Das verwendete Puffersystem bestand aus
ImmunoPure® Gentle Ag/Ab Puffern (Pierce) und wurde entsprechend den Vorgaben des

Herstellers eingesetzt .

! Antibody Binding and Elution Buffer Instruction Book, Pierce, 2001
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Tabelle 3.8-2: Arbeitsvorschrift fiir die Immunoaffinititsreinigung von rHCII

Arbeitsschritte
Probenvorbereitung 40 mL Eluat, 1:10 mit Puffer A versetzt
Affinitdtsmatrix Immunaffinitdtsmatrix (siche 3.7), 5 mL Gelvolumen (gv)
1. Aquilibrierung 1 gv Puffer A zentr. 1500 x g
2. rHCII-Bindung 44 mL Proteinldsung und Matrix 1 Stunde bei RT unter
leichtem Schwenken inkubieren zentr. 1500 x g
3. Waschen 3 x 3 gv Puffer A zentr. 1500 x g
4. Eluieren 4 x Matrix 15 Minuten in 5 mL Puffer B bei RT inkubieren zentr. 1500 x g
Eluatfraktionen vereinen (ca. 20 ml)
5. Regenerieren 2 x 3 gv Puffer C zentr. 1500 x g
Puffersystem

Puffer A ImmunoPure”™ Gentle Binding Buffer Ag/Ab (Pierce), pH 8,0
Puffer B ImmunoPure® Gentle Elution Buffer Ag/Ab (Pierce), pH 6,55
Puffer C 0,1 M Glycin, pH 3,0

3.8.3  Dialyse und Produktkonzentrierung
Die Elution von rekombinantem HCII durch den Gentle Elution Buffer Ag/Ab (Pierce) basiert

auf dem Einfluss hochkonzentrierter Ionenlosungen. Eine Dialyse der Eluate erfolgte daher
unmittelbar im Anschluss an die Immunoaffinitdtsreinigung, da hochionische Losungen einen
negativen FEinfluss auf die Proteinfaltung haben konnen. Die Dialyse (SnakeSkin™
Dialyseschlauch 10 kDa MWCO, Pierce) wurde gegen dreimal 2 Liter Puffer (20 mM Tris-
HCI, 150 mM NacCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4) bei 4 °C fiir 12 Stunden durchgefiihrt.
Aufgrund der hohen Osmolaritit des Eluates kam es bei Dialyse zu einer Volumen-
vergdBerung auf ca. 50 mL. Das Dialysat wurde auf Eis gelagert und durch Mikro-
konzentratoren (Centriprep-10, 10 kDa MWCO, Millipore) in einer Kiihlzentrifuge (Cryofuge
6000, Heraeus Sepatech, 2000 x g, 4 °C) auf ein Volumen von 1 mL eingeengt. Filtrat und
Retentat der Konzentrierung wurden auf ihren HCII-Gehalt durch ELISA (3.4.1.1) kontrolliert
und die Reinheit iber SDS-PAGE (3.4.2.1) verifiziert. Das Retentat wurde 4 50 pL aliquotiert
und bei —80 °C gelagert. Die Proteinkonzentration im Retentat wurde durch Absorptions-
messung bei 280 nm mit den individuellen Extinktionskoeffizieten der rHCII-Varianten

bestimmt, wie unter 3.4.1.2 beschrieben.
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3.9 Analytik

3.9.1 Komplexierung von HCII mit a-Thrombin

Rekombinante Varianten von HCII aus CHO-Zellen wurden hinsichtlich ihrer biologischen
Aktivitét tiberpriift. Dabei wurde die Eigenschaft von HCII ausgenutzt, kovalente SDS-stabile
Komplexe mit der Serinprotease a-Thrombin einzugehen '. Die Komplexierung erfolgte
direkt mit den Kulturiiberstinden und wurde durch Zugabe der Glykosaminoglykane Heparin
und Dermatansulfat beschleunigt. Die Komplexierungsansidtze wurden in reduzierenden
Probenpuffer aufgenommen und mit Hilfe einer SDS-PAGE sowie eines Western-Blots
analysiert.

Die Fraktionierung von HCII/a-Thrombin-Komplexen an Heparin-Sepharose  wurde ohne
Zusatz von Glykosaminoglykanen bei der Komplexbildung vorgenommen. Bei der Fraktio-
nierung hétte gelostes Heparin im Analyten die Bindung an immobilisiertes Heparin unter-

bunden.

Tabelle 3.9-1: Bedingungen der HCII-Komplexierungen mit o.-Thrombin

Inhibierung von a-Thrombin durch rHCII aus Kulturiiberstinden

50 uL CHO-Kulturiiberstdnde

1 pL Dermatansulfatlésung oder 10 pL Heparinldsung

1 pL Thrombinlosung 20 Minuten bei
25 °C inkubieren

Inhibierung von a-Thrombin zur Fraktionierung von HCII/a-Thrombin-Komplexen

20 pg gereinigtes HCII aus Plasma
5,26 ng Thrombin (50 pL. Thrombinldsung) 30 Minuten bei
25 °C inkubieren

Losungen

Komplexierungspuffer 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 g/L PEG 8000
Dermatansulfatlosung 20 mg/L Dermatansulfat in Komplexierungspuffer

Heparinlosung 100 U/mL Heparin in Komplexierungspuffer
Thrombinlésung 306 NIH Units/mL o-Thrombin in
Komplexierungspuffer

' Tollefsen & Blank, 1981
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3.9.2 Heparin-Affinititschromatographie in Gegenwart bivalenter Kationen

Heparin-Affinitdtchromatographie ist ein gebrduchliches Verfahren zur Bestimmung von
relativen Affinitdten von heparinbindenden Proteinen zu dem immobilisierten Liganden '. Als
Mal3 der Bindungsaffinititen gelten dabei die zur Elution der gebundenen Proteine
notwendigen Natriumchloridkonzentrationen. Zur Bestimmung der relativen Affinitéten
wurde eine 1 mL HiTrap Heparin HP Sepharose Matrix (Tabelle 3.5-1) in Kombination
mit dem FPLC®-System (3.5.1) verwendet. Vergleichbare Elutionsbedingungen wurden durch
Einsatz der Steuerungssoftware (FPLC®-Director, Version 1.10, Pharmacia) gewihrleistet.
Die Elution wurde durch einen linear ansteigenden Natriumchlorid-Gradienten erzielt deren
Eluat fraktioniert gesammelt, und die eluierten Proteine (ATIII, HCII und a-Thrombin) mit
Hilfe eines Western-Blots detektiert. Auch eine Komplexierungsreaktion von HCII und
o-Thrombin (3.9.1) konnte durch diese Methode hinsichtlich der Heparin-Wechselwirkung
threr Komponenten untersucht werden. Die relativen Bindungsaffinititen wurden bei
unterschiedlichen Bindungs- und Elutionsbedingungen betrachtet. Dazu wurden dem
Puffersystem der Chromatographie verschiedene Ionen zugefiigt, um deren Einfluss auf das

Bindungsverhalten der Proteine zu Heparin zu bestimmen.

Tabelle 3.9-2: Arbeitsvorschrift fiir die Bestimmung von Bindungsaffinititen an Heparin-Sepharose

Arbeitsschritte

1) Probenvorbereitung a) 20-50 pg Plasma-HCII in 100-500 puL Puffer A
b) 5 ng ATIII (Roche Diagnostics) in 100 uL Puffer A
¢) 5 pg a-Thrombin (Sigma) in 100 pL Puffer A
d) Komplexierungsansatz (3.9.1) in 250 pL Puffer A

2) Chromatographie HiTrap  Heparin HP Sepharose” (Amersham Biosciences)

1 mL Gelbettvolumen 1. Aquilibrierung 5 cv Puffer A 153 cm/h
2. Probenauftrag 100 - 500 pL tber Injektionsschleife 153 cm/h
3. Waschen 10 cv Puffer A 153 cm/h
4. Eluieren 45 cv Lineargradient 0-100 % Puffer B 153 cm/h

fraktionierte Elution a 1,5 mL

Puffersystem

Puffer A 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
Puffer B 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,4

Je nach Versuchsbedingungen wurden beiden Puffern Ionen zugefiigt.
15-100 uM ZnCl, 50 uM CuCl,, 50 uM NiCly, 50 uM MnCl,, 50 uM CoCl,,
50 uM CdCl,, 1000 uM CaCl, oder 1000 pM MgCl,

! Hayakawa et al., 2002; Liaw et al, 1999; Hoke et al., 2000
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393 Metallionen-Affinititschromatographie von Plasma-HCII

Die Methode der Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC, engl. immobilized metal
affinity chromatography) galt als Verfahren zur Reinigung kleiner Molekiile und wurde
anfangs als ligand exchange chromatography (LAC) eingefiihrt '. Thre praktische Anwendung
sowie ihre Bedeutung als Technik zur Reinigung von Proteinen und hochmolekularen Bio-
polymeren erlangte die Methode erst spiter >. Heute ist die Metallionen-Affinititschromato-
graphie (IMAC) ein gebrduchliches Werkzeug bei der Reinigung von poly-His-konjugierten
rekombinanten Proteinen . Auch native Proteine mit Affinitdt zu Metallionen lassen sich
durch Nutzung der IMAC isolieren und reinigen. Dabei kommen Ionen der Ubergangsmetalle,
wie Cu2+, Ni2+, Co®" oder Zn®" an immobilisierten Chelatbildnern zum Einsatz. Die
Selektivitit der Proteinbindung in IMAC-Prozessen steigt in folgender Reihenfolge: Cu®',
Ni**, Zn*", Co*". Die Quantitit der Proteinbindung nimmt aber in der gleichen Reihenfolge
ab®. Die Interaktionen zwischen dem immobilisierten Metallion und dem Protein sind
komplex und umfassen verschiede Effekte wie elektrostatische (ionische), hydrophobe sowie
Donor-/Akzeptor-Wechselwirkungen. Deren Einfluss auf die Bindung wird durch die Art des
Chelatbildners, des Metallions, den bindenden Aminosduren, sowie dem Milieu (Art des
Puffers, pH-Wert) bestimmt °.

Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC) ist eine hiufig verwendete Methode zur
Bestimmung von Metallionenaffinititen von Proteinen ®. In dieser Arbeit wurden die Fihig-
keiten von HCII zur Bindung an Zinkionen durch eine IMAC an Imidodiacetat (IDA)
untersucht. Dazu wurde eine chromatographische Fraktionierung von HCII an HiTrap
Chelating HP Sepharose  (Tabelle 3.5-1) unter Verwendung des FPLC®-Systems durch-
geflihrt. Die Sdulenmatrix musste dazu erst mit dem entsprechenden Kation beladen werden,
bevor eine Bindung des Proteins erfolgen konnte. Die Elution wurde durch kompetitive
Verdrangung von HCII durch Imidazol oder durch Entfernung des Kations mit EDTA
erreicht. Imidazol ist strukturell der Aminoséure Histidin &hnlich, besitzt aber die Eigenschaft
Ni*" oder Zn*" stirker zu koordinieren. Ebenso besitzt EDTA eine groBere
Komplexbildungskonstante fiir die meisten zweiwertigen Kationen als IDA. Als
Kontrollprotein wurde a-Thrombin verwendet. Die Bedingungen der IMAC sind in folgender
Tabelle 3.9-3 aufgefiihrt.

!"'Helferich, 1961; Davankov et al., 1974

* Porath et al., 1975

* Hochuli ef al., 1987; Porath, 1992

* Hemdan & Porath, 1985

3 Wittler, 2000

% Bush er al., 1994 ; Yip et al., 1989 ; Chavakis et al., 1999
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Tabelle 3.9-3: Arbeitsvorschrift der Metallionen-Affinititschromatographie an IDA-Sepharose

Arbeitsschritte
1) Probenvorbereitung 20 pg gereinigtes Plasma-HCII in 50 pL Puffer A
5 pg a-Thrombin (Sigma) in 50 pL Puffer A
2) Chromatographie HiTrap  Chelating HP Sepharose  (Amersham Biosciences)
1 mL Gelbettvolumen 1. Beladen 5 cv ZnCl,-Losung (10 mM) 76 cm/h
2. Waschen 5 cv deionisiertes Wasser 76 cm/h
3. Aquilibrierung 5 cv Puffer A 76 cm/h
4. Probenauftrag 50 uL Probe tiber Injektionsschleife 76 cm/h
5. Waschen 5 cv Puffer A
6. Eluieren 30 cv Lineargradient, 0-100 % Puffer B 76 cm/h
fraktionierte Elution & 1 mL
oder Stufengradient, 10, 33, 100 % Puffer B 76 cm/h
oder 2 cv Puffer C, fraktionierte Elution 4 1,5 mL 76 cm/h
7. Regeneration 5cv 1 mM EDTA 306 cm/h
Puffersystem

Puffer A 20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, pH 7,4
Puffer B 20 mM Natriumphosphat, 0,55 M NaCl, 150 mM Imidazol, pH 7,4
Puffer C 20 mM Natriumphosphat, 0,55 M NacCl, 50 uM EDTA, pH 7.4

Die Detektion von HCII oder a-Thrombin in den Eluaten wurde mittels Western-Blotting (3.4.3) oder eines
ELISA (3.4.1.1) durchgefiihrt.

3.94  Oberflichenplasmonresonanz

Neben der Kenntnis von strukturellen Aspekten chemischer oder biochemischer Molekiile ist
unter anderem ihre Wechselwirkung miteinander von Interesse. Vor allem die Spezifitit einer
Interaktion hinsichtlich Geschwindigkeit und Intensitét ist von Bedeutung. Die Oberfldchen-
plasmonresonanz (engl.: Surface Plasmon Resonance; SPR) ist eine Methode der
Interaktionsanalyse mit hoher Empfindlichkeit. Sie besitzt die Fahigkeit schnellste Reaktionen
zu detektieren und ist somit auch in der Lage dynamische Prozesse in einem Zeitbereich von
wenigen Millisekunden on-line zu verfolgen. Gegeniiber anderen Methoden der
Interaktionsanalyse bietet die Oberflaichenplasmonresonanz den Vorteil, dass der zu
untersuchende Analyt nicht modifiziert werden muss (durch Fluoreszenz- oder radioaktive
Markierung), um eine Detektion zu ermdglichen. Die Oberflichenplasmonresonanz wird
verwendet, um die Interaktion zwischen einem immobilisierten Liganden und einem im
umgebenen Flusssystem befindlichen Reaktionspartner (Analyt) zu untersuchen. Die
stationdre Phase wird aus dem Sensorchip, einem goldbeschichteten Glaskérper mit

immobilisierten Liganden, gebildet .

!'Welford, 1991; Kooyman et al., 1988
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Das Prinzip der Oberflachenplasmonresonanz beruht auf der Ausbreitung von Lichtwellen an
der Grenzfliche zweier optisch unterschiedlich dichter Medien. An der Phasengrenze zweier
Medien mit unterschiedlichen Brechungsindizes kommt es zur Totalrefexion des
eingestrahlten Lichtes. Dabei wird ein elektrisches Feld erzeugt (,,evaneszente Welle®),
welches in der Lage ist, freie Oberfldchenelektronen in diinnen Edelmetallfilmen (surface
plasmons) in Schwingung zu versetzen. Die Intensitdt des an der Grenzfldche reflektierten
Lichtes nimmt proportional zur Anregung der Elektronen in der Metallschicht ab. Das
Ausmal} der Schwingungsanregung ist abhdngig von den Eigenschaften des Edelmetallfilms,
welche auch von seiner nichsten Umgebung beeinflusst werden. Chemische oder
physikalische Anderungen an der Grenzschicht des Metallfilms fiihren zu einer veréinderten
Schwingungsfrequenz der Elektronen, welche auch die Intensitit des totalreflektierten Lichtes
an der Grenzfliche beeinflusst '. Im Verlauf eines SPR-Experiments kommt es am Sensorchip
zur Anlagerung von Proteinen oder anderen Molekiilen, welche eine Anderung des
Brechungsindex in der Nihe der Sensoroberfiche verursachen . Diese Anderungen sind
proportional zur angelagerten Masse und lassen sich als Varianz in der Intensitit des
reflektierten Lichtes detektieren °.

Auf weitere Aspekte der Oberflichenplasmonresonanz, ihre physikalischen Grundlagen und
die Bindungskinetik, kann hier nicht ndher eingegangen werden. Sie sind im Einzelnen in der

Literatur beschrieben *.

In dieser Arbeit wurde die Oberflachenplasmonresonanz eingesetzt, um die Wechselwirkung
zwischen HCII und Heparin niher zu charakterisieren. Verwendet wurde dazu das BIAcore®
3000 System (Biacore AB, Uppsala, Schweden), welches die Beobachtung des zeitlichen
Verlaufs der Bindung von Makromolekiilen an einen Liganden ermdglicht. Die Bindung eines
Analyten an eine Ligandmatrix in Abhéngigkeit von der Zeit, wird als Sensorgramm
dargestellt. Die Massenidnderung an der Chipoberfliche wird in response units (RU)
angegeben. Die Anderung um eine RU beschreibt dabei einen Massenunterschied von
1 Picogramm/mm?®. Die Interaktionsuntersuchungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt, mit Hilfe
der BIAcore 3000 Steuerungssoftware (Version 3.1.1) kontrolliert und mit der BIAevaluation
Software (Version 3.1) analysiert. Um Stérungen der Messungen zu minimieren wurden alle
verwendeten Puffer und Probenldsungen vor Verwendung entgast und sterilfiltriert (0,2 pm,

Minisart® Plus, Sartorius).

"Rich & Myszka, 2000, Hall, 2001

2 Johnsson ef al., 1991

3 Stenberg et al., 1991

* Rothenhdusler & Knoll, 1988; Malmgqvist ef al., 1993; Perez-Howard et al., 1995; Rippe, 1997
Steiner et al., 1999; BIAcore 3000 Instrument Handbook, Biacore AB, 2002
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3.9.4.1 Immobilisierung von biotinyliertem Heparin

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Interaktionsstudien wurden mit einem Sensor-
chip SA (Biacore AB, Uppsala, Schweden) vorgenommen. Der Chip besitzt auf der Goldlage
eine 50 nm dicke Dextranmatrix, auf welcher Streptavidin immobilisiert ist. Dadurch kann der
Sensorchip SA eine Vielzahl biotinylierter Verbindungen aufnehmen und bietet damit die
Moglichkeit, den Chip auf einfache Weise vielfdltig zu funktionalisieren. Biotin und
biotinylierte Substanzen haben eine hohe Affinitit zu Streptavidin, der rekombinanten,
bakteriellen Variante von Avidin aus Streptomyces avidinii. Die starke Bindung von Biotin an
Streptavidin = (K, > 10°M™") wird hdufig genutzt um Biotinkonjugate an einer
Streptavidinmatrix zu immobilisieren oder um biotinylierte Proteine und Zellrezeptoren zu
detektieren. Da Biotin ein vergleichsweise kleines Molekiil ist, kann es an Makromolekiile
konjugiert werden, ohne das dadurch deren Charakteristika wie Grofle, physikalische und
biologische Eigenschaften verandert werden .

In dieser Arbeit wurde der Sensorchip SA mit einem Heparin-Biotin-Konjugat (MW 15 kDa,
Calbiochem, Merck Biosciences) modifiziert. Neben der so geschaffenen Messzelle blieb eine
weitere Flusszelle als Referenzoberfliche unbehandelt. Vor der eigentlichen Immobilisierung
wurde der Chip mit 50 mM NaOH inkubiert, um die bei der Produktion aufgebrachte
Schutzschicht von der Chipoberfliche zu entfernen. Die Immobilisierung erfolgte mit
biotinyliertem Heparin (20 pg/mL) unter Kontrolle der Biacore-Steuerungssoftware mit einer

Flussrate von 20 pL/min.

Tabelle 3.9-4: Arbeitsvorschrift der Immobilisierung von Heparin-Biotin am Sensorchip SA

Arbeitsschritte

Material Sensorchip SA (Biacore AB, Uppsala, Schweden),
50 nm Dextranmatrix, Streptavidin-konjugiert
Heparin-Biotin (Calbiochem, Merck Biosciences)
intestinal mucosa (porcine), MW 15 kDa (avg.),
5-8 mol % Biotin, biotinyliert liber einen 12-Atom-spacer

Immobilisierung 1. Vorbereiten 3 x 10 pL Injektion, 50 mM NaOH, 1 M NaCl 10 pL/min
2. Konjugation 1 x 60 pL Injektion, Heparin-Biotin in 10 pL/min
Puffer A, 20 pg/mL
3. Waschen 3 x 10 pL Injektion, Puffer B 10 pL/min
Puffersystem

Puffer A 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.005% (v/v) Tween 20, 3 mM
EDTA, pH 7,4

Puffer B 10 mM HEPES, 2 M NaCl, 0.005% (v/v) Tween 20, 3 mM EDTA,
pH 7,4

! Wilchek & Bayer, 1988; Della-Penna et al., 1986
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3.9.4.2 Bindung der Analyten an einem Heparin-modifizierten Biochip

Die Aufnahme von Bindungskurven am Biacore® 3000 System erfolgte computergesteuert in
Form von programmierten Messreihen, um reproduzierbare Versuchsabldufe zu
gewihrleisten. Die verwendeten Puffersysteme basierten auf Milli-Q®-Reinstwasser, wurden
autoklaviert, sterilfiltriert (0,2 pm Einwegfilter, Sartolab P, Sartorius) und bei 4 °C gelagert.
Um bei den Messungen einen storenden Einfluss von Fremdionen auszuschlieBen, wurden die
Puffersysteme zuvor mit Chelex®100 (Sigma) behandelt.

Eine Messung auf einem Biochip erfolgt immer auf einer Referenz- sowie einer Messzelle.
Die unspezifische Bindung eines Analyten an der Referenzoberfldche wird von den Daten der
Messzelle abgezogen. Durch diese Vorgehensweise erhaltene Sensorgramme bestehen
allgemein aus einer Injektions- und Dissoziationsphase. Diese sind durch ein schnelles
Ansteigen des Messsignals bis zu einem Gleichgewichtszustand, bzw. einem Abfallen des
Messsignals gekennzeichnet. In dieser Arbeit betrugen die Messzeiten fiir die Injektions- und
Dissoziationsphase jeweils fiinf Minuten. Danach wurde die Regeneration des Sensorchips
vorgenommen, um noch auf der Sensoroberfliche gebundenen Analyten zu entfernen. Die
Regenerationslosung sollte den immobilisierten Liganden nicht beeinflussen, um den Biochip
unter vergleichbaren Bedingungen mehrfach verwenden zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde die Bindung der Serpine HCII und ATIIl an einem Heparin-
konjugierten Biochip unter verschiedenen Pufferbedingungen untersucht. Die Art und Durch-

fiihrung der Messungen war gleichbleibend und ist in Tabelle 3.9-5 wiedergegeben.

Tabelle 3.9-5: Arbeitsvorschrift der Messungen auf einem Heparin-modifizierten Biochip

Arbeitsschritte

Material Heparin-modifizierter Sensorchip SA (3.9.4.1)
gereinigtes HCII aus humanem Plasma (3.6)
ATIII aus humanem Plasma (Roche Diagnostics)

Messung 1. Aquilibrierung  kontinuierlicher Pufferstrom, Puffer A 20 pL/min
2. Analyt-Injektion 100 pL HCII oder ATIII in Puffer B, 20 pL/min
Konzentrationen: 0,04 - 3 uM
3. Dissoziation 100 pL Puffer A 20 pL/min
4. Regeneration 3 x 10 pL Injektion, 50 mM HEPES, 2 M 20 pL/min
NaCl, pH 9,5
Puffersystem

Puffer A 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0.005% (v/v) Tween 20, pH 7,4

Puffer B 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0.005% (v/v) Tween 20, pH 7,4
Entsprechend den Versuchsbedingungen konnten dem Puffersystem
verschiedene Konzentrationen an unterschiedlichen Ionen zugefiigt
sein.
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3.9.5 Anregungs-Emissionspektroskopie (AES)

Strukturelle Untersuchungen an Biomolekiilen werden héufig durch NMR- und Rontgen-
strukturmethoden vorgenommen. Auch wenn diese Techniken gut geeignet sind um den
Autfbau eines Molekiils darzustellen, sind diese statischen Methoden aber kaum in der Lage,
die Verdnderung der Struktur von Proteinen oder Peptiden bei deren Interaktion mit anderen
Substanzen und Kofaktoren wiederzugeben. Auch ist es mit diesen Methoden nicht mdglich
Informationen tiiber die Konformationsinderung unter anndhernd physiologischen
Bedingungen zu erhalten. Neben der CD-Spektrometrie ist die Fluoreszenzspektroskopie eine
geeignete Methode um Konformationsprozesse an biologischen Molekiilen zu detektieren.
Die Vorteile von fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen liegen in der storungsfreien
Durchfiihrung, da Proteine und Peptide bereits {iber intrinsische Fluorophore verfiigen und
eine zusitzliche Modifizierung der Biomolekiile durch extrinsische Fluorophore nicht
zwingend notwendig ist. Diese intrinsischen Fluorophore werden durch Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan gestellt, wobei die Fluoreszenz vom Tryptophan meist dominiert. Tyrosin
erfahrt zum Teil eine Fluoreszenzldschung durch das Losungsmittel, vor allem aber durch
einen Transfer seiner Fluoreszenzenergie zum Tryptophan '. Verdnderungen der Tyrosin-
fluoreszenz konnen bei der Strukturaufkldrung hilfreich sein, da sie durch den gednderten
Transfer der Fluoreszenzenergie auf eine Konformationsédnderung am Protein hindeuten. Das
Emissionsmaximum der Tryptophanfluoreszenz ist ein Indiz fiir die Lage der Aminosdure im
Protein. Tryptophanreste, welche sich an der Proteinoberfliche in polarer wissriger
Umgebung befinden, haben ein Fluoreszenzmaximum bei ca. 353 nm. Hingegen verschiebt
sich dieses Maximum zu groferen Wellenldngen, wenn der Tryptophanrest sich im

hydrophoben Proteininneren befindet.

Tabelle 3.9-6: Absorptions- und Fluoreszenzmerkmale der fluorophoren Aminosiuren

Phenylalanin Tyrosin Tryptophan
Durchschnittliches Vorkommen in Proteinen (%) 3,5 3,5 1,1
Absorptionsmaximum (nm) 257 274 280
Absorptionskoeffizient (L * mol™ * cm™) 200 1400 5600
Emissionsmaximum (nm) 282 303 353
Quantenausbeute im Protein 0,00 0,02 0,47

Absorptions- und Fluoreszenzcharakteristika der drei aromatischen Aminoséuren in Wasser bei pH 7,0

! Lakowicz, 1992
2 Winter & Noll, 1998
3 Plessow, 2003
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3.9.5.1 Aufbau des AES-Detektionssystems

Die fluoreszenzspektroskopischen Messungen wurden im Arbeitskreis ,,Physikalische
Chemie 1* der Universitit Bielefeld vorgenommen. Die zur Anregungs-Emissionsspektros-
kopie verwendete Apparatur besteht aus einer Xenon-Lampe, einem Anregungsmono-
chromator zur Wellenldngenselektion, einer temperierbaren Probenhalterung, einem
Nachweismonochromator und einer CCD-Kamera als Detektionseinheit. Das Anregungslicht
wird durch eine 75 Watt Xenon-Bogenlampe, in einem Wellenldngenbereich von 200 bis 650
nm als kontinuierliches Spektrum erzeugt. Das Licht wird iiber zwei Sammellinsen auf den
Eingangsspalt des Anregungsmonochromators abgebildet. Das Anregungslicht wird iiber eine
Spiegellogik aus zwei Hohlspiegeln auf die Probe fokussiert. Die Probe selbst befindet sich in
einer Kiivette in einem iiber drei Achsen justierbaren Probenhalter. Als Kiivetten werden
Suprasil® Prizisionskiivetten (Typ 111-QS, 10 x 10 mm®, Hellma, Miillheim) eingesetzt. Das
emittierte Licht wird rechtwinklig zum eintretenden Lichtstrahl iiber Hohl- und
Zylinderspiegel auf den Nachweismonochromator geleitet und von der CCD-Kamera
detektiert. Diese ermdglicht die Erfassung von Wellenldngen im Bereich von 200 bis
1100 nm. Die Daten werden iiber das Programm WinSpec (Roper Scientific) aufgenommen
und mit weiterer Software nachbearbeitet und ausgewertet. Zur Nachbearbeitung wurde von
den Rohdaten sowohl das Dunkelbild (Messung ohne Anregungslicht) als auch das Bild des
Losungsmittels subtrahiert. Detailliertere Informationen zur AES-Spektroskopie und zum

experimentellen Aufbau sind anderen Quellen zu entnehmen '

3.9.5.2 Messung der intrinsischen Fluoreszenz von HCII und ATIII

In dieser Arbeit sollte die Wechselwirkung von zweiwertigen Kationen der Ubergangsmetall-
gruppe mit HCII untersucht werden. Dabei sollten die strukturellen Anderungen am Protein
infolge moglicher Bindung von Kationen mit Hilfe fluoreszenzspektroskopischer Messungen
charakterisiert werden. Um bei den Messungen einen stdrenden Einfluss von Fremdionen
auszuschlieBen, wurden die Puffersysteme zuvor mit Chelex®100 (Sigma) behandelt und
Partikel durch Filtration (0,2 pum, Minisart® Plus, Sartorius) entfernt. Die Durchfiihrung
wurde an dem beschriebenen Fluoreszenzspektroskop (3.9.5.1) bei 20 °C vorgenommen. Die
Detektion des Anregungs-Emissionsspektrums erfolgte in Form von zweidimensionalen
Fluoreszenzbildern in einem Anregungsbreich (Aex) zwischen 240 und 350 nm und einem
Emissionsbereich des fluoreszenten Lichtes (Aem) zwischen 240 und 500 nm. Die Auswertung

der Emissionsspektren erfolgte bei der maximalen Anregungswellenlédnge von 280 nm.

! Brockhinke ef al., 2000; Plessow, 2003



Kapitel 3: Methoden 75

Tabelle 3.9-7: Bedingungen der intrinsischen Fluoreszenzmessung

Proteine gereinigtes HCII aus humanem Plasma (3.6), 11 uM in Puffer A

ATII aus humanem Plasma (Roche Diagnostics), 4 M in Puffer A
Heparin Heparin (Sigma) intestinal mucosa (porcine), MW 15 kDa (avg.), 15 uM
Kationen ZnCl,, MnCl,, NiCl,, CaCl,

In Konzentrationen von 1 mM
Puffer A 30 mM HEPES, 130 mM NaCl, pH 7,4

200 pL HCII (11 pM) oder ATIII (4 pM) wurden in der Kiivette vorgelegt und die relative
Anderung des Emissionsspektrums bei Zugabe von verschiedenen Kationen oder Heparin
registriert. Die Wechselwirkung zwischen HCII und Zink-Kationen wurde durch Auswertung
der Emissionsspektren von HCII bei verschiedenen Zinkkonzentrationen quantifiziert.
Verdiinnungseffekte bei der Zn*'-Titration von HCII wurden bei der Berechnung einer
Dissoziationskonstante (K4) beriicksichtigt und fiir die HCIIeZink-Assoziation eine
dquimolare Stochiometrie angenommen. Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten basiert
auf der Bildung eines spezifischen, reversiblen Komplexes aus HCII und Zinkionen, wobei
die Dissoziationskonstante (K4q) als Verhéltnis von Dissoziationsgeschwindigkeit zu

Assoziationsgeschwindigkeit definiert ist. Entsprechend gilt:

(e [zn* = K, - [HCI © 20 ] (1)
[HCi)=[HCH), - [HCH o 207 (20> )= [2n*], - [HCIT @ 207 )
([zC), - [HCtr o 20> ])-([2077], - [HCH © 20%* | )=k, - [HCIT @ 207" ] 3)

Losung der quadratischen Gleichung nach [HCI/e Zn’ "] fithrt zu Gleichung (4):

[HCIT 0 207 |= % : {( [HCt), +[z0 ], + &, )-([HCi), +[z0*°], + &, ) —4-[mCH), - [20*], } (4)

Bei den Emissionsspektren setzt sich die Gesamtfluoreszenz (/) aus den Fluoreszenzbetragen

der in der Probe enthaltenen Komponenten zusammen:

[=i,-[HCH ]+ i, (20 |+ iy - [HCIT @ 20" ] (5)

Die Koeffizienten iy, i und i3 bezeichnen Konstanten fiir die Fluoreszenzintensititen der

jeweiligen Komponenten. Die Kombination der Gleichungen (5) und (2) fiihren zu Gleichung

(6).
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=i, -([HCH), - [HCH ° 20 ] )+ 1, -([207 ], - [HCI  Z0** | )+ i, -[HCIT 0 Z0** ]
[=i,-[HCIT), +i, - [20* ], + iy =i, i) [HCIT © Zn** ] (6)

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen setzt sich die Gesamtfluoreszenz nur
aus der Fluoreszenz des HCII und des HCIleZink-Komplexes zusammen, da Zinkionen selbst

keine Fluoreszenz aufweisen.

=i, -[HCIT], +(iy i, — i, ) [HCIT o Zn** ] (7)
i, [HCII], steht fiir die Fluoreszenz vor Beginn der Titration: /, = i, [HCII],. Division von

Gleichung (7) durch /, fiihrt zu Gleichung (8).

—=1
I, " i [HCIH

I (=i —i) [HCI o Zn*] ®)

Durch Umstellung nach [HCII e 7’ +] und mit & = (i3 - i) - i»)/i; erhdlt man:

1 a

0

(L _IJ.M ~[rcir o 2] 9

Die Kombination von Gleichung (9) und (4) fiihrt zu Gleichung (10).

I « [z0], +k, [zn ] vk, ],
,2{[1M]J(1MJ ‘4‘[[ch]]0 }” (19

Gleichung (10) beschreibt einen Zusammenhang zwischen dem Beitrag des gebundenen

Kations an der Fluoreszenz (/) in Bezug auf die Konzentration des gesamten Kations
([Zn°*,) . Die Parameter in Gleichung (10), « und die Dissoziationskonstante Ky, lassen sich
durch ,nicht lineare Regression® ermitteln. Diese wurde mit Hilfe des Programms
TableCurve 2D® (Version 5.01, SYSTAT Software) unter Verwendung von Gleichung (10)

vorgenommen.

! Fredenburgh et al., 1997; Boskovic et al., 1990
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3.9.6 Bestimmung von Reaktionskinetiken zweiter Ordnung

Die irreversible Komplexierungsreaktion zwischen HCII und einer Serinprotease ([7],
o-Thrombin oder a-Chymotrypsin) entspricht einer Reaktionskinetik zweiter Ordnung. Dabei
ist die Reaktionsgeschwindigkeit abhiingig von der Konzentration beider Reaktanden. Uber
die Reaktionszeit ¢ verringert sich die Konzentration der beiden Reaktanden in Abhingigkeit

ihrer Ausgangskonzentrationen und der Reaktionskonstante 4.

—% =k, -[]-[HCII] (D

Die Konzentrationsdnderungen zweier Komponenten im zeitlichen Verlauf einer Reaktion
sind experimentell nur schwer zu detektieren. Die Isolationsmethode umgeht dieses Problem,
indem die Konzentration eines der Reaktanden als unverdnderliche Grof3e angesehen wird.
Dies wird dadurch erreicht, dass ein Reaktand in groBem Uberschuss eingesetzt wird. Dessen
Konzentration bleibt somit im Verlauf der Reaktion nahezu konstant. Die Konzentration wird
in die Geschwindigkeitskonstante integriert k" =k, - [HCII], und fiihrt zum vereinfachten
Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung.

C[l | kg 2
[ 1,
[ = —k't 3)

Die Konzentration der Serinprotease [7]; zu definierten Zeitpunkten ¢ der Komplexierungs-
reaktion wird nicht direkt bestimmt, sondern indirekt durch die Aktivitit der freien Protease
gegeniiber spezifischen chromogenen Substraten. Die enzymatische Spaltung dieses
Substrates durch die Protease setzt als Produkt p-Nitroanilin frei, dessen Bildung bei 405 nm
verfolgt werden kann. Die Bildungsgeschwindigkeit des Produktes ([A4/min]) ist direkt

proportional zur Konzentration an nicht komplexierter, freier Serinprotease.

[l [A‘%nin], . @)
[T]o [M%nin]

Wird der natiirliche Logarithmus In [A4/min]/[A4/min], verschiedener Komplexierungen

gegen deren Komplexierungszeiten ¢ aufgetragen, erhélt man bei linearer Regression eine
Gerade mit der Steigung k', aus der mittels k, = k"/[HCII], die Geschwindigkeitskonstante

. .1
zweiter Ordnung zu berechnen ist .

! Ciaccia et al., 1997; Hayakawa et al., 2000”; Blinder & Tollefsen, 1990
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3.9.6.1 Kinetische Bestimmung der Hemmung von a-Thrombin

Die Bestimmung der Reaktionskonstante zweiter Ordnung der Inhibierungsreaktion mit
o-Thrombin erfolgte mit den gereinigten rekombinanten HCII-Varianten aus CHO-Zell-
kulturen (3.8). Die a-Thrombininhibierung wurde in Gegenwart der Glykosaminoglykane
Heparin und Dermatansulfat vorgenommen, sowie unter deren Abwesenheit. Als Puffer-
system und Losungsmittel aller beteiligten Komponenten wurde TS/PEG verwendet, da das

enthaltene Polyethylenglykol die Adhdsion von a-Thrombin an GefdBwandungen minimiert.

Tabelle 3.9-8: Bedingungen der rHCII/a-Thrombin-Kinetik

Komplexierungsansatz 10 uL Heparinldsung, Dermatansulfatlosung oder TS/PEG
40 pL HCII-Losung
50 pL Thrombinlosung
Komplexierungszeit zwischen 10
Sekunden und 120 Minuten, RT

Zugabe von 500 pL Substratldsung
Messung der Extinktionsdnderung
bei 405 nm fiir 60 Sekunden

Losungen

HCII-Losung gereinigtes rHCII (3.8) in TS/PEG, 125 nM

Thrombinlésung o-Thrombin aus humanem Plasma (Sigma) in TS/PEG, 10 nM

Heparinlosung Heparin (Sigma) intestinal mucosa (porcine), MW 15 kDa (avg.) in TS/PEG,
100 U/mL

Dermatansulfatldsung Chondroitinsulfat B (Sigma) intestinal mucosa (porcine), MW 42 kDa (avg.)
in TS/PEG, 1000 pg/mL

Substratldsung Chromozym TH (N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid, Roche Diagnostics) in
TS/PEG, 150 uM

TS/PEG Puffer 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4

Der Einfluss eines  disulfidverbriickten = N-Terminus von  HCII  auf die
Reaktionsgeschwindigkeit sollte bei einigen der konstruierten rHCII-Varianten untersucht
werden. Daher wurden die rHCII-Varianten neben ihrer nativen, oxidierten Form auch mit
nicht fixiertem N-Terminus hinsichtlich ihrer Aktivitdt gegeniiber a-Thrombin untersucht.
Die rHCII-Varianten wurden reduziert und alkyliert (siche 3.4.4) und in gleicher Weise wie
die nativen Formen in einer Komplexierungsreaktion verwendet.

Die Komponenten des Komplexierungsansatzes (100 uL) wurden zusammengefiigt und durch
pipettieren gemischt. Die Endkonzentrationen der rHCII-Varianten und von o-Thrombin
betrugen 50 nM bzw. 5 nM und erfiillten damit die Voraussetzung der im vorangegangenen
Abschnitt beschriebenen Reaktionskinetik pseudo-erster Ordnung. Die Komplexierungs-
reaktion wurde durch die Zugabe der o-Thrombinlésung initiiert und nach variablen
Zeitintervallen durch Zugabe des Substrates Chromozym TH (500 pL, 150 uM) gestoppt. Die
Komplexierungsdauer war abhidngig von der eingesetzten rHCII-Variante und dem

verwendeten Glykosaminoglykan, war aber stets kleiner als drei Minuten. Im Gegensatz dazu
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betrug die Komplexierungsdauer in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen wenigstens 60
Minuten. Die Konzentration des verbleibenden a-Thrombins wurde indirekt durch dessen
enzymatische Aktivitit gegeniiber dem Substrat Chromozym TH bestimmt. Die Bildung des
Produktes p-Nitroanilin pro Zeiteinheit war dabei proportional zur Konzentration an nicht
komplexiertem o-Thrombin. Die Komplexierung und Bestimmung der Restaktivitit von
o-Thrombin fand in Polystyren-Halbmikrokiivetten statt. Die Bildung von p-Nitroanilin
wurde bei 405 nm Wellenlidnge in einem UV-Spektrometer (UV-1602, Shimadzu) verfolgt.
Die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstante k, wurde durch die zuvor beschriebene

Methodik vorgenommen.

3.9.6.2 Kinetische Bestimmung der Hemmung von o-Thrombin in Gegenwart

bivalenter Kationen

Die Untersuchung des Einflusses von Zinkionen auf die Reaktionskinetik der o-Thrombin-
Komplexierung durch HCII war ein Teilaspekt der vorliegenden Arbeit. Zur Bestimmung der
Reaktionsgeschwindigkeit der HCII/ a-Thrombin Wechselwirkung wurde gereinigtes HCII
aus humanem Plasma verwendet (3.6). In analoger Weise wurden Komplexierungs-
untersuchungen mit dem Serpin Antithrombin III (ATII) aus humanem Plasma (Roche
Diagnostics) vorgenommen. Die Kontrollexperimente mit diesem Serpin dienten dazu, die
Ergebnisse des Einflusses von Zinkionen auf die Reaktionskinetik von HCII ndher zu
charakterisieren. Die Komplexierung wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von 2 U/ml
Heparin vorgenommen. Die Vorgehensweise bei der Ermittlung der Reaktionskonstante
entsprach im wesentlichen der unter 3.9.6.1 beschriebenen Methode. Um die spezifische
Abhéngigkeit des beobachteten Effektes von der Art des Kations zu demonstrieren, wurden
des Weiteren Kalziumionen bei Komplexierungsuntersuchungen eingesetzt. Der Einfluss von
Zinkionen auf die Reaktionskinetik wurde bei Konzentrationen von 5 bis 150 uM untersucht.
Kalziumionen wurden in Konzentrationen von 1 mM eingesetzt, da dies den physiologischen
Konzentrationen dieser lonen eher entspricht. Die Stammldsungen der Metallsalze wurden in
Milli-Q®-Wasser erstellt, da in gepufferten Systemen die Kationen bei hoheren

Konzentrationen zur Bildung von unldslichen Hydroxiden neigten.
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Tabelle 3.9-9: Bedingungen der HCII/a-Thrombin-Kinetik in Gegenwart bivalenter Kationen

Komplexierungsansatz 5 uL Heparinlosung oder TS/PEG
5 pL Kationenlésung oder TS/PEG
40 pL HCII-Losung oder ATIII-Losung
50 pL Thrombinldsung
Komplexierungszeit zwischen 10
Sekunden und 90 Minuten

Zugabe von 500 pL Substratlosung
Messung der Extinktionsdnderung

bei 405 nm fiir 60 Sekunden
Losungen
HCII-Losung gereinigtes HCII aus humanem Plasma (3.6) in TS/PEG, 250 nM
ATIHI-Lésung ATIII aus humanem Plasma (Roche Diagnostics) in TS/PEG, 250 nM
Throminlosung o-Thrombin aus humanem Plasma (Sigma) in TS/PEG, 20 nM
Heparinlosung Heparin (Sigma, 175 Units/mg) intestinal mucosa (porcine), MW 15 kDa (avg.)
in TS/PEG, 40 U/mL
Kationenldsung ZnCl, in Milli-Q®, 0,1 -3 mM
CaCl, in Milli-Q®, 20 mM
Substratldsung Chromozym TH (N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid, Roche Diagnostics) in
TS/PEG, 150 uM
TS/PEG Puffer 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4

3.9.7 Kinetische Bestimmung der Hemmung von a-Chymeotrypsin

Die Versuche zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung k&, der
o-Chymotrypsininhibierung durch HCII wurden mit den gereinigten, rekombinanten HCII-
Varianten aus CHO-Zellkulturen (3.8) vorgenommen. Die Versuchsdurchfiihrung und
Methodik erfolgte entsprechend einer Reaktionskinetik pseudo-erster Ordnung wie in
vorangegangenen Abschnitt (3.9.6) detailliert beschrieben. Anderungen betrafen nur die
verwendeten Reagenzien. Zur Komplexierung wurde die Serinprotease o-Chymotrypsin
verwendet, deren Aktivitit mit dem Substrat N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid
(Sigma) bestimmt wurde. Der Komplexierungsansatz (100 pL) enthielt die beiden Reaktions-
partner rHCII (125 nM) und a-Chymotrypsin (25 nM), sowie TLCK (Ny-Tosyl-L-lysin-
chloromethylketon, L-1-Chloro-3-(4-tosylamido)-7-amino-2-heptanone, Fluka). TLCK dient
der Inaktivierung von Trypsin, welches in a-Chymotrypsinpriaparationen hdufig in Spuren
enthalten ist. Die Komplexierungszeiten variierten zwischen 5 und 30 Minuten. Die
Komplexierungsreaktion wurde bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt und durch Zufiigen
des Substrates (500 pL, 150 puM) beendet. Die Aktivitdtsbestimmung des restlichen
unkomplexierten o-Chymotrypsins erfolgte durch die Detektion der Bildung von

p-Nitroanilin bei 405 nm Wellenlédnge im UV-Spektrometer.
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Tabelle 3.9-10: Bedingungen der rHCII/a-Chymotrypsin-Kinetik

Komplexierungsansatz 50 uL HCII-Lésung
40 pL Chymotrypsinldsung
10 uL TLCK-L6sung
Komplexierungszeit zwischen 5 und
30 Minuten

Zugabe von 500 uL Substratlosung
Messung der Extinktionsdnderung

bei 405 nm fiir 60 Sekunden
Losungen
HCII-Losung gereinigtes rHCII (3.8) in TS/PEG, 250 nM
Chymotrypsinldsung humanes o-Chymotrypsin (pancreas, Sigma) in TS/PEG, 62,5 nM
TLCK-L&sung Ng-Tosyl-L-lysin-chloromethylketon (Fluka), in TS/PEG, 62,5 nM
Substratldsung N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (Sigma) in TS/PEG, 150 uM
TS/PEG Puffer 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4

3.9.8 Bestimmung der operativen Molaritit von a-Thrombinlésungen

Kinetische Charakterisierungen von Enzymen und Untersuchungen ihrer katalytischen Eigen-
schaften erfordern in einigen Féllen die Kenntnis der Molaritit an operativen, funktionellen
Reaktionsstellen der Enzyme. Die Titration von Enzymen durch active site titration ist eine
Methode zur Quantifizierung des reaktiven Anteils in Enzympréparationen, welche zuerst von
Bender et al. ' beschrieben wurde. Gute Titranten bilden feste Acyl-Enzym-Intermediate und
fiihren zur Inaktivierung des Enzyms. Die Titranten sollten gut charakterisiert, unter den
Versuchsbedingungen chemisch stabil sein, einen stochiometischen 1:1 Komplex mit der
Protease bilden und nur mit deren aktiven Zentrum reagieren’. Der in dieser Arbeit
verwendete Thrombininhibitor PPACK (H-D-Phe-Pro-Arg-Chloromethylketon, Bachem) ist
ein irreversibler Hemmstoff mit entsprechend starker Bindung an die Protease, der sich aber
auch als tight-binding-Inhibitor beschreiben lasst. Der Hemmstoff bildet kovalente Bindungen
zum Serin als auch zum Histidin der katalytischen Triade von a-Thrombin. Folglich
inaktiviert der Inhibitor das Enzym nahezu vollstindig. Eine Anwendung der tight-binding-
Kinetik ist trotzdem mdoglich, auch wenn diese von einem reversiblen Reaktionsmechanismus
ausgeht. Bei der tight-binding-Titrationskinetik ist die Ermittlung der aktiven Enzym-
konzentration besonders verldsslich, wenn die Konzentration des Inhibitors kleiner ist als die
des Enzyms und mehr als 98 % des zugefiigten Inhibitors als Komplex vorliegt, was bei
einem irreversiblen Inhibitor erfiillt ist>. Eine Bestimmung des Ki-Wertes ist unter gleichen
Bedingungen aber nicht sinnvoll. Die Reaktion zwischen den Reaktanden a-Thrombin [7]
und PPACK [CMK] kann in folgender einfacher Form dargestellt werden.

! Bender et al., 1965; Bender et al., 1966; Bender et al., 1967; Elmore & Smyth, 1968
2 Brocklehurst ef al., 2001
3 Kuzmic et al., 2000; Murphy, 2004
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[T]-[cMK] =K, -[T ¢ CMK] (1)
Die Konzentrationen der Reaktanden lassen sich beschreiben durch:
[T]=[r], - [T e CMK] [CMK] = [CMK], - [T » CMK] 2)

wobei [T], und [CMK], fiir die Anfangskonzentrationen (Totalkonzentrationen) der

Reaktanden stehen. Somit kann Gleichung (1) auch dargestellt werden als:

([r], -[recMK])-([CMK],-[T e CMK] )= K, -[T e CMK]| 3)

Losung der quadratischen Gleichung nach [T @ CMK] fiihrt zu Gleichung (4) :

[recak)= {7}, slomr, &)~ () +[onk, + K~ ) ok, |

In dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der active site-Konzentration des Enzyms durch
Inhibierung eines Anteils der Protease durch PPACK und Bestimmung der Restaktivitdt des
nicht inaktivierten o-Thrombins. Durch enzymatische Hydrolyse des Substrates
Chromozym TH wurde p-Nitroanilin freigesetzt, welches durch Messung der Extinktion bei
405 nm Wellenldnge quantifiziert werden konnte. Die zu beobachtende Bildungsrate (v) von
p-Nitroanilin ist proportional zur Konzentration an a-Thrombin [7], v=[T] - (S4). Dabei ist
(8A4) eine Konstante und entspricht der spezifischen Aktivitit von a-Thrombin gegeniiber

dem Substrat. Unter Einbeziehung von Gleichung (2) erhélt man fiir Gleichung (4) 2,

o=(54){[r) -1 {ir) +fem) + ) -] <o)+ kY -a-fr) foms ) o)

Die active site-Konzentration des Enzyms kann durch Analyse der Proteaseaktivitit bei
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt werden. Diese Methode der Enzymtitration
basiert auf einen Plot der katalytischen Aktivitdt (als Ordinate) gegen die molare
Konzentration des Titranten als Abszisse. Die Ermittlung der Enzymkonzentration erfolgte
durch eine Anpassung der Gleichung (5) an die experimentellen Daten unter Einsatz des
Programms ENZFITTER (Vers. 2.0.17.0, Biosoft, Cambridge, UK).

Die Durchfiihrung zur Bestimmung der operativen Molaritdt von a-Thrombinlésungen folgte
in dhnlicher Weise wie die schon beschriebene Methode der Inaktivierung von o-Thrombin
durch HCII (3.9.6.1). a-Thrombinlésungen (ca. 2 nM) wurden mit unterschiedlichen molaren

Verhiltnissen des Inhibitors PPACK versetzt und bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde inkubiert.

! Gutheil & Bachovchin, 1993
? Knight, 1995, Bieth, 1995
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Nach Zugabe des Substrates Chromozym TH wurde in einem Zweistrahlphotometer (UV-
1602, Shimadzu) die Menge an aktiven a-Thrombin durch die Bildungsrate des p-Nitroanilins
bestimmt. Die Auswertung erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Untersuchungen ergaben, dass

89-90 % des a-Thrombins in der Losung reaktiv waren.

Tabelle 3.9-11: Bedingungen der Bestimmung der operativen Molaritit von a-Thrombinlésungen

Komplexierungsansatz 10 uL Thrombinldsung
10 pL Puffer
80 puL Inhibitorldsung
Komplexierungszeit 60 Minuten

Zugabe von 500 pL Substratlosung
Messung der Extinktionsdanderung
bei 405 nm fiir 60 Sekunden

Losungen
Thrombinlésung o-Thrombin aus humanem Plasma (Sigma) in TS/PEG, 20 nM
Inhibitorlosung PPACK (H-D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketon, Bachem) in TS/PEG,
(0,5 - 4 nM)
Stammlosung: 10 mM in Milli-Q"-Wasser, -80 °C
Substratlosung Chromozym TH (N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid, Roche Diagnostics) in
TS/PEG, 150 uM
TS/PEG Puffer 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4

3.9.9 Bestimmung der Stochiometrie der Hemmung von a-Thrombin durch HCII

Neben der Geschwindigkeit einer Reaktion und ihrem Gleichgewicht sind auch die
Verhiltnisse der miteinander reagierenden Spezies von Bedeutung. Bei der klassischen
Betrachtung der Stochiometrie beschreibt diese die Anzahl an Molekiilen einer jeden an einer
Reaktion beteiligten Spezies. Bei der Inhibierung von Serinproteasen durch Serpine ist die
Stochiometrie vielmehr ein Mal3, iiber welches sich das Verhéltnis des inhibitorischen- und
Substratpfades des branched pathway-Mechanismus der Serpine bestimmen ldsst (Abbildung
2.1-4). Die Stochiometrie der a-Thrombininaktivierung durch HCII wurde sowohl fiir
gereinigtes HCII aus humanem Plasma (3.6) als auch fiir die verschiedenen rekombinanten
HCII-Varianten (3.8) bestimmt. Der Stochiometrie-Index der Inhibition (SI) wurde in
Gegenwart von Heparin und Dermatansulfat oder in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen
bestimmt. Die Methode der SI-Bestimmung gleicht im wesentlichen den zuvor beschriebenen
kinetischen Arbeitstechniken. Eine durch active site-Titration bestimmte
o-Thrombinkonzentration wurde mit variierenden Konzentrationen an HCII bei Raum-
temperatur inkubiert. Der unkomplexierte Teil des a-Thrombins wurde durch seine
enzymatische Aktivitdt gegeniiber dem Substat und der Bildungsrate von p-Nitroanilin
detektiert. Durch einen Plot der o-Thrombinaktivitit (Ordinate) gegen das verwendete
Inhibitor/Enzymverhéltnis ([HCII]y/[T],) kann der SI-Wert aus dem Schnittpunkt einer
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linearen Regression an der Abszisse identifiziert werden. Die SI-Bestimmung kann auch

durch iterative Anpassung der experimentellen Daten an Gleichung (5) aus 3.9.8 erfolgen.

Tabelle 3.9-12: Bedingungen der Stochiometriebestimmung von o-Thrombin-Inhibierungsreaktionen

Komplexierungsansatz

Thrombinlésung

HCII-Lésung

Heparinlosung

Dermatansulfatlosung

TS/PEG Puffer

10 pL Thrombinlosung

10 pL Glykosaminoglykanldsung oder Puffer

80 uL HCII-Losung
Komplexierungszeit zwischen 60
bis 90 Minuten

Zugabe von 500 uL. Substratlosung
Messung der Extinktionsédnderung
bei 405 nm fiir 60 Sekunden

Losungen
o-Thrombin aus humanem Plasma (Sigma) in TS/PEG, 20 nM

gereinigtes rHCII (3.8) in TS/PEG, 0,031-6,25 nM
gereinigtes HCII aus humanem Plasma (3.6) in TS/PEG, 0,62-10 nM

Heparin (Sigma) intestinal mucosa (porcine), MW 15 kDa (avg.) in TS/PEG,
100 U/mL

Chondroitinsulfat B (Sigma) intestinal mucosa (porcine), MW 42 kDa (avg.)
in TS/PEG, 1000 pg/mL
20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7,4




Kapitel 4

Ergebnisse

Heparinkofaktor II (HCII) ist ein Mitglied der Serpinfamilie und unterscheidet sich durch
einige besondere Charakteristika von anderen Serpinen. Gegeniiber seiner Zielprotease
o-Thrombin besitzt HCII eine atypische Spaltstelle und der Mechanismus der Hemmung von
o-Thrombin erfolgt unter Beteiligung einer N-terminalen Doméne des HCII. Diese Hemmung
wird durch polyanionische Glykosaminoglykane wie Heparin und Dermatansulfat gefordert.
Die genaue Lokalisation der N-terminalen Doméne sowie deren Struktur im nativen HCII-
Molekiil sind nicht genau bekannt.

Die vorliegende Arbeit beschreibt Untersuchungen am HCII beziiglich der Wechselwirkung
mit Kofaktoren und die Bedeutung von Konformationsinderungen am HCII auf die
Heparinaffinitdt und die Hemmung von a-Thrombin. Das folgende Kapitel gliedert sich in
zwei thematische Abschnitte. Zuerst wird die Isolierung von HCII aus humanem Plasma (4.1)
beschrieben, wie auch die Heparininteraktion von HCII unter dem Einfluss von Zinkionen
durch Verwendung von chromatographischen oder biosensorischen Methoden (4.2).
Weiterhin wird die Féhigkeit von HCII zur Bindung von Zinkionen dargestellt (4.3) und der
Einfluss beschrieben, den diese Ionen auf die Konformation von HCII (4.4) und auf die
Reaktion mit a-Thrombin ausiiben (4.5).

Der zweite thematische Abschnitt stellt die Bedeutung der N-terminalen Doméne von HCII
und deren Einfluss auf den Mechanismus der Hemmung von o-Thrombin dar. Beschrieben
wird die Herstellung von Affinitdtmatrices fiir die Reinigung von rekombinantem HCII (4.6),
die Konstruktion von Expressionsplasmiden (4.7) fiir unterschiedliche HCII-Varianten und
die Expression dieser Varianten in eukaryotischen Zellsystem sowie die Isolierung der
exprimierten Proteine (4.8). Die Charakterisierung der rekombinanten HCII-Varianten
hinsichtlich des Mechanismus der Hemmung von a-Thrombin ist in den Abschnitten 4.9 und
4.10 beschrieben.



Kapitel 4: Ergebnisse 86

Einfluss von Zinkionen auf die Konformation von HCII und dessen

Affinitit zu Heparin

4.1 Produktion von HCII aus humanem Plasma

Die Untersuchungen am HCII beziiglich der Wechselwirkungen mit Kofaktoren und deren

Einfluss auf die Hemmung von a-Thrombin wurden mit HCII aus humanem Plasma
durchgefiihrt.

4.1.1 Isolierung und Reinigung

Die Reinigung von HCII aus Plasma ist eine bekannte Methode und basiert auf einer Abfolge
unterschiedlicher Trennungsschritte, welche fraktionierte Féallungen und chromatographische
Trennungen beinhalten ', wie unter 3.6.1 beschrieben. Die Fillungsschritte dienten allgemein
der groben Abreicherung von Fremdproteinen. Das verwendete Polyethylenglykol (PEG
8000) erlaubte es, Proteine zu prazipitieren ohne Denaturierungen zu verursachen. Durch den
Einsatz von Bariumchlorid konnten Vitamin-K-abhingige Gerinnungsfaktoren (z.B. Faktor
IX, Faktor X und Prothrombin) als Prézipitat aus dem Plasma entfernt werden. HCII wurde
erst bei PEG-Konzentrationen iiber 200 g/L ausgefillt, zusammen mit weiteren Proteinen wie
Albumin, Antithrombin III, Immunglobulinen und Transferrin. Zur Abreicherung von
Kontaminanten wurde HCII mit chromatographischen Methoden weiter aufgearbeitet. Unter
Verwendung einer Heparin-Sepharose-Chromatographie (siehe 3.6.2) konnten weitere
Proteine aus dem Gemisch entfernt werden. Bei dieser Affinititschromatographie wurde die
spezifische Bindung von Proteinen an Heparin ausgenutzt. Die Elution von HCII erfolgte in
einer Stufe mittels 0,2 M NaCl im Elutionspuffer. Unter diesen Bedingungen wurden mit
HCII noch weitere Proteine koeluiert (s.u.), welche ebenfalls spezifisch an Heparin binden.
Diese Proteine wurden mit Hilfe einer Anionentauscher-Chromatographie (siche Tabelle
3.6-2) weiter abgereichert und vom HCII separiert. Neben der Entfernung von
kontaminierenden Proteinen hatte die Anionentauscher-Chromatographie auch die Funktion
einer Aufkonzentrierung des Zielproteins. Die Elution von der lonentauschermatrix wurde

durch einen Lineargradienten von 0 bis 0,7 M NacCl erreicht.

! Griffith et al., 1985%; Zhang et al., 1994; Bohme, 2001
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Abbildung 4.1-1: Elutionsdiagramm einer
Anionentauscher-Chromatographie (Mono Q"
HR 5/5) von HCII aus humanem Plasma.
Proteindetektion im Eluat durch Messung der
UV-Absorption (A =280 nm, a.E. = absolute
Einheit). Die in den Eluatfraktionen enthaltenen
HCII-Konzentrationen (Balken) wurden mit
Hilfe eines ELISA (3.4.1.1) bestimmt.
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Wie in Abbildung 4.1-1 verdeutlicht, eluierte das gesamte HCII zwischen 10 und 25 mL des
Elutionsvolumens bei 120 bis 340 mM NaCl. HCII stellte in diesem Elutionsbereich den
Grofiteil des erhaltenden Proteins, war aber weiterhin mit anderen Proteinen verunreinigt
(siehe Abbildung 4.1-2). Diese Kontaminationen wurden durch Proteine verursacht, die einen
dhnlichen isoelektrischen Punkt (pI) wie HCII besitzen. Die Abbildung 4.1-2 zeigt in den
Spuren 1-12 die Eluatfraktionen der Anionentauscher-Chromatographie, mit HCII in den
Fraktionen 1 bis 6. In Spur 13 ist das Eluat der Heparin-Sepharose-Chromatographie
aufgetragen. Der Vergleich mit den Spuren der Anionentauscher-Chromatographie zeigt den

Erfolg dieser Reinigung.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Abbildung 4.1-2: SDS-PAGE  (Tris/Glycin)
und Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung der Rei-
nigung und Isolierung von HCII aus humanem
Plasma. Spuren 1 bis 12: Eluatfraktionen einer
FPLC®-Anionentauscher-Chromato graphie (10
bis 40 mL Elutionsvolumen, siehe Abbildung
4.1-1). Spur 13: Eluat der Heparin-Sepharose-
Chromatographie.

Fir viele Anwendungen, bei denen HCII immunologisch detektiert wird, stellen die
Fremdproteine kein Problem dar. Andere analytische Untersuchungen, welche im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, benétigten eine hohere Reinheit der HCII-Prédparation.
Der in dieser Arbeit beschriebene Effekt der stirkeren Assoziation von HCII an Heparin in
Gegenwart von Zinkionen (sieche 4.2.1) wurde zur weiteren Reinigung ausgenutzt (siche
Tabelle 3.6-2). Andere Methoden der Feinreinigung von Proteinen verwenden als letzten
Reinigungsschritt hdufig eine Gelfiltration (Ausschlusschromatographie), welche aber mit
einer Verdiinnung der Probe und mit Produktverlusten verbunden ist. Bei der Heparin-
Sepharose-Chromatographie konnte mittels Zinkionen (50 uM) im Puffersystem selektiv nur
die Affinitit von HCII zu Heparin erhoht werden, wihrend die Affinititen der
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verunreinigenden Proteine unbeeinflusst blieben. Durch die erzielte hohere Bindungsstirke
von HCII zu Heparin eluierte das Protein bei hoheren NaCl-Konzentrationen und wurde auf

diese Weise von den verunreinigenden Proteinen separiert.

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 Abbildung 4.1-3: SDS-PAGE (Tris/Glycin)
und Coomassie-Brilliant-Blau-Fiarbung einer
Heparin-Sepharose-Chromatographie.

HCII enthaltende Fraktionen der vorherigen
Anionentauscher-Chromatographie (Fraktionen
1-6, Abbildung 4.1-2) wurden vereinigt und
einer  FPLC"-Heparin-Sepharose-Chromato-
graphie in Gegenwart von 50 puM ZnCl,
unterzogen.

Das durch die Chromatographie in Gegenwart von Zinkionen erhaltene HCII aus Plasma
wurde hauptsédchlich in zwei Fraktionen eluiert (Spuren 8 und 9, Abbildung 4.1-3) und war
nahezu frei von Proteinverunreinigungen. Die in den Spuren sichtbaren schmalen Banden
unterhalb der Hauptbanden stellen Abbauprodukte von HCII dar, da diese Banden auch im
Western-Blot durch Anti-HCII-Antikorper detektiert wurden (nicht gezeigt). HCII, welches in
seinem reaktiven Zentrum gespalten ist, weist ein um ca. 6-8 kDa verringertes Molekular-
gewicht auf. Dieser Zerfall an der natiirlichen Spaltstelle von HCII wurde bei den meisten
Aufreinigungen beobachtet und nahm in der Regel mit der Anzahl an Reinigungsschritten zu.
Das apparente Molekulargewicht von HCII betrug im SDS-Gel etwa 72 bis 74 kDa, in
Ubereinstimmung mit der Literatur '. Dieses apparente Molekulargewicht weicht vom
tatsdchlichen Molekulargewicht (65,5 kDa) des HCII aufgrund von posttranslationalen
Modifikationen ab, welche die Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins im SDS-Gels
beeinflussen .

Das hier dargestellte Ergebnis der Reinigung ist reprisentativ fiir mehrere durchgefiihrte
HCII-Reinigungen aus humanem Plasma. Die Menge an HCII in den Eluaten der Anionen-
tauscher-Chromatographie betrug 6 bis 8,2 mg bei einem urspriinglich eingesetzten
Plasmavolumen von 300 mL (mit ca. 80 pg/mL HCII)?, was einer Gesamtausbeute von 25-
35 % entspricht. Die zusidtzliche Reinigung unter Verwendung der Heparin-Sepharose-

Chromatographie in Gegenwart von Zinkionen verringerte die Ausbeute auf 18-28 %.

! Tollefsen et al., 1982 ; Griffith et al., 1985 *°
2 Bohme et al., 2002
3 Tollefsen & Pestka, 1985°
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4.2  Heparininteraktion von HCII in Gegenwart divalenter
Kationen

Zum Inhalt dieser Arbeit gehdrten Untersuchungen der HCII-Wechselwirkung mit Heparin.
HCII besitzt die Eigenschaft an Heparin und heparindhnliche Glykosaminoglykane zu binden.
Obwohl die physiologische Wechselwirkung von HCII mit Glykosaminoglykanen noch
weitgehend ungeklart ist, ist diese Interaktion eine notwendige Bedingung fiir eine effektive
Hemmung von a-Thrombin durch HCII in vitro.

Da HCII schon bei geringer lonenstidrke von Heparin-Sepharose eluiert, ist die Affinitét von
HCII zu Heparin nur moderat. Schon physiologische lonenstirken konnen somit die
HCII/Heparin-Interaktion storen, gleichwohl wird vermutet, dass die HCII-Affinitit zu
Glykosaminoglykanen in vivo héher sein muss'. Wihrend andere Arbeitsgruppen dieses
Problem mit der Suche nach effektiveren Glykosaminoglykanen zu beantworten versuchen 2,
wird hier die Beeinflussung der HCII/Heparin-Interaktion durch einfache Kofaktoren
beschrieben. Bei der Auswahl solcher Kofaktoren schienen Zinkionen eine sinnvolle Wahl zu
sein, da Heparin, einer der wichtigen Aktivatoren von HCII, Zinkionen bindet 3 und bekannt
ist, dass die Bindung von Kationen an Glykosaminoglykane auch die Struktur oder Funktion
von assoziierten Proteinen beeinflussen kann*. So zeigen das PA4-Amyloid-Precursor-
Protein (APP) oder das Prion-Protein PrP in Gegenwart von Zinkionen oder anderen
divalenten Kationen eine verstirkte Bindung an Heparin oder heparinartige
Glykosaminoglykane °. Des Weiteren konnten einige Motive im humanen HCII identifiziert
werden, die eine Interaktion mit Zn’"-Ionen bewirken konnten. So enthdlt HCII eine
Aminosduresequenz (HExxH), die einem Teil des Bindemotivs von Zink-koordinierenden
Proteinen gleicht ®. Auch ist die Bindung von Zinkionen iiber einen Cluster von sauren
Aminosduren bekannt’, wie er in der N-terminalen Domine von HCII vorliegt
(Aminosdurepositionen 49-75).

Die Bindungsstudien am HCII in Gegenwart von divalenten Kationen wurden als analytische
Chromatographie mit Hilfe eines FPLC®-Systems oder als molekulare Interaktionsanalyse

mittels Oberflachenplasmonresonanz durchgefiihrt.

! Mitchell & Church, 2002

? Hayakawa et al., 2000 *°

3 Parrish & Fair, 1981; Woodhead ez al., 1986

* Bjork et al., 1989; Renne et al., 2000

> Bush et al., 1994; Pan et al., 2002

6 Alberts et al., 1998; Cummins et al., 1999; Fushimi ef al., 1999
7 Brand et al., 1988; Uversky et al., 2000
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4.2.1 Bestimmung der relativen Heparinaffinitit im chromatographischen System

Relative Affinitdten von Proteinen an einen immobilisierten Liganden lassen sich durch die
zur Elution notwendige Ionenstirke ausdriicken. Diese Methodik liefert keine absolute Werte,
eignet sich aber gut, um Anderungen der Affinititen zu verdeutlichen und ist im Fall von
HCII gebriuchlich '. Die Elution wurde durch eine linear ansteigende NaCl-Konzentration
induziert. Die die Elution verursachende NaCl-Konzentration konnte durch die zur Ionen-
stirke proportionale Leitfdhigkeit ermittelt werden. Der Nachweis der Proteine in den
Eluatfraktionen erfolgte durch einen Western-Blot (3.4.3), welcher auch die Kontrolle der

Integritdt der eluierten Proteine ermdglichte.

4.2.1.1 Relative Heparinaffinitit von HCII

Der Einfluss von divalenten Kationen auf die Heparinbindung von anderen Proteinen ist in
der Literatur bereits beschrieben >. Die Untersuchungen zur relativen Heparinaffinitit von
HCII in Anwesenheit verschiedener divalenter Kationen wurde wie unter 3.10.2 beschreiben
durchgefiihrt. Gereinigtes HCII aus humanem Plasma wurde auf eine 1 mL Heparin-
Sepharosesdule gebunden und durch einen NaCl-Gradienten eluiert. Dabei enthielten Lauf-
wie auch Elutionspuffer verschiedene zweiwertige Kationen in mikromolaren Konzen-
trationen. Um relative Heparinaffinititen unter verschiedenen Bedingungen vergleichen zu
konnen, mussten alle Versuche mit dem selben Sdulenmaterial vorgenommen werden. Von
der HiTrap = Heparin HP Sepharose  -Matrix eluierte HCII in Abwesenheit von Kationen in
einem Bereich von 180 bis 260 mM NaCl. Der grofite Anteil des eluierten Proteins sammelte
sich in einer Fraktion, die im Mittel 220 mM NacCl enthielt (Abbildung 4.2-1, Bild A). Unter
vergleichbaren Versuchsbedingungen, jedoch mit 50 uM ZnCl; in allen verwendeten Puffern,
eluierte HCII von Heparin bei merklich hoheren lIonenstirken. Die zur Elution notwendige
NaCl-Konzentration betrug zwischen 370 und 470 mM, mit einem Elutionsmaximum bei
ca. 400 mM NaCl (Abbildung 4.2-1, Bild B). Die relative Heparinaffinitit wurde durch die

Anwesenheit von Zinkionen nahezu verdoppelt.

! Blinder & Tollefsen, 1990; Bauman & Church, 1999; Hayakawa et al., 2002
* Bush et al., 1994
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Abbildung 4.2-1: Fraktionierung von HCII unter Einfluss von Zinkionen

HCII aus humanem Plasma wurde auf eine HiTrap Heparin HP Sepharose’ Siule gebunden und durch einen
linearen NaCl-Gradienten eluiert. Das Puffersystem enthielt entweder keine zweiwertigen Kationen (A) oder
aber 50 uM ZnCl, (B). Die Spuren 1 bis 13 entsprechen den Elutionsfraktionen 6 bis 18. Der Nachweis von
HCII in den Eluaten erfolgte als Western-Blot nach einer denaturierenden SDS-PAGE. Die lonenstirke wurde
durch Leitfahigkeitsmessung ermittelt.

Der Western-Blot belegt, dass das eluierte HCII intakt war und die verdnderte Affinitdt zu
Heparin nicht durch Degradation des Proteins verursacht wurde. Weitere Untersuchungen
zeigten zudem, dass die Elution in Gegenwart von Zinkionen nicht durch eine mdgliche
Denaturierung von HCII verursacht wurde, da dieses HCII bei erneuter Chromatographie auf
der Heparin-Sepharose-Matrix unter Zugabe von EDTA (1 mM), im Mittel wieder bei 220
mM NaCl eluierte (Kontrolle nicht abgebildet). Der Effekt einer Verdnderung des
Elutionsmaximums in Gegenwart von Zinkionen war zudem schon bei geringeren
Konzentrationen an ZnCl, zu detektieren. Ein Einfluss auf das Elutionsmaximum konnte
bereits bei 15 uM ZnCl, beobachtet werden (Ergebnis nicht dargestellt). Das Ergebnis der
hoheren Affinitdt von HCII zu Heparin in Gegenwart von Zinkionen konnte auch auf anderen
Heparin-Sepharose-Matrices reproduziert werden und war somit nicht auf eine Besonderheit
einer einzigen Sdulenmatrix zuriickzufiihren. Die ermittelte relative Affinitdt von HCII zu
Heparin in Abwesenheit von Zn®" liegt im Rahmen der Literaturwerte. Diese erstrecken sich
{iber einen Bereich von 180 bis 400 mM NaCl '. Die Varianz dieser Daten wird durch die
verwendeten, von einander abweichenden Affinitdtsmatizes verursacht. Auch die Art und
Form des Elutionsgradienten kann einen Einfluss auf die beobachtete Affinitdt haben. Dies
verdeutlicht, dass ein Vergleich von relativen Affinititswerten mit Literaturdaten nur
eingeschrinkt moglich ist und nur Daten, die auf der selben Matrix erhalten wurden,
zueinander in Bezug zu setzen sind.

Neben Zinkionen wurden weitere zweiwertige Kationen aus der Gruppe der Ubergangs-
metalle hinsichtlich ihrer Wirkung auf die relative Affinitdt von HCII zu Heparin untersucht.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in gleicher Weise wie zuvor als Heparin-Sepharose

! Pratt et al., 1992; Gettins et al., 1996; Liaw, et al., 1999
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Chromatographie in Gegenwart von 50 uM des jeweiligen Metallkations. Als divalente lonen
der Ubergangsmetalle fanden die Kationen von Mangan, Nickel, Kupfer, Kobalt und
Cadmium Verwendung. Nicht alle diese lonen besitzen eine physiologische Relevanz, wurden
aber als Kontrollen in die Untersuchungen miteinbezogen. Zink besitzt mit einer Elektronen-
konfiguration [Ar] 3d" 4s” keine Fahigkeit zu d-d-Ubergingen, ein Charakteristikum welches
normalerweise Elemente der Ubergangsgruppe kennzeichnet. Auch dhneln Zink und andere
Elemente der Gruppe IIb in ihrer Elektronenkonfiguration des Elements als auch des lons eher
den Elementen der zweiten Hauptgruppe. Daher wurden auch die beiden Kationen von
Kalzium und Magnesium aus der zweiten Hauptgruppe des Periodensystems flir
Untersuchungen herangezogen. Die Ergebnisse der Bestimmung von relativen Affinititen

sind in Form von Tabelle 4.2-1 wiedergegeben.

Tabelle 4.2-1: Effekt von divalenten Kationen auf die rel. Bindungsaffinititen an Heparin HP Sepharose

Protein Kationen Elutionsmaximum (mM NaCl)

HCII ohne Kationen oder in Gegenwart von EDTA 220
50 uM Zn** 400
50 uM Mn** 220
50 uM Ni%* 280
50 uM Cu** 270
50 uM Co** 250
50 M Cd** 230
1000 pM Mg** 220
1000 uM Ca** 220
50 uM Zn**, 1000 pM Mg** 400
50 uM Zn**, 1000 pM Ca** 400

a-Thrombin ohne Kationen 500
50 uM Zn** 500

Relative Bindungsaffinititen der heparinbindenden Proteine zu Heparin HP Sepharose™, ermittelt durch
Affinitatschromatographie (FPLC).

Von den untersuchten Kationen waren neben Zn>" lediglich die Ionen von Nickel, Kupfer und
in etwas geringerem Ausmal} Kobalt, befahigt die Heparinaffinitit von HCII zu beeinflussen.
Andere Kationen zeigten keine Anderung des Elutionsmaximums. Der erzielte Einfluss von
Nickel-, Kupfer- und Kobaltionen auf die Heparinaffinitdt von HCII war wesentlich geringer
als der Effekt, der durch Zinkionen erzielt wurde. In der Literatur finden sich verschiedene
Beispiele, bei der Proteine mit spezifischer Zinkaffinitdt im geringerem Umfang auch durch
Kupfer- und Nickelionen beeinflusst werden '. Die Ionen der Elemente Magnesium und
Kalzium zeigten keine Beeinflussung der Heparinaffinitidt von HCII. Auch in physiologischen
Konzentrationen (1 mM)? zeigten diese lonen keinen Effekt auf das Elutionsverhalten, noch

waren diese Tonen in Kompetitionsexperimenten in der Lage, den durch 50 pM Zn>"

! Kluszynski et al., 1997; Borza & Morgan, 1998; Horne ef al., 2001
* Corkey et al., 1986
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verursachten Effekt zu unterbinden. Durch diese Kompetitionsexperimente konnte ein
unspezifischer, rein ionischer Effekt von Zn>" auf die HCII/Heparin Wechselwirkung
ausgeschlossen werden. Die Anderung der Heparinaffinitit durch Zinkionen war spezifisch
fiir HCII, wie durch Kontrollexperimente mit a-Thrombin belegt werden konnte. Diese
Serinprotease besitzt zwei mogliche Heparin-Bindestellen und eluiert von Heparin-Sepharose
zwischen 500 und 650 mM NaCl '. Die hier vorgenommenen Untersuchungen zeigten ein
Elutionsmaximum von o-Thrombin bei ca. 500 mM NaCl, das unabhingig von der
Anwesenheit von 50 uM ZnCl, war. Der Effekt, den Zinkionen auf die HCII/Heparin-
Wechselwirkung haben, ist somit spezifisch fiir HCII.

4.2.1.2 Relative Heparinaffinitit des HCII/a-Thrombin-Komplexes

Neben der Affinitit von HCII zu Heparin ist ebenso die Wechselwirkung des
HCIl/o-Thrombin-Komplexes mit Heparin von Interesse. Beide Komponenten des SDS-
stabilen Komplexes, Protease wie auch HCII, besitzen Heparinbindestellen. o-Thrombin
besitzt zwei anionenbindende Dominen, bindet an Heparin aber ausschlieflich iiber die
Exosite II. Die zweite Anionenbindestelle (Exosite I) ist beim Komplexierungsmechanismus
mit HCIT von Bedeutung *. Bislang konnte die Affinitit des HCII/a-Thrombin-Komplexes zu
Heparin nicht eindeutig gekliart werden, da die Elutionswerte des Komplexes weder denen
von HCII noch denen von o-Thrombin entsprechen . Als Losungsansatz zu diesem Problem
wurden Affinitdtsuntersuchungen des Komplexes an Heparin-Sepharose unter Verwendung
von 50 pM Zn*" im Puffersystem vorgenommen, welches die Affinitéit zu HCII, aber nicht die
zu o-Thrombin beeinflusst (s.u). Die Komplexierung wurde wie unter 3.10.1 beschrieben in
Abwesenheit von Glykosaminoglykanen durchgefiihrt, um eine Kompetition zwischen
immobilisiertem Heparin der Affinitdtsmatrix und Glykosaminoglykanen im Analyten zu
verhindern. Die Fraktionierung des Reaktionsansatzes mit allen darin enthaltenen
Komponenten wurde wie unter 3.10.2 beschrieben mit einem FPLC®-System durchgefiihrt.

Das Ergebnis als Western-Blot ist in Abbildung 4.2-2 wiedergegeben.

! Pratt & Church, 1992; Ding & Xu, 1995; Han & Tollefsen, 1998
% Sheehan et al., 1994
3 Bohme, 2001
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Abbildung 4.2-2: Fraktionierung von HCII, a-Thrombin und deren Komplex unter den Einfluss von Zinkionen.
Ein HCII/o-Thrombin-Komplexierungsansatz wurde einer Chromatographie auf HiTrap  Heparin HP
Sepharose " unterworfen. Die Elution erfolgte gegen einen linear ansteigenden NaCl-Gradienten (0 - 1 M) in
Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 50 uM ZnCl,. Die Spuren 1-13 sind Eluatfraktionen des linearen
Gradienten von 170 bis 670 mM NaCl. Die Detektion erfolgte durch einen Western-Blot mit Primérantikdrpern
gegen HCII sowie o-Thrombin. In den dargestellten Bildern sind die Banden den Komplexbestandteilen
folgendermafBien zuzuordnen: HCII (72 kDa), a-Thrombin (33 kDa), Komplex (ca. 110 kDa).

Die HCII-Affinitdt zu Heparin wurde durch Zinkionen beeinflusst, die von o-Thrombin
jedoch nicht. In Abwesenheit von Zinkionen eluierte HCII iiber einen Bereich von 200 bis
245 mM NacCl und in Gegenwart von 50 uM ZnCl, bei hoheren NaCl-Konzentrationen von
340 bis 430 mM. Demgegeniiber blieb die Elution von o-Thrombin von Zinkionen
unbeeinflusst. In beiden Fillen betrug die zur Elution der Serinprotease notwendige NaCl-
Konzentration 470 bis 550 mM. Damit bestitigte die Fraktionierung des HCIl/o-Thrombin-
Komplexes an Heparin-Sepharose die zuvor gemachtem Aussagen (Tabelle 4.2-1). Der
Komplex aus HCII und a-Thrombin ist im 10 % SDS-PAGE als ca. 110 kDa Bande sichtbar.
Sein Elutionsverhalten war ebenso wie das von HCII mittels Zinkionen modifiziert. Der
grofite Anteil des Komplexes eluierte unter Standardbedingungen zwischen 335 und 470 mM
NaCl. Doch bei Anwesenheit von Zinkionen (50 pM) im Puffersystem waren hdhere
Ionenstérken (470 bis 630 mM NaCl) notwendig um den Komplex zu eluieren. Eine Angabe
von Elutionswerten des Komplexes ist nicht exakt moglich, da der Komplex iiber sehr viele
Fraktionen eluierte. Zweifelsfrei erkennbar ist die Tatsache, dass die Gegenwart von
Zinkionen einen Einfluss auf die Affinitit des HCII/a-Thrombin-Komplexes zu Heparin
hatte. Damit besteht die Mdglichkeit, dass der HCII/a-Thrombin-Komplex iiber die Heparin-
bindestelle vom HCII an Heparin gebunden wird, da er wie reines HCII — aber im Gegensatz

zu o-Thrombin - eine Affinitéitssteigerung durch die Ionen erféahrt.
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4.2.2  Bindungsstudien von HCII an immobilisiertem Heparin

Durch chromatographische Untersuchungen konnte die relative Affinitit von HCII zu Heparin
und der Einfluss von Zinkionen bestimmt werden. Mit einer unabhéngigen Methode sollten
diese Ergebnisse tiberpriift und weitergehende Untersuchungen vorgenommen werden. Die
Wechselwirkung zwischen HCII und Heparin sollte durch molekulare Interaktion zwischen
dem immobilisierten Liganden (Heparin) und HCII in der mobilen Phase (Analyt) durch SPR-
Bindungsstudien (Oberflachenplasmonresonanz, surface plasmon resonance) mittels eines
Biacore-Instruments untersucht werden. Die Anderung des Brechungsindex ist proportional
zur Bindung des Analyten an den Liganden der Sensoroberfliche und resultiert in einer
Anderung des SPR-Signals. Dieses wird in Form von RU-Werten (Response Units) als
Funktion der Zeit dargestellt. Die Oberflichenplasmonresonanz wurde bereits fiir
Interaktionsstudien von Proteinen mit Heparin eingesetzt, wobei die Immobilisierung durch
ein Heparin-Albumin-Konjugat ' oder durch biotinyliertes Heparin > vorgenommen wurde.
Auch die Bedeutung von divalenten Kationen fiir die Heparinbindung von Proteinen mittels
SBR-Bindungsstudien ist in der Literatur beschrieben *. In dieser Arbeit wurde ein dhnliches
Modell fiir die Interaktionsstudien von HCII an Heparin entworfen. Fiir die Darstellung der
funktionalisierten =~ Sensoroberfliche wurden kommerziell verfligbare Komponenten
verwendet. Der Sensorchip SA (Biacore AB, siche Tabelle 3.10-4) war bereits mit
Streptavidin konjugiert und Heparin-Biotin wurde von Calbiochem bezogen. Die einfache
Konstruktion der immobilisierten Oberfliche durch kommerzielle Komponenten
gewihrleistete eine schnelle und reproduzierbare Herstellung des funktionalisierten
Biosensors.

Die Immobilisierung des biotinylierten Heparins erfolgte wie unter 3.10.4.1 beschrieben in
dem Biacore® 3000 System. Die Kontaktzeit des Liganden mit der Sensoroberfliche betrug 3
Minuten bei einer Flussgeschwindigkeit von 20 pL/min. Der mittlere Immobilisierungsgrad

verschiedener Ligand-Immobilisierungen lag bei 60 bis 120 RU.

4.2.2.1 Kontrolle der Funktionalitiit des Biochips

Der durch die Immobilisierung von Heparin generierte Biochip musste vor Beginn der
Messreihen auf seine Funktionalitdt tiberpriift werden. Generell sollte HCII an die Heparin-
konjugierte Chipoberfliche binden und diese Bindung sollte spezifisch iiber den Liganden
erfolgen. Zur Kontrolle der Bindung von HCII an die Sensoroberfliche wurden
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Wie bereits beschrieben, wird die HCII/Heparin-
Wechselwirkung bei steigender lonenstirke im umgebenden Milieu verringert. Daher wurde

der Analyt (HCII) mit unterschiedlichen Konzentrationen an NaCl im Puffer an der

! Zhang et al., 2002
2 Williams & Straus, 1997; Hernaiz et al., 2000; Kett ez al., 2003
3 Borza & Morgan, 1998; Isawa et al., 2002; Ricard-Blum, 2004
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Chipoberfliche gebunden. Die Interaktionsuntersuchungen wurden wie in Tabelle 3.10-5

beschrieben vorgenommen.
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Abbildung 4.2-3: SPR Sensorgramme zur Kontrolle der Bindungsspezifitit von HCII an den Biosensor.

A: HCII (0,09 uM) bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen im Analyten (1: 0 mM; 2: 50 mM; 3: 150 mM
NaCl jeweils in 10 mM HEPES, 0.005% (v/v) Tween 20, 3 mM EDTA, pH 7,4).

B: Kompetition der Bindung von HCII (0,2 pM) durch 16sliches Heparin im Analyten (4: 0 nM; 5: 50 nM;
6: 400 nM Heparin jeweils in 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0.005% (v/v) Tween 20, 3 mM EDTA, pH 7,4).

Wie in Abbildung 4.2-3, A dargestellt, nahm die Menge des an der Chipoberflidche
gebundenen HCII mit steigender NaCl-Konzentration im Puffer ab. Dies kann als indirekter
Nachweis fiir die HCII/Heparin Interaktion auf der Sensoroberfliche angesehen werden. Die
in Abbildung 4.2-3 dargestellten Bindungskurven stellen typische Sensorgramme der
HCII/Heparin Interaktion dar. Die Injektionsphase (0 — 300 Sekunden) war durch eine erh6hte
Massendetektion (als Response Units, RU) gekennzeichnet, welche in eine unterschiedlich
ausgepragte Sittigung miindete. Nach Beendigung der Probeninjektion kam es zur
Dissoziation des gebundenen Analyten und zu einem unterschiedlich starken Abfall der
Response. In der Dissoziationsphase (300 — 600 Sekunden) {iberspiilte ein Laufpuffer die
Sensoroberflache, welcher 150 mM NaCl enthielt. Dies erklart auch das starke Abfallen der
Response in Bild A (Abbildung 4.2-3). Hier wurde in den Proben 1 und 2, HCII in Gegenwart
geringer NaCl-Konzentrationen (0 und 50 mM) an den Biochip gebunden. Die Dissoziation
fand in Gegenwart hoherer NaCl-Konzentrationen statt als die Bindung, was die Dissoziation
verursachte. Die Interaktionsanalysen an dem Heparin-konjugierten Biochip belegten einen
Einfluss von NaCl auf das Ausmall der Bindung von HCII, wie es fiir eine HCII/Heparin
Interaktion zu erwarten war.

Einen direkteren Beleg fiir die Spezifitit der Bindung stellten Untersuchungen mit 16slichem
Liganden im Analyten dar. Die Interaktionsexperimente an immobilisiertem Heparin wurden
mit HCII im Analyten durchgefiihrt, welchem geldstes Heparin zugefligt war. Es bestand
somit eine Konkurrenz zwischen gelostem und immobilisiertem Heparin. In Abbildung

4.2-3, B ist zu erkennen, dass bei Anwesenheit von Heparin im Analyten die Bindung von
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HCII an die Sensoroberfliche konzentrationsabhingig abnahm. Geldstes Heparin war besser
zuginglich fiir HCII und eine Bindung an das Heparin der Chipoberfldche erfolgte nicht mehr
oder nur in geringem Ausmal. Diese Ergebnisse sind ein direkter Beleg fiir die Spezifitét der

Heparin-vermittelten Bindung von HCII an die Sensoroberfldche.

4.2.2.2 Interaktion von HCII mit Heparin in Gegenwart divalenter Kationen

Die in Abschnitt 4.2.1.1 dargestellten Ergebnisse belegten einen Einfluss von divalenten
Kationen auf die relativen Affinititen von HCII zu Heparin-Sepharose (4.2.1.1).
Untersuchungen auf dem Heparin-konjugierten Biochip sollten diese Ergebnisse verifizieren.
Die Bindungsstudien folgten der beschriebenen Vorgehensweise (siehe 3.10.4.2) mit HCII
(0,75 uM) als Analyt, unter Zusatz von divalenten Kationen (50 uM). Abbildung 4.2-4 zeigt
die Sensorgramme der Bindung von HCII an Heparin unter dem Einfluss verschiedener
Ubergangsmetallionen.

400 Abbildung 4.2-4: Effekt divalenter Kationen auf die
Bindung von HCII an immobilisiertes Heparin.
Injektion von HCII (0,75 puM, 20 pL/min) in
Gegenwart unterschiedlicher Kationen (1: Zn*"; 2:
Cu®"; 3: Ni?"; 4: Co* oder Cd*; 5: Mn®" oder
ETDA, je 50 uM in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl,
0.005% (v/v) Tween 20, pH 7,4).
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Wie in der Abbildung 4.2-4 zu erkennen ist, zeigten die Kationen von Zink, Kupfer und
Nickel, welche auch einen Einfluss auf die relativen Affinitdten an Heparin-Sepharose hatten,
eine Beeinflussung der HCII-Bindung an den Heparin-konjugierten Biochip.

In Abwesenheit von Kationen betrug die maximale Response am Ende der Injektionsphase
125 RU (Sensorgramm 5). Ionen von Mangan, Kobalt oder Kadmium beeinflussten die
Bindung nur im geringen Ausmal} oder gar nicht. Lediglich Nickel- (RU: 160), Kupfer- (RU:
230) und Zinkionen (RU: 315) wirkten sich auf die Bindungseigenschaft von HCII an Heparin
aus. In Gegenwart von 50 uM Zn>" war die erreichte Response mit 315 RU mehr als 2,5 mal
so hoch als in Abwesenheit von divalenten Ionen. Neben der groften maximalen Bindung von
HCII zeigten Zinkionen auch den stirksten Effekt auf die Bindungsgeschwindigkeit. Dies
wird durch den sprunghaften Anstieg der Response innerhalb der ersten 20 Sekunden der
Injektion deutlich. Die Effekte der unterschiedlichen Ionen auf die maximale Response der

Bindung sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 4.2-2: Effekt von divalenten Kationen auf die Bindung von HCII an immobilisiertes Heparin

Protein Kationen Responsezunahme in Prozent®
HCII 50 uM Zn** 252

50 uM Cu** 184

50 uM Ni** 128

50 uM Cd** 107

50 uM Co** 105

50 uM Mn** 100

ohne Kationen oder in Gegenwart von EDTA 100

* Bindung von HCII (0,75 uM) an einen Heparin-konjugierten Biochip. Die Ergebnisse sind als prozentualer
Zuwachs der maximalen Response von der Basislinie (Nulllinie) dargestellt.

Zink- und Kupferionen waren unter physiologischen Bedingungen effektiver in der
Beeinflussung der Heparinbindung von HCII als Nickelionen. Mangan-, Kobalt- oder
Cadmiumionen zeigten keine Wirkung auf die Bindung von HCII. Die hier erzielten
Ergebnisse beziiglich der Wirkung verschiedener divalenter Kationen auf die Heparinbindung
von HCII sind in ihrer Tendenz vergleichbar mit in der Literatur beschriebenen Daten fiir die
Bindung anderer Proteine an Heparin. Proteine, die hinsichtlich einer Zinkbindung untersucht
wurden oder fiir welche eine Beeinflussung ihrer Heparinbindung durch Zinkionen
beschrieben ist, werden meist auch durch Kupferionen, jedoch weniger durch Mangan- oder
Nickelionen beeinflusst .

Die hier erhaltenen Bindungskurven dokumentieren die Menge an gebundenem HCII unter
Zusatz der verschiedenen lonen und sind nicht mit den relativen Affinitdten an Heparin-
Sepharose gleichzusetzen (siehe 4.2.1.1). An Heparin-Sepharose wurde die Stdrke der
HCII/Heparin Wechselwirkung in Form ihres Elutionsmaximums im NaCl-Gradienten
ermittelt. Dagegen repriasentieren die Bindungskurven im Biacore das Ausmal3 der Bindung
und ihre Geschwindigkeit. Wenn auch die Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden nicht
direkt in Bezug zu setzen sind, sind die ermittelten Tendenzen beider Methoden durchaus

vergleichbar.

4.2.2.3 Interaktion von HCII mit Heparin in Abhingigkeit der Zn**-Konzentration

In Abschnitt 4.2.2.2 wurde die Verstirkung der Bindung von HCII an immobilisiertes Heparin
durch 50 uM Zn** beschrieben. Nachfolgend wurden Untersuchungen vorgenommen, um zu
iiberpriifen, ob diese Beobachtung ein spezifischer Effekt der Zinkionen war. Es bestand die
Moglichkeit, dass die Zinkionen selbst die hohere Response an immobilisiertem Heparin
verursachten oder dass HCII in Gegenwart von Zn>" unspezifisch mit der Sensoroberfliche
reagiert. Dazu wurden Interaktionsstudien am Biochip vorgenommen, mit HCII (0,75 pM) im
Analyten, dem unterschiedliche Konzentrationen an ZnCl, zugesetzt wurden. Die Ergebnisse

dieser ,, Titrationsreihe sind in Abbildung 4.2-5 als Sensorgramme wiedergegeben.

"Yip et al., 1989; Borza & Morgan, 1998; Chavakis et al., 1999
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Abbildung 4.2-5: Effekt der Zn®'-Konzentration auf die Interaktion zwischen HCII und immobilisiertem
Heparin.

A: Sensorgramme der Bindung von HCII (0,75 pM in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.005% (v/v) Tween 20,
pH 7,4) an den Heparin-konjugierten Biochip in Gegenwart von Zinkionen (von unten nach oben: 0, 5, 15, 50,
200 und 1000 pM).

B: Darstellung der maximalen erreichten Response am Ende der Injektionsphase (z=300 Sekunden) in
Abhingigkeit der Zinkionenkonzentration. Die verwendeten Daten wurden den Sensorgrammen aus Bild A
entnommen.

Bild A (Abbildung 4.2-5) zeigt die Bindung von HCII an Heparin in der Injektionsphase im
Zeitbereich von 0 bis 300 Sekunden. Den Sensorgrammen war eine Abhédngigkeit der HCII-
Bindung von der Zinkkonzentration im Analyten zu entnehmen. Diese Abhdngigkeit zeigte
sich in einer starken Zunahme der Response, gleichbedeutend mit einer quantitativ héheren
Assoziation von HCII an Heparin. Neben der hoheren Assoziation war auch eine Zunahme
der Assoziationsgeschwindigkeit mit steigender Zinkionenkonzentration zu beobachten. Ein
solcher Effekt wurde auch bei Interaktionsstudien von anderen heparinbindenden Proteinen in
Gegenwart von Zinkionen beobachtet '.

Bild B (Abbildung 4.2-5) zeigt einen Plot der maximal erreichten Response bei Ende der
Injektionsphase in Abhingigkeit der eingesetzten Zn®'-Konzentration. Die maximale
Response steigt mit der Zn*"-Konzentration in Form einer Hyperbel an und erreicht bei hohen
Zinkionen-Konzentrationen eine Séattigung. Unspezifische Bindungen von HCII an den
Biochip in Gegenwart von Zinkionen, wie auch Reaktionen der Proteinmolekiile miteinander
sind daher weitgehend auszuschlieen, da diese zu einem linearen Anstieg der Response mit
der Ionenkonzentration fiihren wiirden. Die Abhédngigkeit der erzielten Response von der
Zinkkonzentration ist ein Beleg fiir einen spezifischen Einfluss der divalentan Kationen auf
die Heparinbindung von HCII.

! Ricard-Blum et al., 2004
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Um die Spezifitit des Einflusses der Zinkionen auf die HCII/Heparin-Interaktion zu belegen,
wurden weitere Kontrollexperimente durchgefiihrt. Die HCII-Bindung an Heparin in
Gegenwart von Zinkionen wurde in Kombination mit ldslichem Heparin im Analyten
untersucht. Dieses Kompetitionsexperiment gleicht dem wunter 4.2.2 beschriebenen
Kontrollversuch. Die Sensorgramme der Kontrollen sind in Abbildung 4.2-6 wiedergebeben.
Die in Gegenwart von 1 mM Zn*" erzeugte Response (Sensorgramm 1) der HCII-Bindung an
Heparin wurde bei Zugabe von 2 pM Heparin im Analyten (Sensorgramm 2) nahezu
vollstindig ausgeloscht. Dies verdeutlicht, dass die starke Response bei Anwesenheit von
Zinkionen durch die HCII/Heparin-Interaktion verursacht wurde und nicht durch eine
unspezifische Assoziation von HCII an der Sensoroberfliche. Somit demonstriert der
Kompetitionsversuch, dass auch in Gegenwart von Zinkionen die Bindung von HCII {iber
dessen Heparinbindestelle erfolgt und nicht iiber unspezifische Oberflaichenladungen am
HCII. Auch konnte gezeigt werden, dass die Responsezunahme kein Effekt der Zinkionen

allein darstellt (Sensorgramm 3).

1000 Abbildung 4.2-6: SPR-Sensorgramme zur Kontrolle
der Wirkung von Zinkionen auf die HCII/Heparin-
800 1 Interaktion in 10 mM HEPES, 150 mM NacCl,

0.005% (v/v) Tween 20, pH 7.,4.

1: Bindung von HCII (0,75 pM) an den Heparin-
konjugierten Biochip in Gegenwart von 1 mM Zn*"
2: HCII (0,75 pM), Zn** (1 mM) und Heparin
(2 uM)

3: Zn*" (1 mM).

Response Units [RU]

01 ) | 4

0 100 200 300 400 500 600
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4.2.2.4 Interaktion von HCII und ATIII mit immobilisiertem Heparin

Um zu zeigen, dass der Einfluss von Zinkionen auf die Heparinbindung von HCII keine auf
alle heparinbindenden Proteine iibertragbare Funktion darstellt, sondern eine Eigenschaft des
HCII dokumentiert, wurden Untersuchungen mit einem Vergleichsprotein durchgefiihrt. Als
Vergleichsprotein wurde ATIII gewdhlt, wie HCII ein Serpin, das diesem in Funktion und
Struktur &hnelt und iiber analoge Proteindomédnen und Aminosduren seine Heparinaffinitdt
ausbildet. HCII- und ATIII-Losungen im Bereich der physiologischen Konzentrationen
wurden jeweils ohne und mit 50 uM ZnCl, im Analyten iiber den Heparin-konjugierten
Sensorchip mit einer Flussrate von 20 pL/min geleitet. Overlays mehrerer Sensorgramme mit
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen sind fiir HCII in Abbildung 4.2-7 und fiir ATIII in
Abbildung 4.2-8 wiedergegeben. Die Sensorgramme sind auf eine gemeinsame Nulllinie

normiert.
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Abbildung 4.2-7: HCII-Sensorgramme der Assoziation an immobilisiertes und der Dissoziation von
immobilisiertem Heparin. Die Analyten enthielten HCII in acht verschiedenen Konzentrationen (von unten nach
oben: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 2,7 und 3,2 pM) ohne Kationen (A) oder unter Zugabe (B) von Zn** (50 uM).
Puffersystem: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.005% (v/v) Tween 20, pH 7.4); Injektionsvolumen 120 pL;
Flussrate 20 pL/min. Die Bindung des Proteins an der Sensoroberfliche durch Assoziation/Dissoziation ist in
Response Units (RU) in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt wie unter 3.10.4 beschrieben.

Die Bindungskurven der Interaktion von HCII mit immobilisiertem Heparin dokumentierten
den schon zuvor beschriebenen Effekt der stirkeren Bindung von HCII an Heparin in
Gegenwart von Zinkionen. Die Injektion von HCII verursachte ein Response-Signal, welches
in Abhédngigkeit von der Proteinkonzentration (0,04 - 3,2 uM) anstieg. Dieser Anstieg war
sowohl in Abwesenheit und Anwesenheit von 50 uM Zn>" im Analyten (A bzw. B, Abbildung
4.2-7) zu verzeichnen, in Geschwindigkeit und Ausmal jedoch unterschiedlich ausgeprégt. In
Gegenwart von 50 uM Zn>" verlief die Assoziation mit hoherer Geschwindigkeit und
resultierte in Abhdngigkeit von der jeweiligen HCII-Konzentration, in zwei- bis dreimal
hoheren Response-Signalen als in Abwesenheit der Kationen. Dies belegte die gesteigerte
Kapazitit des Heparin-Sensorchips gegeniiber HCII in Gegenwart von Zinkionen. Das
Heparin-Konjugat war nicht, oder zumindest nicht allein fiir die zusétzliche Bindung
verantwortlich. Dies konnte nachfolgend durch identisch durchgefiihrte Untersuchungen mit
ATIII belegt werden. ATIII bindet Heparin ebenso wie HCII {iber vorwiegend basische
Doménen, die sich in Struktur und Aufbau dhneln (2.2.2). Immobilisierte Heparinstrukturen
mit Affinitdit zu HCII

unterschiedlicher Intensitit. Die Sensorgramme der ATIII-Interaktion mit immobilisiertem

sind ebenso zur Bindung an ATIIl befdhigt, wenn auch mit

Heparin zeigten - im Gegensatz zu HCII - keine Beeinflussung der Bindung in Anwesenheit
im Analyten (Vergleich von Bild A mit B, Abbildung 4.2-8). Die

Assoziationsphasen zeigten einen identischen Verlauf und auch die maximalen Response-

+
von Zn’

Signale waren nicht wesentlich durch Zn®" beeinflusst. Insgesamt verdeutlicht dies, dass der
Effekt von Zinkionen auf die Bindung an Heparin proteinspezifisch ist und lediglich HCII
betrifft, nicht aber ATIII.
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Abbildung 4.2-8: ATIII-Sensorgramme der Assoziation an immobilisiertes und der Dissoziation von
immobilisiertem Heparin. Die Analyten enthielt ATIII in sieben verschiedenen Konzentrationen (von unten nach
oben: 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 1,5 und 2 uM) in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 50 uM Zn*" im
Puffersystem. Weitere Einzelheiten entsprechen den in Abbildung 4.2-7 beschriebenen Angaben. Die
Regeneration des Sensorchips wurde in Anschluss an die Dissoziationsphase mit drei 10 pL-Injektionen 50 mM
HEPES, 2 M NaCl, pH 9,5 durchgefiihrt.

4.2.2.5 Quantitative Bestimmung der Assoziation von HCII und ATIII an

immobilisiertes Heparin

Die zuvor durchgefiihrten qualitativen Untersuchungen zur HCII-Bindung an Heparin unter
dem Einfluss von Zinkionen sollten in nachfolgenden Bindungsstudien quantitativ
charakterisiert werden. Die SPR-Technologie bietet die Moglichkeit, Bindungsparameter
direkt aus dem zeitabhingigen Bindungsprozess, als auch aus den Bindungsdaten im
Gleichgewicht zu bestimmen '. Innerhalb der Bindungsphase (0 - 300 Sekunden) wurde
weder fiir HCII noch fiir ATIII eine statische Response des Gleichgewichts aus Assoziation
und Dissoziation (steady-state) erreicht. Dies ist fiir die Bestimmung von kinetischen oder
thermodynamischen Konstanten auch nicht zwingend erforderlich, da die kinetischen
Konstanten &, und k4 (in der Literatur hdufig auch als k., und k¢ bezeichnet) fiir die
Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeit und damit auch die Stabilititskonstante
(Dissoziationskonstante) Ky direkt aus den Sensorgrammen durch mathematische Verfahren
ermittelt werden kdnnen. Mit den vorliegenden Sensorgrammen war es aber nicht moglich,
die Bindungskurven durch kinetische Modelle zu beschreiben. Die BiaEvaluation Software
(Vers. 3.1) bietet Modelle zur

Bindungskurven, die auf einem 1:1 (Langmuir) Bindungsmodell basieren. Keines dieser

unterschiedliche mathematische Auswertung  der
Modelle konnte den zeitlichen Verlauf der Bindung von HCII korrekt wiedergeben.
Dissoziationskonstanten konnen auch iiber statische Modelle ermittelt werden. Dies wird

durch Sittigungskurven der maximal erreichten Response und der dazugehdrigen

! BIAcore 3000 Instrument Handbook, Biacore AB, Schweden; Karlsson ef al., 1991; Nieba et al., 1996
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Analytkonzentration (4,,) erreicht. Mathematische Funktionen, welche die Anderung des
Bindungssignals ARU = f{4,,) wiedergeben (Gleichungen 1 und 2, s.u.), werden in der
Literatur verwendet '. Iterative Niaherungen des mathematischen Ausdrucks an die
experimentellen Daten fiihrten zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Ky Beide
angefiihrten Funktionen ergaben trotz ihrer unterschiedlichen Komplexitit gleiche Ergebnisse

(RUpqy : maximale Response, [A]i : Analytkonzentration, [L]punq : Ligandkonzentration).

ARU = RUmax—[Aot (1)
Kd + [A]mt
2
ARU = y- Kd + [L]b;md + [A]tot _ [Kd + [L]b;rnd + [A]totJ _ [L]bound . [A]mt (2)

Die nachfolgende Abbildung stellt die Sattigungskurven der Bindung von HCII (A) und ATIII
(B) an immobilisiertes Heparin unter dem Einfluss von Zn®" dar, wie sie durch die Anpassung

der Messwerte an obigen Funktionen erhalten werden.
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Abbildung 4.2-9: Sittigungskurven der Bindung von HCII (A) und ATII (B) an immobilisiertes Heparin in
Abhingigkeit der Proteinkonzentration. Die Bindung der Serpine erfolgte in Abwesenheit (schwarze Kurve) oder
Anwesenheit (graue Kurve) von 50 pM Zn** im Analyten. Die verwendeten Daten wurden den in Abbildung
4.2-7 und Abbildung 4.2-8 dargestellten Sensorgrammen entnommen. Die Séttigungskurven wurden durch
mathematische Anpassung an die Messwerte unter Verwendung der angefiihrten Funktion 2 mit dem Programm
SigmaPlot erhalten.

Die Bindung von ATIII an den Heparin-konjugierten Sensorchip zeigte keine Beeinflussung
durch Zinkionen. Die Sittigungskurven waren nahezu deckungsgleich, was auch in den
berechneten Dissoziationskonstanten verdeutlicht wurde. Mit 0,76 und 0,66 pM fiir die

Dissoziationskonstante in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von 50 uM Zn”" lagen die Werte

! Mach et al., 1993; Nieba ef al., 1996; Borza & Morgan, 1998; Farr et al., 1999;
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innerhalb eines GroBenbereichs. Hingegen konnte fiir HCII eine Anderung der Dissoziations-
konstante beim Zusatz von Zn”" registriert werden. Fiir die Bindung an Heparin wurden durch
mathematische Nidherung Ky4-Werte von 2,67 uM bzw. 0,73 uM in Abwesenheit bzw. in
Anwesenheit von Zinkionen erhalten. Eine Ubersicht der errechneten Konstanten ist in

nachfolgender Tabelle 4.2-3 angegeben.

Tabelle 4.2-3: Konstanten der Bindung von HCII und ATIII an immobilisiertem Heparin

Protein RUpax Ky [uM] R’ P

HCII 556 + 63 2,67+ 0,55 0,9918 0,0028
HCII + 50 pM Zn** 635+ 31 0,73 0,11 0,9886 0,0009
ATIII 281 +23 0,76 + 0,15 0,9849 0,0036
ATIII + 50 pM Zn** 250 +£21 0,66 + 0,13 0,9725 0,0071

Bestimmung der Konstanten RU,,,, und der Dissoziationskonstanten Ky durch Regression mit dem Programm
SigmaPlot. R* ist ein MaB fiir die Qualitit der mathematischen Anpassung an die experimentellen Daten. P
beschreibt die Signifikanz der Messdaten beziiglich der Abweichung von der Regression (P < 0,05).

Die HCII/Heparin-Interaktion nahm in Gegenwart von 50 pM Zn>" erheblich zu und die
Dissoziationskonstante war filir diesen Fall etwa um den Faktor 4 kleiner als ohne Kation im
Analyten.

Die hier ermittelten Dissoziationskonstanten sind nur bedingt mit K4-Werten aus der Literatur
vergleichbar, die mit anderen Methoden ermittelt wurden. Fiir die HCII/Heparin-Interaktion
sind bislang K4-Werte von ~13 uM beschrieben, welche durch Fluoreszenzmessung von
derivatisiertem HCII erhalten wurden '. Eine Dissoziationskonstante mit groBerer Uberein-
stimmung findet sich bei Zhang et. al.*, welche Parameter der HCII/Heparin-Interaktion
ebenfalls mit der Methode der Oberflichenplasmonresonanz untersuchten. Der dort ermittelte
Kg¢-Wert von 3,03 £ 0,89 uM bestitigt die hier erhaltenen Ergebnisse.

Die erzielten Ergebnisse der Heparinbindung von HCII, sowohl in chromatographischen
Systemen als auch in Bindungsstudien durch SPR, belegen einen Einfluss von Zinkionen auf
die Interaktion zwischen HCII und Heparin. Die Wechselwirkungen der beiden
Aktionspartner nahmen in Gegenwart dieser divalenten Ionen zu. Der Einfluss von Kationen
war dabei auf Zn®" beschrinkt, ebenso wie deren Beeinflussung der Heparinbindung
beziiglich HCII.

"'Weitz et al., 1999
* Zhang et. al., 2004
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4.3 Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC)

Die Ergebnisse der HCII-Interaktion an Heparin-Sepharose (4.2.1) und der Oberfldchen-
plasmonresonanz (4.2.2) belegten eine gesteigerte Affinitit von HCII zu Heparin unter
Einfluss von Zinkionen. Auf welche Art die Kationen die Wechselwirkung zwischen den
beiden Reaktionspartnern verdndert, konnte aus diesen Experimenten nicht gefolgert werden.
Da Heparin ein zinkbindendes Glykosaminoglykan ist (2.3), konnte die unterschiedliche
Affinitit zu HCII allein durch eine Anderung am Heparin induziert werden. Ob Zinkionen
auch direkt mit dem Protein interagieren und dadurch einen Beitrag zu der erhohten Affinitat
fiir Heparin leisten, sollte durch weitereUntersuchungen kontrolliert werden. Die Metallionen-
Affinitdtschromatographie dient der Bestimmung von Affinititen von Proteinen und
Polypeptiden zu Metallionen '. In dieser Arbeit wurde die Fiahigkeit von HCII und
o-Thrombin zur Bindung an Zn*"-IDA (Iminodiacetat-Sepharose) untersucht. Die Bindung
der Proteine wurde wie beschrieben (siehe 3.10.3) durchgefiihrt und eine fraktionierte Elution
durch Imidazol im Eluens bewirkt. Imidazol besitzt die Fahigkeit tiber den Stickstoff des
Heterozyklus immobilisierte Kationen zu koordinieren und auf diese Weise gebundene
Proteine zu verdringen. Abbildung 4.3-1 zeigt die Elution von gereinigtem HCII aus
humanem Plasma sowie o-Thrombin von Zn*"-IDA in einem Stufendradienten. Die Elution
erfolgte in drei Stufen mit 15, 50 und 150 mM Imidazol im Eluens. Die Kapazitit der
Metallionenmatrix fiir die untersuchten Proteine scheint gering zu sein, da bei HCII wie auch

beim a-Thrombin ein Teil der Probe im Durchlauf zu detektieren war.

Abbildung 4.3-1: IMAC von HCII und
a-Thrombin (TH) an Zn**-IDA. Darstellung
als Overlay zweier Western-Blots mit Primér-
antikdrpern gegen die jeweiligen Proteine. Die
Elution der Proteine erfolgte in drei Stufen mit
Imidazol im Eluens. Fraktionen 4 1,5 mL: DL:
Durchlauf, W: Waschphase, I[: 15 mM
Imidazol, II: 50 mM Imidazol, III: 150 mM
Imidazol, IV: 10 mM EDTA. Puffersystem der
IMAC: 20 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl,
pH 7.4.

o-Thrombin zeigte keine Bindung an die Metallionenmatrix. Die gesamte Proteinmenge
wurde im Durchlauf (DL) und in der Waschphase (W) detektiert. Durch die Imidazol-
konzentrationen in den drei Elutionsstufen wurde kein weiteres Material von der Sdulenmatrix
freigesetzt. Hingegen konnte HCII auch in den Imidazol-enthaltenden Elutionsfraktionen
registriert werden. Neben der Detektion des Proteins im Durchlauf (DL), eluierte HCII
hauptsdchlich zu Beginn der Elutionsstufe mit 50 mM Imidazol (II). Weitere Experimente

! Yip et al., 1989; Bush et al., 1994; Chavakis et al., 1999
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zeigten, dass HCII auch durch 5 mM EDTA von Zn**-IDA eluiert werden kann, und eine
Bindung an die Ligandmatrix allein (IDA ohne gebundenes Kation) nicht erfolgt (Ergebnisse
nicht dargestellt). Dies belegt, dass die Bindung von HCII an Zn**-IDA durch die Kationen
bedingt wurde und nicht durch unspezifische Wechselwirkungen verursacht wurde. Zur
genaueren Bestimmung der Affinitit von HCII zu Zinkionen wurde eine IMAC mit einem

linear ansteigenden Imidazolgradienten durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3-2: Fraktionierung von HCII aus
humanem Plasma durch Metallionen-Affinitats-
chromatographie. 20 pg HCII (in 100 pL)
wurden an eine Zn>"-IDA-Matrix gebunden und
durch Imidazol (0-150 mM) eluiert. Das Eluat
wurde & 1 mL fraktioniert gesammelt und
mittels ELISA quantifiziert. Die dargestellte
Kurve beschreibt das HCII in der jeweiligen
Eluatfraktion als prozentualen Anteil am
gesamten eluierten HCIL.
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Die Fraktionierung von HCII an Zn**-IDA durch Imidazol (0 — 150 mM) ist in Abbildung
4.3-2 dargestellt. Ein Anteil an HCII wurde im Durchlauf (0 — 4 mL) detektiert, wohingegen
das gebundene Protein durch Imidazolkonzentrationen im Bereich zwischen 25 und 35 mM
eluiert wurde. Dieser Befund stimmt mit dem Ergebnis der Stufenelution iiberein und gibt
einen genaueren Wert fiir die relative Affinitdt von HCII zu Zinkionen. Ein Vergleich mit
relativen Affinititen anderer zinkbindender Proteine gestaltet sich schwierig, da die in der
Literatur beschriebenen Versuche oft unterschiedlich durchgefiihrt wurden. Haufig wurden
geringe Konzentrationen an NaCl im Puffersystem verwendet oder auf dieses ganz verzichtet.
Hohe
Wechselwirkungen zu unterbinden. Ein direkter Vergleich ist daher nicht sinnvoll.

Ionenstirken im Puffersystem sind aber notwendig wum unspezifische
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4.4  Anregungs-Emissionsspektroskopie (AES)

Die Wechselwirkung von HCII mit Zinkionen wurde durch vorherige Untersuchungen belegt
und sollte weitergehend charakterisiert werden. Die Anregungs-Emissionsspektroskopie
(AES) wurde zu diesem Zweck verwendet, da sie Vorteile gegeniiber statischen Methoden der
Interaktionsbestimmung bietet. Die Reaktionspartner miissen nicht immobilisiert vorliegen
und die Detektion kann ohne weitere Modifizierung durch die natiirlichen (intrinsischen)
Fluorophore des Proteins erfolgen. Reaktionen und Wechselwirkungen von Substraten und
Kofaktoren mit dem Protein kdnnen zu Anderungen der Konformation fiihren, welche sich in
einem verdnderten Fluoreszenzspektrum widerspiegeln konnen. Fluoreszenzdaten enthalten
keine direkten Informationen {iiber die Sekundirstrukturen von Proteinen, doch liefern
Anderungen der Fluoreszenzintensitit oder des Emissionsmaximums Hinweise auf Kon-

. . . 1
formationsdnderungen des Proteins .

4.4.1 Intrinsische Fluoreszenz von HCII

Die fluoreszenzspektroskopischen Messungen von HCII wurden als Anregungs-Emissions-
spektroskopie durchgefiihrt. Der Aufbau der Messapparatur und die Versuchsbedingungen
sind in 3.10.5 beschrieben. Die Aufnahme der Anregungs-Emissionsspektren erfolgte tiber ein
zweidimensionales Muster, bei dem die verschiedenen Anregungswellenldngen (A.x) als
Ordinate gegen die zugehorigen Intensititen der Fluoreszenzemissionen unterschiedlicher
Wellenlidngen (Aem) als Abszisse dargestellt sind. Abbildung 4.4-1 zeigt das AES von HCII im
Anregungsbereich von 240 bis 350 nm Wellenlinge und dem Emissionsbereich des
fluoreszierten Lichtes von 250 bis 500 nm.

Die Aminosiuresequenz von HCII beinhaltet 4 Tryptophane und 12 Tyrosine >. Aus dem
Vergleich mit den Spektren der Aminosduren Tryptophan und Tyrosin geht hervor, dass die
Fluoreszenz von HCII zu groBen Teilen auf einer Tryptophanfluoreszenz beruht. Tyrosin
zeigt eine maximale Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 274 nm, mit einem
Emissionsmaximum bei 303 nm. Hingegen befindet sich das Fluoreszenzmaximum fiir HCII
bei einer Anregungswellenlénge von 280 nm und einer Emissionswellenldnge von 334 nm.
Dies gleicht mehr den Charakteristika der Tryptophanfluoreszenz (Aex: 280 nm, Aep: 353 nm).
Die ermittelten maximalen Anregungs- und Emissionswellenlingen der HCII-Fluoreszenz
(Aex: 280 nm, Aem: 334 nm) wurden als Bezugspunkte fiir nachfolgende spektroskopische

Untersuchungen am HCII verwendet.

! Dafforn et al., 1999; James et al., 1999; Devlin et al., 2002; Tew & Bottomley, 2001
2 Church et al., 1986; Church et al., 1987; Blinder ef al., 1988; Westrup & Ragg, 1994
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240 Abbildung 4.4-1: Zweidimensionale Fluores-
zenzaufnahmen von HCII, Tryptophan und
260 . ..
Tyrosin. Anregungs-Emissionsspektren von
280 HCII (11 pM in 10 mM HEPES, 150 mM

300
320
340

NaCl, pH 7,4, T = 20 °C). Die Kontrollspektren
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4.4.2  Intrinsische Fluoreszenz von HCII in Gegenwart zweiwertiger Kationen

In Analogie zu den vorherigen Untersuchungen wurde der Einfluss von divalenten Kationen
auf die intrinsische Fluoreszenz von HCII analysiert. Es wurden Anregungs-
Emissionsspektren von HCII in Gegenwart von je 1 mM Zn®", Ni*', Mn®*" und Ca®’
aufgenommen und mit dem Anregungs-Emissionsspektrum von HCII in Abwesenheit
divalenter lonen verglichen. Die Anregungs-Emissionsspektren wurden unter vergleichbaren
Bedingungen aufgenommen (A 280 nm, T=20°C) und zeigten auch bei dieser
Messmethodik, beziiglich der lonenselektivitdt den zuvor mit der SPR-Methodik ermittelten
Trend. Mangan- und Kalziumionen bewirkten keine Anderung des Fluoreszenzspektrums von
HCILI. In Intensitdt und Auflosung waren diese Spektren identisch mit dem von reinem HCII.
Nickel- und Zinkionen wirkten sich auf die Intensitit des emittierten Lichtes an seinem
Emmisionsmaximum (Aem: 334 nm) aus, jedoch in unterschiedlicher Auspriagung (Spektren
nicht dargestellt). Der Zuwachs der Fluoreszenzintensitdt betrug bei Zugabe von Nickelionen
3,1 %, bei Zinkionen jedoch 16 %. Den groBiten Effekt auf die Fluoreszenz von HCII hatten
somit Zinkionen, was beziiglich HCII die lonenselektivitit wiederspiegelt, wie sie in dieser
Arbeit auch durch andere Methoden ermittelt wurde. Von den untersuchten divalenten
Kationen bewirkte lediglich die Bindung von Zinkionen eine wesentliche Beeinflussung der
Proteinkonformation von HCII.
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4.4.3 Intrinsische Fluoreszenz von HCII und ATIII in Gegenwart von Zinkionen

Die erhohte intrinsische Fluoreszenz von HCII in Gegenwart von Zinkionen ist die Folge
einer spezifischen Bindung der Metallkationen an das Protein, wie vergleichende Unter-
suchungen mit ATIII belegten. ATIII wurde unter den gleichen Bedingungen wie HCII mit
1 mM Zn®" versetzt, zeigte aber keine wesentliche Anderung seines Fluoreszenzspektrums
(Abbildung 4.4-2, A). Die Intensitit verringerte sich in Anwesenheit von Zinkionen um 1,3 %
und zeigte damit, verglichen mit HCII, einen gegenldufigen Effekt. ATIII besitzt mit
4 Tryptophan- und 10 Tyrosinresten ' eine vergleichbare Anzahl von intrinsischen
Fluorophoren wie HCII, eine Anderung der Konformation des Proteins durch Bindung von
Zn*" kann fiir ATIII durch die AES aber nicht belegt werden.

Die Erhohung der intrinsischen Fluoreszenzintensitét bei HCII infolge der Anwesenheit von
Zinkionen kann nicht auf eine unspezifische Wechselwirkung zuriickgefiihrt werden, da das
verwendete Puffersystem (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,4) mit dem zugefiigten NaCl
eine ausreichende lonenstirke besitzt um etwaige Ladungswechselwirkungen zwischen den
divalenten Kationen und HCII-Oberflichenladungen zu kompensieren. Kontrollexperimente
zeigten, dass Zinkionen (1 mM) auch in Gegenwart eines Uberschusses von 2 mM Ca®" eine
Erhohung der Fluoreszenzintensitdt von HCII um 16 % bewirkten. Kalziumionen allein
zeigten aber keinen Effekt (Ergebnisse nicht dargestellt). Zur kompetitiven Verdringung von

Zn*" durch andere divalente Kationen kommt es somit nicht.
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Abbildung 4.4-2: Anregungs-Emissionsspektren von HCII (11 uM) und ATIII (4 uM).

A: AES von HCII (durchgezogene Linen) und ATIII (unterbrochene Linien) in Abwesenheit (schwarze Kurve)
und Anwesenheit (graue Kurve) von 1 mM Zn®*. Detektion der Emissionsspektren bei der Anregungs-
wellenldnge Ao, = 280 nm. Puffersystem 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4, T =20 °C.

B: AES von HCII in Abwesenheit (schwarze Kurve) und Anwesenheit (graue Kurve) von 1 mM Zn*". Die
Gesamtspektren der Fluoreszenzen (durchgezogene Linien) sind aufgeteilt in die Anteile der Tryptophan-
(durchbrochene Linien) und Tyrosinfluoreszenz (gepunktete Linien). w.E. = willkiirliche Einheit.

" Olson & Shore, 1981; Church et al., 1987
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Die Zinkionen scheinen spezifisch mit dem Protein zu interagieren. Die Koordination von
Zinkionen in Proteinen erfolgt hiufig iiber die Aminosduren Cystein, Histidin, Glutamat und
Aspartat |, die bei HCII zT. auf der Oberfliche exponiert sind”. Allgemein wird eine
Verdnderung des Fluoreszenzspektrums eines Proteins mit induzierten Konformations-
dnderungen begriindet °>. Die Umgebung der Tryptophangruppen wird durch Bindung eines
Kofaktors modifiziert. Die lokale Strukturinderung setzt sich zum Tryptophan hin fort und
manifestiert sich in dessen verdnderten Fluoreszenzspektrum. Es besteht aber auch die
Moglichkeit, das eine Anderung des Spektrums lediglich durch Stérungen der oberflichen-
exponierten Tryptophangruppen verursacht wird *. Solche Stérungen fithren aber in der Regel
eher zu einer Intensititsverringerung des Spektrums durch Fluoreszenzausldschung.

Die Wirkung der Zinkionen auf das HCII-Fluoreszenzspektrum war auf eine Erh6hung der
Intensitdt am Emissionsmaximum (Aem: 334 nm) beschriankt. Eine Verschiebung des
Emissionsspektrums zu hoheren oder niedrigeren Wellenldngen war nicht zu beobachten.
Eine solche Verlagerung des Emissionsmaximums wire ein Indiz fiir die Anderung der
Hydrophobizitit/Hydrophilizitit in der Umgebung der fluorophoren Gruppen infolge
konformativer Anderungen des Proteins. Von den vier Tryphophangruppen befinden sich
zwei Gruppen in hydrophiler Umgebung in der N-terminalen Domine von HCII, wie aus
Kombination von Literaturdaten” zu folgern ist. Diese Gruppen scheinen keine
Hydrophobizititsinderung in ihrer Umgebung zu erfahren. Auch die Zusammensetzung des
Emissionsspektrums von HCII dndert sich bei Zugabe von 1 mM Zn>" nicht. Abbildung
4.4-2, B zeigt das Anregungs-Emissionsspektrum von HCII in Abwesenheit und Anwesenheit
von 1 mM Zn®', separiert in die Anteile der Tryptophan- und Tyrosinfluoreszenz. Die
Teilfluoreszenzen nehmen wie die Gesamtfluoreszenz, bei Zugabe von Zn®" um je 16 % an
Intensitit zu. Ein verdnderter Transfer an Fluoreszenzenergie zwischen den beiden
Fluorophoren scheint nicht stattzufinden. Die durch Zinkionen verursachte Konformations-
anderung am HCII wirkt sich nur in der absoluten Fluoreszenzintensitét aus, wie es auch bei

anderen Proteinwechselwirkungen mit Kofaktoren beobachtet wurde °.

"'Vallee & Falchuk, 1993; Alberts et al., 1998

? Baglin et al., 2002

3 Einarsson & Andersson, 1977; Nordenman & Bjork, 1978

* Nordenman et al., 1978

5 Church et al., 1985; Church et al., 1987; Baglin et al., 2002

6 Tanyi et al., 1995; Chakraborty ef al., 2001; Chen ef al., 2001; Desai et al., 2002; Permyakov et al., 2002;
Stray et al., 2004
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4.4.4 Quantitative Bestimmung der HCII/Zink-Interaktion

Die Erhohung der Fluoreszenzintensitit von HCII in Gegenwart von Zinkionen wurde im
vorherigen Abschnitt als spezifischer Effekt infolge von Konformationsdnderungen am
Protein interpretiert. Diese Spezifitdt wurde nachfolgend weiter untersucht. Die Kationen-
bindestellen am Protein sollten bei hoher Zinkkonzentration der Probe eine Séttigung erfahren
und die Interaktion sollte quantifiziert werden. Dazu wurde HCII mit steigenden Konzen-
trationen an ZnCl, versetzt und die Fluoreszenzbestimmung wie unter 3.10.5.2 beschrieben
durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Titrationsreihe ist in Abbildung 4.4-3 dargestellt.
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Abbildung 4.4-3: Verinderung der intrinsischen Fluoreszenz von HCII in Abhingigkeit der Zn**-Konzentration.
A: Titration von HCII (11 uM) mit ansteigenden Zn*"-Konzentrationen (von unten nach oben: 0, 50, 100, 200,
500, 1000 uM). Aex =280 mM. w.E. = willkiirliche Einheit.

B: Darstellung des Verhiltnisses der maximalen Fluoreszenzintensitit (I/I,) von HCII in Abhéngigkeit der Zn*'-
Konzentration (Aex = 280 nm, Acp,, = 334 nm).

In Bild A ist eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit mit zunehmender Zinkkonzentration zu
erkennen. Bild B stellt das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen (Aex =280 nM, Aepy = 334
nm) in Abhingigkeit von der Zinkionenkonzentration dar. Der dargestellte Fit durch die
Messdaten hat die Form einer Hyperbel mit einer Sittigung bei hoheren Zn*'-
Konzentrationen. Die iterative Anpassung an die Gleichung 10 (siehe 3.10.5.2) wurde mit
dem Programm TableCurve 2D® (Version 5.01, SYSTAT Software) vorgenommen und
lieferte die Dissoziationskonstante ' der HCII/Zn*-Interaktion (Tabelle 4.4-1).

! Boskovic et al., 1990; Fredenburgh et al., 1997
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Tabelle 4.4-1: Dissoziationskonstante der HCII/Zn*"-Interaktion

Protein a Ky [pM] R’ P

HCII 0,18 £ 0,07 123 +36 0,9985 0,04

Bestimmung der Fluoreszenzkonstanten o und der Dissoziationskonstanten Ky durch nicht lineare Regression.
R? ist ein MaB fiir die Qualitit der mathematischen Anpassung an die experimentellen Daten. P beschreibt die
Signifikanz der Messdaten beziiglich der Abweichung von der Regression (P < 0,05).

Die ermittelte Stabilitdtskonstante K4 ist mit 123 uM ein Beleg fiir eine mittelstarke Inter-
aktion von Zn®" und HCII. Ein Vergleich mit Stabilititskonstanten der in der Literatur
beschriebenen Zink-bindenden Proteinen ist nur unter Einschrinkungen moglich. Die
verwendeten Methoden sind unterschiedlich und ihre Durchfiihrungen nicht einheitlich. In
Tabelle Tabelle 4.4-2 sind einige Proteine aufgefiihrt, bei denen eine Zinkbindung vermutet

wird und fur die Dissoziationskonstanten bestimmt wurden.

Tabelle 4.4-2: Literaturdaten von Dissoziationskonstanten fiir Zn>*/Protein-Interaktionen

Protein Ky [uM] Referenz
a-Sarcin 900 Martinez del Pozo et al., 1989
Calsequestrin 300 Baksh et al., 1995
Calregulin 310 Khanna et al., 1986
Faktor XII 91 Bernardo et al., 1993

0,6 Rejkjeer & Schousboe, 1997
Prothymosin o 40 Chichkova et al., 2000
Parathymosin o 6 Brand et al., 1988
rec. Decorin 39 Yang et al., 1999
BA4 Amyloid-Protein-Precursor 0,7 Bush et al., 1993

Die in Tabelle Tabelle 4.4-2 aufgefiihrten Dissoziationskonstanten zeigen ein GroBen-
spektrum, welches auch die in dieser Arbeit ermittelte Konstante der HCII/Zn*"-Interaktion
umfasst. Der Vergleich kann nur qualitativ erfolgen, da die Literaturdaten héufig unter
geringen lonenstarken bestimmt wurden. Die lonenstérke des verwendeten Puffersystem hat
aber einen groflen Einfluss auf die ermittelte Dissoziationskonstante. Von den dargestellten
Literaturdaten sind vor allem die Dissoziationskonstanten von Parathymosin o und
Prothymosin o von Interesse. Fiir diese beiden Proteine ist die Bindung von Zinkionen durch
Cluster von sauren Aminosiuren (Asp, Glu) belegt. Diese Cluster besitzen Ahnlichkeiten mit
den beiden sauren Doménen im N-Terminus (Abbildung 2.2-2) von HCII, iiber welche eine

Zinkbindung realisiert sein konnte.
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4.5 Einfluss von Zinkionen auf die Kinetik der Hemmung von

o-Thrombin

Die bisher in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen analysierten die Interaktionen von
HCII und Heparin unter dem Einfluss von Zinkionen sowie die Bindung von Zn*" durch
HCII. Eine wesentliche Funktion von HCII stellt die Komplexierung (bzw. Hemmung) von
o-Thrombin dar, welche durch Glykosaminoglykane wie Heparin beschleunigt wird. Eine
mogliche Beeinflussung der Hemmung von a-Thrombin durch Zinkionen ist nachfolgend

beschrieben.

4.5.1 Bestimmung von Reaktionskonstanten der Hemmung von o-Thrombin

Die Charakterisierung der Hemmung von o-Thrombin erfolgte {iber die Reaktions-
geschwindigkeit als quantitative Bestimmung der Konstanten k;. Die Hemmung von
Serinproteasen durch Serpine ist ein mehrstufiger Prozess mit strukturellen Anderungen am
Enzym wie am Inhibitor (2.1.2). Zur Bestimmung von Reaktionsgeschwindigkeiten wird zur
Vereinfachung von einer Reaktionsordnung zweiten Grades ausgegangen (siehe 3.10.6).

Der Einfluss von Zinkionen auf die Kinetik der Hemmung von o-Thrombin wurde in
Komplexierungsreaktionen von HCII und ATIII mit unterschiedlichen Konzentrationen des
divalenten Kations durchgefiihrt, sowohl in Anwesenheit und Abwesenheit von Heparin.
ATIII diente in den Versuchen als Kontrollprotein, da das Enzym in den vorherigen

Untersuchungen keine Beeinflussung durch Zinkionen zeigte.

Tabelle 4.5-1: Hemmung von o-Thrombin durch HCII und ATIII

Serpin ohne Zn** 15 uM Zn** 50 uM Zn** 100 uM Zn**
ky M min]®

HCII 22+02x10° 2,0+£03x10° 1,9+04x10° 1,5+04x10°

HCII/Heparin 1,5+0,1 x 10° 1,2+0,2 x 108 1,0+0,1 x 10 0,9+0,1 x 10

ATIII 24+02x10° 2,5+0,3x10° 2,7+0,4%x10° 2,2+0,4x10°

ATIII/Heparin 0,9+0,1 x 10° 1,1 £0,1 x 10 1,1 £0,1 x 10 0,9+0,1 x 10

Hemmung von a-Thrombin (9,17 nM) durch HCII oder ATIII (je 100 nM) unter dem Einfluss von Heparin (10
pg/mL, 175 Units/mg) und Zn®*. Quantitative Bestimmung der Hemmung (Inhibitionskonstante k,) bei
unterschiedlichen Zn*"-Konzentrationen in 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 g/L PEG 8000, pH 7.4.
*Die dargestellten Inhibitionskonstanten sind Mittelwerte mit mittlerer Standardabweichung aus 3 bis 8
unabhingigen Messreihen.
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Tabelle 4.5-1 zeigt die ermittelten Inhibitionskonstanten der Hemmung von o-Thrombin
durch HCII und ATIII unter dem Einfluss von Zinkionen im Konzentrationsbereich zwischen
0 und 100 pM. Die Reaktionen wurden sowohl in Abwesenheit und Anwesenheit von Heparin
durchgefiihrt. Den Inhibitionskonstanten ist zu entnehmen, dass die Geschwindigkeit der
Hemmung von o-Thrombin durch HCII mit zunehmender Zinkionenkonzentration
geringfiigig abnahm. Dies galt unter beiden Versuchsbedingungen, sowohl mit als auch ohne
Heparin im Reaktionsansatz. Die Intensitit der prozentualen Abnahme war in beiden Féllen
vergleichbar (30-40 % bei 100 pM Zn®"). Vergleichende Analysen der Hemmung von
o-Thrombin mit ATIII belegten hingegen in Ubereinstimmung mit Literaturdaten ' keinen
Einfluss von Zinkionen auf die Reaktionsgeschwindigkeiten. In dem gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich wiesen die Inhibitionskonstanten von ATIII nur Schwankungen
innerhalb des Fehlerbereichs auf.

Fiir Serpin-Protease-Reaktionen sind Inhibitionskonstanten (k,) mit Werten zwischen 10° bis
10° M min" bekannt %, Die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten in Abwesenheit von
Zinkionen entsprachen fiir HCII und ATII den bekannten Literaturdaten (Tabelle 4.5-2),
sowohl in Gegenwart wie auch in Abwesenheit von Heparin. Geringe Unterschiede zu den
hier ermittelten Daten sind durch Variationen der Versuchsbedingungen, wie Temperatur,

Ionenstérke, Puffersystem und spezifische Aktivitit des Heparins zu erkliren.

Tabelle 4.5-2: Literaturdaten der Hemmung von o-Thrombin durch HCII und ATIII

Serpin ky M min™] Referenz
HCII 1,4x10° Hayakawa et al., 2000
50x10° Tollefsen et al., 1982
HCII/Heparin 2,4x10° Becker et al., 1999
1,6 x 10 Jeter et al., 2004
ATIII 2,2x10° Jeter et al., 2004
4,5x10° Tollefsen et al., 1982
ATIII/Heparin 3,0x 10 Becker ez al., 1999
2,0x 108 Jeter et al., 2004

Mittels Kontrollexperimenten konnte belegt werden, dass in Gegenwart von EDTA (1 mM) in
Kombination mit Zn*" (0 bis 100 uM) keine Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit
stattfindet. Auch verursachten Kalziumionen im gleichen Konzentrationsbereich keine
Beeinflussung der Inhibitionsreaktion, noch waren die Kalziumionen in der Lage, die
Wirkung der Zinkionen zu kompensieren. Beide Kontrollexperimente belegen einen
spezifischen Einfluss der Zinkionen auf die Hemmung von o-Thrombin durch HCII.

Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir das ermittelte Ergebnis ist, dass Zinkionen die Affinitit von

HCII zu Heparin verdndern und so bei der verwendeten Heparinkonzentration eine verringerte

"'Lin et al., 2000
% Gettins, 2002°
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Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt wurde. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Hemmung von
o-Thrombin durch HCII in Abhéngigkeit von Zinkionen wurde nachfolgend bei
verschiedenen Heparinkonzentrationen untersucht, um die Heparinkonzentration zu
bestimmen, bei der die maximale Hemmung auftrifft. In Abbildung 4.5-1 ist ein Plot der
Inhibitionskonstanten in Abhéngigkeit der entsprechenden Heparinkonzentration dargestellt.
Daraus ist zu entnechmen, dass bei Anwesenheit von Zinkionen die errcichten Reaktions-
geschwindigkeiten bei allen Heparinkonzentrationen um ca. 30 % verringert waren. Die
maximale Inhibitionskonstante wurde bei 10 Units/mL erreicht, unabhéingig von der
Gegenwart von Zinkionen im Reaktionsansatz. Eine Verschiebung der maximalen
Inhibitionskonstante zu abweichenden Heparinkonzentrationen unter den Einfluss von

Zinkionen konnte somit nicht beobachtet werden.

25 Abbildung 4.5-1: Heparin-induzierte Hemmung von

o-Thrombin (10 nM) durch HCII (100 nM) in

Abwesenheit (®) oder Abwesenheit (V) von 50 uM
Zn*" in 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 g/L PEG
8000, pH 7,4. Durchfiihrung der Inhibitionsreaktion
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Heparin
(175 USP Units/mg), wie unter 3.10.6.2 beschrieben.
Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus je zwei
separaten Messreihen mit Datenpunkten aus
Dreifachmessungen. Die Fehlerbalken présentieren
den mittleren Standardfehler.

1,54
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4.5.2 Bestimmung des SI-Wertes der HCII/a-Thrombininhibition

Eine weitere Charakterisierung der Hemmung von o-Thrombin durch HCII kann durch die
Bestimmung der Stochiometrie der Inhibition (SI) erfolgen. Der SI-Wert ist ein MaB fiir das
Verhiltnis zwischen dem inhibitorischen- und dem Substratpfad des Reaktionsmechanismus
bei der Wechselwirkung von Serinprotease und Serpin (siche 2.1.3). Der Einfluss von
Zinkionen auf die Stochiometrie der Inhibition von a-Thrombin durch HCII wurde in
Anwesenheit und Abwesenheit von Heparin ermittelt. Die Ergebnisse sind nachfolgend
(Tabelle 4.5-3) dargestellt.
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Tabelle 4.5-3: SI-Werte der Hemmung von o-Thrombin durch HCII

-Zn* 50 uM Zn**
HCII 50+13 10,3+ 4,6
HCII/Heparin 1,8+0,2 38+14

Bestimmung der Stdchiometrie der Inhibition (SI) unter dem Einfluss von Zn®', in Anwesenheit und
Abwesenheit von Heparin (10 pg/mL, 175 USP Units/mg) Ermittlung der SI-Werte aus dem linearen Fit der
o-Thrombin-Restaktivitat, wie unter 3.10.9 beschricben. Die dargestellten SI-Werte sind Mittelwerte mit
mittlerer Standardabweichung aus 4 unabhéngigen Messungen.

Die SI-Werte in Abwesenheit von Zinkionen stimmten mit Literaturdaten Uberein, die fiir die
Hemmung von a-Thrombin durch HCII in Abwesenheit und Anwesenheit von Heparin
bestimmt wurden (SI: 1,8 bzw. ~7) \. Die ermittelten Daten belegten eine Anderung der
SI-Werte unter dem Einfluss von Zinkionen. Sowohl bei der Heparin-beschleunigten
Reaktion, als auch bei der nicht aktivierten Inhibition, wurde ein groBerer SI-Wert in
Gegenwart von 50 pM Zn”" erhalten als ohne das divalente Kation. Der groBere SI-Wert bei
Gegenwart von Zinkionen bedeutet ein gedndertes Reaktionsverhalten des Serpins, welches
weniger inhibitorisch und mehr als Substrat fungiert. Die gesteigerten Substrateigenschaften
von HCII erkldren auch die verringerte Inhibitionskonstante (k;) der Hemmung von
a-Thrombin in Gegenwart von Zinkionen (Tabelle 4.5-1). Uber den Substratpfad kommt es
zur Bildung von inaktivem Serpin, die Protease a-Thrombin bleibt aber aktiv und kann an
weiteren Reaktionen teilnehmen. In dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der Inhibitions-
konstante iiber die Restaktivitit von o-Thrombin in den Komplexierungsansitzen. Durch
diese Messmethodik wird somit bei hoéheren SI-Werten eine kleinere Inhibitionskonstante

ermittelt als tatsdchlich vorliegt.

! Ciaccia et al., 1997
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Untersuchungen zur Bedeutung der N-terminalen Doméne von HCII

Fiir die Reaktivitdt von HCII gegeniiber der Protease o.-Thrombin ist die N-terminale Doméne
von HCII von zentraler Bedeutung. Die Lokalisation dieser Doméne in der Struktur von
nativen HCII ist nicht genau bekannt (2.2.3). Um den Mechanismus der Hemmung von
o-Thrombin durch HCII und die Position des N-Terminus ndher zu charakterisieren, wurden
im Rahmen der Dissertation von S. Brinkmeyer ' HCII-Varianten mit dem Ziel konstruiert,
den N-Terminus von HCII an verschiedenen Positionen des Proteins iiber eine reduzierbare
Disulfidbriicke zu fixieren. Dazu wurden Cysteine an drei verschiedenen Stellen im
N-Terminus von HCII sowie an Position 195 eingefiihrt, um zwischen diesen eine kovalente
Verkniipfung zu ermdglichen. Um eine Reaktion zwischen den natiirlichen und den durch
Mutation eingefiigten Cysteinen zu verhindern, wurden die natiirlichen Cysteine des HCII
jeweils durch Serine ersetzt (betreffend der Uberlegungen zur Einfiihrung der Mutationen
siche S. Brinkmeyer, 2001). In dieser Arbeit wurden die erzeugten Genvarianten in
Expressionsvektoren {iiberfiihrt (4.7), die rekombinanten Proteine in transfizierten CHO-
Zellkulturen exprimiert (4.8.1), aufgereinigt (4.8.3), beziiglich ihres Reaktionsverhaltens
analysiert (4.9) und durch kinetische Messungen charakterisiert (4.10).

4.6  Darstellung einer Anti-HCII-Affinititsmatrix

Die Reinigung rekombinanter HCII-Varianten aus Zellkulturiiberstinden (siehe 4.8.3) konnte
nicht mit der zuvor beschriebenen Methode (4.1) erfolgen. Diese Methodik beinhaltete unter
anderem eine Chromatographie an Heparin-Sepharose zur Reinigung und Konzentration von
HCII. Die rHCII-Varianten besalen aber zum Teil eine stark verringerte Heparinaffinitét,
wodurch eine effektive Reinigung an Heparin-Sepharose erschwert worden wére. Daher
musste eine andere, fiir alle Varianten einheitliche Reinigungsmethodik verwendet werden.
Eine Isolierung von HCII an einer Immunaffinititsmatrix ist bereits beschreiben ?. Die
beschriebene Methode wurde in dieser Arbeit durch Verwendung von Antigen-gereinigten
Antikorpern und deren chemischer Kopplung an einer STREAMLINE™ rProtein A
Sepharose zur Erstellung einer Immunaffinititsmatrix verbessert. Die spezifischen
Immunglobuline aus einem polyklonalen Anti-HCII-Kaninchenserum wurden iiber eine HCII-
Affinitdtsmatrix (Antigen-Affinititsmatrix) isoliert. Diese HCII-Affinitdtsmatrix wurde im
Rahmen einer Diplomarbeit® aus biotinyliertem HCII an einer Streptavidin-Agarosematrix

erstellt.

! Brinkmeyer, 2001
? Liaw et al., 1999
3 Komyod, 2001
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4.6.1 Isolierung und Reinigung von Anti-HCII-Immunglobulinen aus Serum

Das verwendete Kaninchenserum zeichnete sich durch eine hohe Spezifitit gegeniiber HCII
aus und zeigte in Western-Blots keine Reaktion gegeniiber anderen Proteinen aus humanem
Plasma oder den Medienbestandteilen einer Zellkultivierung. Mit diesen Anti-HCII
Immunglobulinen sollte eine Immunaffinititsmatrix erstellt werden. Die Immunglobuline
wurden zuvor von den anderen Serumbestandteilen isoliert. Um die gegen HCII gerichteten
Antikorper von den anderen Immunglobulinen des Serums zu trennen, wurde eine Antigen-
spezifische Reinigung durchgefiihrt. Es wurde eine selbst hergestellte HCII-Affinitdtsmatrix
verwendet, um durch chromatographische Verfahren die spezifischen Antikorper zu
separieren (siehe 3.8.1). Die Elution erfolgte mit dem Puffer ImmunoPure® Gentle Elution
Buffer Ag/Ab (Pierce), welcher die Antikorper unter milden Bedingungen von den Antigenen
16st, da auch die zu reinigenden HCII-Varianten unter den milden Bedingungen des Gentle
Elution Buffer eluiert werden sollten. Immunoglobuline mit hoher Affinitit zu ihrem Antigen
wurden durch stringentere Bedingungen mit einem Regenerationspuffer (0,1 M Glycin, pH
3,0) in einer weiteren Fraktion nachfolgend eluiert, aber nicht zur Darstellung der Immun-

affinitatsmatrix verwendet.

Abbildung 4.6-1: Reduzierende SDS-PAGE (10 %
Tris/Glycin) und Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung (siche
3.4.2) zum Nachweis der chromatographischen Reinigung der
Anti-HCII-Antikorper aus Kaninchenserum. Dargestellt sind
das Serum vor der chromatographischen Trennung (Spur 1),
Eluatfraktionen mit dem ImmunoPure® Gentle Elution Buffer
Ag/Ab (Spuren 2 und 3), sowie dem Regenerationspuffer (0,1
M Glycin, pH 3,0) in Spur 3. Zu erkennen sind schwere (ca.
50 kDa) und leichte Kette (ca. 25 kDa) der gereinigten
Immunglobuline.

Abbildung 4.6-1 zeigt das Ergebnis der Antigen-spezifischen Reinigung nach Analyse in
einem reduzierenden SDS-Gel. In Spur 1 ist das verdiinnte Kaninchenserum vor der
Reinigung dargestellt. Unter der Vielzahl verschiedener Proteine ist besonders Albumin zu
erkennen, das den Grofteil am detektierten Gesamtprotein ausmacht. In den Spuren 2 und 3
sind Fraktionen des Eluats (ImmunoPure® Gentle Elution Buffer Ag/Ab) abgebildet. Unter
den reduzierenden Bedingungen der SDS-PAGE sind in den Eluaten die schwere und die
leichte Kette der Immunglobuline zu identifizieren. Die zur Reinigung verwendete Matrix
bestand aus HCII, Biotin und Streptavidin (siehe 4.6), was zu unspezifischen Bindungen von
Proteinen des Kaninchenserums hitte fiihren konnen. Neben den Immunglobulinen enthilt
das Eluat aber keine sichtbaren Verunreinigungen. Unter den verwendeten Bedingungen der

Reinigung besitzt die verwendete Matrix eine hohe Spezifitit.
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Eine ndhere Charakterisierung der Antikorper aus den FEluaten erfolgte {iber einen
modifizierten ELISA (3.4.1.1) mit den gereinigten Immunglobulinen als Fangantikorper.
Dadurch konnte belegt werden, dass die eluierten Antikdrper HCII-spezifisch sind. Zudem
konnte eine relative Bestimmung der Immunglobulin-Konzentration in den Fraktionen der
chromatographischen Reinigung vorgenommen werden. In Bezug auf die Menge der HCII-
Antikorper im Kaninchenserum vor der Reinigung (gleich 100 %), befanden sich im
Durchlauf der Reinigung 7,4 % der Immunglobuline, im Eluat 74 % und im Regenerations-
puffer 17 % der Immunglobuline. Fiir weitere Anwendungen wurde die Antikorperlosung
weiter konzentriert (Microsep ~ Mikrokonzentratoren). Die Mengenbestimmung der
Immunglobuline erfolgte durch densitometrische Analyse der Banden in einem SDS-Gel.

Insgesamt wurden aus 6 mL Kaninchenserum ca. 3 mg Anti-human-HCII-Antikdrper isoliert.

4.6.2 Immobilisierung und Kopplung der Anti-HCII-Antikorper an rProtein A

Die Immobilisierung der gereinigten Antikorper wurde durch Bindung an STREAMLINE™
rProtein A Sepharose” erreicht. Diese Matrix mit konjugiertem rekombinanten Protein A aus
Staphylococcus aureus (siehe 3.5.1.1) bindet Immunglobuline {iber deren F.-Region. Die
gerichtete Orientierung positioniert die Antikorper fiir eine ungehinderte Bindung der
Antigene liber die variablen Bereiche der Immunglobuline. Nach der Immobilisierung wurden
die Antikorper mittels DMP (Dimethyl-pimelimidat-dihydrochlorid) kovalent an die Matrix
gekoppelt (siehe 3.8.2).

Abbildung 4.6-2: Kontrolle der Immobilisierung und chemi-
schen Kopplung der Anti-HCII-Antikérper an rProtein A
Sepharose . Proben der einzelnen Immobilisierungsstufen
wurden in reduzierendem Probenbuffer denaturiert und der
Uberstand durch Coomassie-Blau-Fiarbung nach SDS-PAGE
analysiert.

Spur 1 : Antikdrper-Losung vor Immobilisierung an
rProtein A

Spur 2: Uberstand nach der Immobilisierung der Antikdrper
und vor der chemischen Kopplung mit DMP

Spur 3: rProtein A Matrix nach der Immobilisierung der
Antikdrper und vor der chemischen Kopplung mit DMP

Spur 4: Uberstand nach der chemischen Kopplung der
Antikorper mit DMP in ImmunoPure” Gentle Elution Buffer
Ag/Ab

Spur 5: Spur 4: Uberstand nach der chemischen Kopplung der
Antikorper mit DMP in 0,1 M Glycin, pH 3,0

Eine Analyse der Antikorper-Immobilisierung und der chemischen Kopplung ist in Abbildung
4.6-2 dargestellt. Durch Denaturierung mit reduzierendem Probenpuffer wurden nicht
kovalent gebundene Proteine von den Beads eluiert. In Spur 1 ist die Antikorperlosung vor
der Immobilisierung dargestellt. Spur 2 zeigt diese Losung nach Kontakt mit der rProtein A

Matrix. Antikorper sind nicht mehr zu detektieren und scheinen nahezu quantitativ an der
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Matrix gebunden zu sein. Wie Spur 3 belegt, waren die Antikorper an die Matrix assoziiert
und konnte nach der chemischen Kopplung mit dem Reagenz DMP nicht mehr von dieser
eluiert werden (Spuren 4 und 5). Densitometrische Auswertung der Coomassie-Brilliant-Blau-
Féarbung ergab, dass etwa 80 % der eingesetzten Antikdrper kovalent an die rProtein A Matrix

gebunden waren.

4.7  Plasmidkonstruktionen fiir die eukaryotische Expression

HCII-Varianten waren bereits im Rahmen der Dissertation von S. Brinkmeyer ' durch PCR-
Mutagenese hergestellt worden. Die fiir diese HCII-Varianten kodierenden cDNAs lagen
jeweils in dem Shuttle-Vektor pCDMS8 vor. Alle Inserts waren durch Sequenzierung
charakterisiert. Bei allen Plasmiden handelte es sich um Derivate des Vektors pWTBII (fiir
eine Ubersicht der Nukleotid- und Aminoséureinderungen der Varianten siehe Tabelle 3.2-5).
Zur stabilen Expression der Varianten in CHO-Zellkulturen mussten die fiir die HCII-
Varianten kodierenden cDNAs in den Vektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen) iiberfiihrt werden
(siche 3.2.7). Die Vorgehensweise war fiir alle sechs untersuchten HCII-Varianten identisch.
Die Ergebnisse sind im Nachfolgenden beschrieben und exemplarisch am Beispiel der

Cystein-freien Variante pHCII AC dargestellt.

4.7.1 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Als Expressionsplasmide wurden die Varianten pHCII F195C, pHCII AC, pHCII AC/F195C,
pHCII AC/F195C/P52C, pHCII AC/F195C/G54C und pHCII AC/F195C/S68C wie unter
3.2.7 beschrieben konstruiert. Als Ausgangsvektoren wurden Plasmide verwendet, die bereits
die fiir die entsprechende HCII-Variante kodierende cDNA enthielten '. Diese Plasmide
waren alle Derivate des Plasmids pWTBII %, welches in der SacI-Schnittstelle des Shuttle-
Vektors pCDMS, die HCII-cDNA in der korrekten Orientierung enthielt. Die jeweils fiir die
Varianten kodierende cDNAs wurden als 1,6 kB EcoRI-Fragment aus den Shuttle-Vektoren
isoliert. Die zwei EcoRI-Spaltstellen liegen im 5'- bzw. im 3 -nichtkodierenden Bereich der
cDNA, so dass die fiir die HCII-Varianten kodierenden Bereiche vollstindig in die singuldre
EcoRI-Schnittstelle des Vektors pcDNA3.1(+) ligiert werden konnten. Nachfolgend wurde
mit den Ligationsprodukten eine Transformation von Epicurian coli XL-1 Blue MRF’ Kan
durchgefiihrt, und die Transformanten durch Plasmid-Schnell-Charakterisierung untersucht,
bei der die zirkulire DNA durch Agarosegelelektrophorese analysiert wird (siche 3.2.2.1) °.

Das Ergebnis einer solchen Charakterisierung ist exemplarisch am Beispiel der Cystein-freien

! Brinkmeyer, 2001
% Ragg et al., 1990°
3 Davis et al., 1999; Barnes, 1977
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Variante pHCII AC in Abbildung 4.7-1, A dargestellt. Spur 1 zeigt den Expressionsvektor
pcDNA3.1(+) ohne HCII-cDNA und fungiert als Negativkontrolle. Lediglich in den Spuren 2,
5 und 10 ist eine Plasmidbande mit geringerer Mobilidt zu erkennen, was auf eine erfolgreiche

Ligation eines Inserts in den Expressionsvektor schlieBen I&sst.

- 8000 Bp
- 3000 Bp

- 1000 Bp

Abbildung 4.7-1: Kontrolle und Charakterisierung der Ligationsprodukte aus HCII-cDNA und pcDNA3.1(+)
A: Plasmid-Schnell-Charakterisierung (3.2.2.1) der transformierten Bakterienstimme XIL-1 Blue MRF’" Kan
(0,7 % Agarosegel). Spur 1, Negativkontrolle mit Vektor pcDNA3.1(+); Spuren 2 bis 12, Produkte trans-
formierter Bakterienstimme; Spur 13, 1 kb DNA-Groenstandard.

B: Restriktionsanalyse der Plasmide mit der Endonuklease Pstl (1 % Agarosegel). Die Spuren 1-3 entsprechen
den Spuren 2, 5 und 10 aus Bild A; Spur 4, 1 kb DNA-GroBenstandard.

Die drei Vektorkonstrukte wurden weiter charakterisiert. Bei Restriktion mit Ps¢I sollten nach
Insertion eines 1,6 kb-Fragmentes in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) und korrekter
Orientierung drei DNA-Fragmente mit Gro3en von 1356, 1506 und 4247 Bp gebildet werden.
Dies war nur bei einem der drei Ligationsprodukte der Fall. In Spur 3 (Abbildung 4.7-1, Bild
B) sind DNA-Fragmente der erwarteten Gro3en zu erkennen.

Dieses untersuchte Ligationsprodukt entspricht dem in Spur 10 von Bild A dargestellten
Konstrukt. Das Plasmid wurde mittels Restriktionsspaltungen hinsichtlich Grof3e des Vektors,
GroBe des Inserts und dessen Orientierung weiter untersucht. Die nachfolgende Tabelle zeigt
die entstehenden FragmentgroBen bei korrekter Orientierung des Inserts, die zugehdrigen

Restriktionsspaltungen des Expressionsvektors pHCII AC sind in Abbildung 4.7-2 angegeben.
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Tabelle 4.7-1: Charakterisierende Restriktionsspaltung des Expressionsplasmids pHCII AC

Endonuklease Schnittpositionen [nach Bp] Fragmentgrofen [in Bp]
HindIIl 911 7112
EcoRI 953,2636 1684
2637, 952 5428
Pstl 1137, 2645 1509
2646, 4001 1356
4004, 1136 4247
Smal 2149, 3761 1613
3762,2148 5499

Der ungespaltene Vektor (Spur 2, Abbildung 4.7-2) zeigte eine geringe Mobilidt im
Agarosegel. Moglicherweise handelt es sich dabei um ein dimeres Ligationsprodukt. Die in
der Abbildung dargestellten Restriktionsspaltungen belegen die korrekte Insertion eines
1,6 kb HCII-cDNA-Fragmentes in den Vektor pCDNA3.1(+) in der gewiinschten
Orientierung. Der Hindlll-gespaltene Vektor (Spur 3) zeigt eine Bande der erwarteten Grofle
(7112 Bp). Die Insertion einer 1,6 kb-cDNA wird durch die EcoRI-Spaltung belegt (Spur 4),
durch welche ein Fragment genau dieser GroBe gebildet wird. Psfl- und Smal-Spaltung
(Spuren 5 und 6) belegen die Orientierung der cDNA im Vektor durch Fragmentgrofen in
Ubereinstimmung mit den in Tabelle 4.7-1 angegebenen Werten.

Abbildung 4.7-2: Charakterisierung des Expressionsvektors
pHCII AC durch Restriktionsanalyse (1 % Agarosegel).

Spur 1: 1 kb GréBenstandard

Spur 2: ungespaltener Vektor

Spur 3: Vektor gespalten mit HindIll

Spur 4: Vektor gespalten mit EcoRI

Spur 5: Vektor gespalten mit PsfI

Spur 6: Vektor gespalten mit Smal

8000 Bp -
5000 Bp -

3000 Bp -
2000 Bp -

1000 Bp -

Die hier dargestellten Ergebnisse der Plasmidkonstruktion von pHCII AC sind auf alle
anderen generierten Varianten iibertragbar. Alle Expressionsvektoren der HCII-Varianten
haben einen identischen Aufbau der Vektorelemente, welcher in Abbildung 3.2-1 dargestellt

ist.
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4.8 Produktion von rHCII-Varianten in Zellkulturen

Die Wirkung gezielter Anderungen der HCII-Aminosiuresequenz auf Konformation und
Reaktionsverhalten sollten anhand verschiedener Varianten des Serpins untersucht werden.
Mittels Transfektion von CHO-DUKX-B1 Zellen durch Vektoren mit genetisch modifizierten
HCII-Gensequenzen (siche 4.7 und Tabelle 3.2-5) wurden Zelllinien generiert, mit deren
Hilfe rekombinante Proteine produziert werden konnten. Die Isolierung dieser HCII-
Varianten erfolgte durch Reinigung an der hergestellten IgG-Affinitdtsmatrix. Die HCII-
Proteinvarianten werden im weiteren Verlauf der Arbeit mit Abkiirzungen bezeichnet, welche

in der folgenden Tabelle aufgefiihrt sind.

Tabelle 4.8-1: Rekombinante HCII-Varianten und ihre Charakteristika

Variante Aminosiduremerkmal der jeweiligen Position im Protein
52 54 68 195 273 323 467
rHCII wt (Wildtyp) P G S F C C C
rHCII F195C P G S C C C C
rHCII AC P G S F S S S
rHCII AC/F195C P G S C S S S
rHCII AC/P52C/F195C C G S C S S S
rHCII AC/G54C/F195C P C S C S S S
rHCII AC/S68C/F195C P G C C S S S

4.8.1 Etablierung stabil exprimierender CHO-Zelllinien und Produktion

von rHCII-Varianten

Durch Transfektion von CHO-DUKX-B1 Zellen wurden Zelllinien erstellt, welche
verschiedene rHCII-Varianten exprimierten (siche 3.3.1). Die Transfektion wurde durch
Lipofektion (3.3.4) von Scal-linearisierten Plasmiden vorgenommen, welche jeweils die fiir
die verschiedenen HCII-Varianten kodierenden cDNA-Sequenzen enthielten (3.3.5).
24 Stunden nach der Transfektion wurde die Selektion mit dem Aminoglykosid Geneticin
(600 pg/mL) begonnen. In allen Fillen starben 80 bis 90 % der Zellen innerhalb der ersten
Woche der Selektionsphase ab. Nicht transfizierte Zellen einer Kontrollpopulation starben
innerhalb von flinf Tagen vollstindig ab.

Kontrolltransfektionen mit dem Plasmid pCMV (Clontech, BD Biosciences), welches eine
B-Galakosidase-Expressionskassette enthilt |, belegten eine Transfektionseffizienz von nur
20 %, auch wenn laut Herstellerangaben bis zu 80 % der Zellen mit dieser Methode

transfiziert werden konnen. Die geringe Uberlebensrate der transfizierten Zellen kann somit

' MacGregor & Caskey, 1989
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durch eine niedrige Transfektionseffizienz erkldrt werden. Der nach der Selektionsphase
jeweils erhaltene Zellpool musste iiber einen Zeitraum von bis zu drei Wochen expandiert
werden um geniigend Zellen zur Kryokonservierung und HCII-Produktion zur Verfiigung zu
haben.

Die Produktion fand in 175 cm*-Gewebskulturflaschen mit einem Bedeckungsgrad von etwa
80 bis 90 % statt. Dies entsprach etwa 1 bis 2 x 10’ Zellen mit 0,5 bis 1 x 10° Zellen pro cm’.
Die rHCII-Varianten sollten unter oxidierenden Bedingungen produziert werden, damit die
Varianten mit den neu eingefilhrten Cysteinen (rHCII AC/P52C/F195C, rHCII
AC/G54C/F195C, rHCII AC/S68C/F195C) im oxidierten Zustand exprimiert werden, d.h. mit
gegebenenfalls intakter intramolekularer Disulfidbriicke. Dazu wurde ein Medium eingesetzt,
das keine reduktiven Agenzien enthélt und Cystin statt Cystein beinhaltet. Dementsprechend
wurde auch serumfreies Medium verwendet, mit Insulin und Transferrin als Supplemente.
Serumbestandteile hitten Probleme bei der spiteren Reinigung und Charakterisierung der
exprimierten Proteine bereitet. Die Produktion fand in 80 bis 100 mL Medium bei einer
Kultivierungsdauer von flinf Tagen statt. Nach Ende der Kultivierung und Abnahme des
Mediums wurde die Konzentration der HCII-Varianten mittels ELISA bestimmt. Die
spezifischen Produktivititen {liber die Gesamtphase der Kultivierungsverldufe sind in
nachfolgender Tabelle (Tabelle 4.8-2) aufgefiihrt.

Tabelle 4.8-2: Spezifische Produktivititen von rHCII-Varianten in transfizierten CHO-DUKX-B1 Zellen

Variante spezifische Produktivitit [ug/(10° Zellen = Tag)]
rHCII wt 16
rHCII F195C 32
rHCII AC 2,0
rHCII AC/F195C 10
rHCII AC/P52C/F195C 0,5
rHCII AC/G54C/F195C 0,8
rHCII AC/S68C/F195C 0,5

Wie zu erkennen ist, weichen die spezifischen Produktivititen der transfizierten CHO-
DUKX-B1 Zellen weit voneinander ab. Den grofiten Wert zeigt die Variante rHCII wt. Diese
Wildtyp HCII exprimierende CHO-Zelle wurde nicht durch die hier beschriebene Methode
selektioniert, sondern lag schon in der Arbeitsgruppe ,,Zelluldre Genetik* vor '. Die Zelllinie
wurde aus einer einzelnen Zelle mit hoher Expression (nach Genamplifikation) erstellt. Dies
erklart den Unterschied zu den Produktivititen der Zelllinien, welche aus einem Zellpool
hervorgegangen waren. Die abweichenden Produktivitidten der mit Geneticin selektionierten

Varianten untereinander konnen durch unterschiedliche Kopienzahl des transfizierten

! Bshme, 2001
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Plasmids im Genom der Zelle begriindet werden. Eine alternative Erklarungsmoglichkeit fiir
die variierenden Produktivitdten ist die Integration der transfizierten DNA in Bereiche mit

hoher oder niedriger Genaktivitit.

4.8.2 Nachweis von rHCII in Kulturiiberstinden

Konzentrationsbestimmungen der exprimierten HCII-Varianten in den Kulturiiberstinden
wurden mittels eines ELISA mit zwei monoklonalen Antikdrpern vorgenommen. Diese
immunologische Detektion belegte die erfolgreiche Expression der HCII-Varianten. Die
korrekte Faltung der rekombinanten Proteine und deren biologische Aktivitdt wurden durch
Reaktionen mit humanem o-Thrombin belegt. Die Komplexierungsreaktion wurde in
Gegenwart der Glykosaminoglykane Heparin und Dermatansulfat vorgenommen (3.10.1). Der
Nachweis der biologischen Aktivitit erfolgte durch Bildung der SDS-stabilen
HCII/a-Thrombin-Komplexe, welche in der folgenden Abbildung dargestellt sind.

A B
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
- emm o~ e -94kDa | = e e - 94 kDa
D o~ - g == == - -
- 67 kDa - 67 kDa

Abbildung 4.8-1: Reaktion der rHCII-Varianten mit a-Thrombin. Reduzierende SDS-PAGE (10 % Gele,
NuPAGE®) und Western-Blot der Reaktion zwischen Serpin und Protease in Gegenwart von Heparin (A) oder
Dermatansulfat (B). Spuren 1: rHCII wt, Spuren 2: rHCII F195C, Spuren 3: rHCII AC, Spuren 4: rHCII
AC/F195C, Spuren 5: rHCII AC/P52C/F195C, Spuren 6: rHCII AC/G54C/F195C, Spuren 7: rHCII
AC/S68C/F195C. Die Positionen von GroBenmarkern sind rechts angegeben.

Zur Erhaltung mdglicher Disulfidbriicken in den rHCII-Varianten, wurden die
Komplexierungsreaktionen unter nicht-reduzierenden Bedingungen vorgenommen. Die
rHCII-Varianten mit einem cystinverbriickten N-Terminus (Spuren 5-7) zeigten keine
wesentliche Reaktion mit o-Thrombin. Alle anderen Varianten zeigten die Bildung von
Komplexen, was die biologische Funktionalitit der Varianten und deren korrekte Sekretion
aus den Zellkulturen verdeutlicht. Die HCII/a-Thrombin-Komplexe waren als Bande bei
ca. 110 kDa zu erkennen, was der Summe der Molekularmassen von HCII und der B-Kette
von o-Thrombin entspricht, wie sie in einer reduzierenden SDS-PAGE ermittelt werden. Die
apparente molekulare Masse der B-Kette von a-Thrombin betrdgt in einer SDS-PAGE

ca. 33 kDa, fiir die HCII-Varianten kann eine Masse von 74 kDa ermittelt werden. Die in der
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SDS-PAGE ermittelte apparente molekulare Masse von HCII weicht auf Grund
posttranslationaler Modifikationen von der tatséchlichen molekularen Masse (65,6 kDa) ' des
Serpins ab. Auch ist die durch SDS-PAGE-Analyse ermittelte molekulare Masse von
Proteinen von der Konformation des Polypeptids abhéngig (siche 4.9).

Dass die HCII-Varianten mit cystinverbriicktem N-Terminus (Spuren 5-7) keine wesentliche
Komplexbildung zeigten, entsprach den Erwartungen. Der N-Terminus von HCII ist bei der
Komplexierung von a-Thrombin von zentraler Bedeutung. Er bildet eine Exosite-Verbindung
zum o-Thrombin aus, die notwendig ist, um eine effektive Komplexierung zu gewihrleisten
(2.2.3) . Bei den HCII-Varianten mit fixiertem N-Terminus kann eine solche Verbindung
nicht stattfinden, was die fehlende Féhigkeit zur Komplexbildung erklért. Die zum Teil sehr
schwach sichtbaren Komplexbanden bei diesen HCII-Varianten werden vermutlich durch

geringe Anteile an Proteinen mit gedffneter Disulfidbriicke verursacht.

4.8.3 Isolierung und Reinigung von rHCII-Varianten aus Kulturiiberstinden

Die Kulturiiberstinde mit den enthaltenen HCII-Varianten der unterschiedlichen CHO-
Zellkulturen (Volumen von 600 bis 1000 mL) wurden wie unter 3.9 beschrieben aufgereinigt.
Das groBe Volumen der Uberstinde machte eine Aufkonzentrierung notwendig, bevor die
rekombinanten Proteine {iber Immunaffinitdts-Chromatographie isoliert werden konnten. Die
Aufkonzentrierung (siche 3.9.1) erfolgte iiber einen starken Anionentauscher (Q-Sepharose
Fast Flow) bei pH 8,0 in einem FPLC"-System. Mit dem groBen Probenvolumen war eine
lange Applikationszeit verbunden (bis zu vier Stunden). Mit den langen Applikationszeiten
kam es zum ,,Ausbluten* der Séule, d.h. das Produkt wanderte langsam durch die Siulen-
matrix, so dass Anteile an rHCII bereits im Probendurchlauf detektiert werden konnten. Der
Verlust von Produkt im Probendurchlauf betrug bis zu 15 %. Mit der Elutionsstufe (bei 500
mM NaCl) wurden im Durchschnitt bis zu 60 % des aufgetragenen rHCII als Produkt im
Fluat detektiert. Insgesamt wurden in allen Chromatographieschritten bis zu 80 % des
applizierten rHCII wiedergefunden.

Das Eluat der Anionentauscher-Chromatographie war gegeniiber dem Ausgangsmaterial um
den Faktor 10-20 konzentriert und hatte ein Volumen von ca. 40 mL, das direkt fiir die
Immunaffinitatsreinigung eingesetzt wurde. Die Immunaffinitdtsreinigung von rHCII wurde
als Stufenprozess im Batch-Verfahren durchgefiihrt (siehe 3.9.2). Bindung und Elution von
rHCII an der Anti-HCII-Antikdrpermatrix wurden mit den Gentle Buffer System von Pierce
vorgenommen. Im Eluat (20 mL) befanden sich ca. 80 % des applizierten rHCII. Der Einsatz
eines besonderen Elutionspuffers war notwendig, da HCII nicht durch die sonst iibliche
Senkung des pH-Wertes von der Antikérpermatrix eluiert werden sollte. HCII reagiert sehr

empfindlich auf pH-Werte auerhalb des physiologischen Bereichs mit massivem Verlust an

" Tollefsen et al., 1982
* Ragg et al., 1990™ ® Sheehan e7 al., 1993; Sheehan et al., 1994
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biologischer Aktivitit. Der verwendete Gentle Elution Buffer Ag/Ab hatte einen pH-Wert von
6,8 und basierte auf einer hochkonzentrierten Losung unbekannter Zusammensetzung mit
hoher Osmolaritét. Dies stellte sich als kritischer Schritt der gesamten Aufreinigungsmethodik
heraus. Es war notwendig die hohe lonenstirke so rasch wie moglich zu reduzieren, da diese
einen negativen Einfluss auf die Proteinfaltung haben kann. Daher wurde eine Dialyse direkt
nach der Elution von der Antikdrpermatrix durchgefiihrt. Um die Dialysezeit und die
Kontaktdauer von rHCII mit dem Elutionspuffer zu verringern, wurde ein Dialyseschlauch
mit einem Molekulargréendurchschnitt (Molecular Weight Cut Off, MWCO) von wenigstens
10 kDa verwendet. Dies verursachte aber einen erheblichen Verlust an Produkt wihrend der
Dialyse. Im Durchschnitt betrug die Menge an rHCII im Dialysat etwa 66 % des zur Dialyse
eingesetzten Proteins. Eine Konzentrierung des Produktes durch Ultrafiltration mittels
Mikrokonzentratoren fiihrte zu einem weiteren Ausbeutenverlust. Das Retentat der Filtration
enthielt noch 55 % der urspriinglichen rHCII-Menge. Die Ausbeuten der einzelnen

Reinigungs- und Konzentrationsschritte sind in nachfolgender (Tabelle 4.8-3) aufgefiihrt.

Tabelle 4.8-3: Isolierung von rHCII-Varianten aus CHO-Zellkulturiiberstinden

Reinigungsschritt *Ausbeute iiber alle Schritte in % °Ausbeuten der einzelnen Schritte in %
Kulturiiberstand 100 -

Anionentauscher- 60 60

Chromatographie

Immunaffinititsreinigung 46 80

Dialyse 30 66

Ultrafiltration 17 55

Konzentrationen an rHCII-Varianten wurden mit einem ELISA ermittelt. Die angegebenen Prozentwerte sind
Mittelwerte aller Aufreinigungen.

* Prozentwerte beziehen sich immer auf die rHCII-Konzentration im Kulturiiberstand (gleich 100 %).

® Prozentwerte sind die Ausbeuten an Produkt eines Reinigungsschrittes mit der Ausbeute des vorherigen
Reinigungsschrittes gleich 100 %.

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, war die verwendete Methodik der Aufreinigung mit
groBen Produktverlusten verbunden. Uber alle Reinigungsschritte wurden im Mittel nur 17 %
des eingesetzten rHCII als verwendbares Produkt gewonnen. Dies entspricht lediglich einer
Ausbeute von 80 bis 400 pg aus ca. 600 mL Kulturiiberstand. Dennoch war die Menge fiir die
geplanten Studien ausreichend und alle Varianten lagen in einer zufriedenstellenden Reinheit

Vor.
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1 2 3 4 5 6 7 Abbildung 4.8-2: Reduzierende SDS-PAGE
und Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung der ge-
reinigten rHCII-Varianten.

- 94 kDa Spur 1: tHCII wt

THCI- |y s s g+ gy <o Spur 2: tHCII F195C

Spur 3: tHCIT AC

Spur 4: rHCII AC/F195C

Spur 5: rHCII AC/P52C/F195C

Spur 6: tHCII AC/G54C/F195C

Spur 7: rtHCII AC/S68C/F195C

Wie die obige Abbildung (Abbildung 4.8-2) belegt, waren neben den Proteinbanden der
rHCII-Varianten kaum weitere kontaminierende Proteine in den Spuren zu erkennen. Einige
schwach erkennbare Banden sind mdglicherweise Artefakte der Reinigung oder
Abbauprodukte der Varianten. Gemessen an der Gesamtproteinmenge haben diese

Kontaminationen keinen nennenswerten Anteil an der Produktmenge.
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4.9 Nachweis intramolekularer Disulfidbriicken und
Reoxidation von rHCII-Varianten in vitro

Die Existenz von Disulfidbriicken in Proteinen kann durch Vergleich von SDS-PAGE unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen kontrolliert werden '. Entsprechende
Versuche wurden wie unter 3.4.2.1 beschrieben mit allen rekombinanten HCII-Varianten
durchgefiihrt.

Abbildung 4.9-1: Western-Blot-Analyse der rekombinanten HCII-Varianten (10 % Gele, NuPAGE®™) unter
reduzierenden (A) oder nicht-reduzierenden (B) Bedingungen. Spur 1: rHCII wt, Spur 2: rHCII F195C, Spur 3:
rHCII AC, Spur 4: rHCII AC/F195C, Spur 5: rtHCII AC/P52C/F195C, Spur 6: rtHCII AC/G54C/F195C, Spur 7:
rHCII AC/S68C/F195C, Spur 8: Standard-Humanplasma. Die Positionen von GrofSenmarkern sind rechts ange-
geben.

Uberstinde der Zellkulturen wurden durch SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen analysiert und als Western-Blot dargestellt (Abbildung 4.9-1).
Die durchgefiihrten Untersuchungen belegten die Existenz von Disulfidbriicken in den
rekombinanten HCII-Varianten rHCII AC/P52C/F195C (Spur 5), tHCII AC/G54C/F195C
(Spur 6) und rHCII AC/S68C/F195C (Spur 7). Die elektrophoretische Mobilitit aller
Varianten war unter reduzierenden Bedingungen identisch (Bild A), doch zeigten die
Varianten mit einem cystinverbriickten N-Terminus ein abweichendes Laufverhalten unter
nicht-reduzierenden Versuchsbedingungen (Bild B). Diese Varianten bewegten sich im
elektrophoretischen Feld schneller und zeigten eine geringere apparente molekulare Masse
unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Alle Varianten ohne Disulfidbriicke zeigten die
gleiche elektrophoretische Mobilitit wie unter reduzierenden Bedingungen. Das Ausmal3 der
Beeinflussung der Mobilitdt durch Disulfidbriicken ist abhdngig von der Position der
verbriickenden Cysteine. Eine intramolekulare Verkniipfung fiihrt zu einer Schleifenbildung,
die das Polypeptid kompakter werden ldsst. Daher wandern die denaturierten Proteine mit

einer Disulfidbriicke schneller durch das Gel als die entsprechenden reduzierten

! Matsumura & Matthews, 1991
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Proteinformen '. Unter den drei Varianten mit einer Disulfidbriicke bildet die Variante rHCII
AC/S68C/F195C (Spur 7) die kleinste cystinverbriickte Peptidschleife aus und zeigt daher
auch den geringsten Mobilitdtsunterschied zur reduzierten Form.

Das obige Ergebnis belegte die Existenz von Disulfidbriicken in allen drei rHCII-Varianten
welche durch genetische Manipulation zwei Cysteine besitzen. Die Fixierung des N-Terminus
am Proteinkern war somit variabel {iber drei verschiedene Positionen moglich. Diese drei
Varianten zeigten in ihrem oxidierten Zustand keine nennenswerte Reaktivitit zu a-Thrombin
(siche Abbildung 4.8-2). Es bestand die Notwendigkeit zu belegen, dass die Fixierung des
N-Terminus nicht zu einer unphysiologische Konformation der rHCII-Varianten gefiihrt hatte.
Die intramolekularen Disulfidbriicken hitten auch das Resultat von besonderen Bedingungen
in den Zellkulturen sein kdnnen. Diese Bedingungen hitten die Bildung von Disulfidbriicken
begiinstigen oder sogar erzwingen und somit eine abnormale Konformation der
rHCII-Varianten verursachen kénnen. Eine solche nicht-physiologische Konformation wiirde
auch zu einer fehlenden Reaktivitdt der Varianten gegeniiber o-Thrombin fiihren. Um die
Vermutung auszuschlieflen, dass die Konformation der Cystinverbriickten rHCII-Varianten
einen abnormalen Zustand darstellt, wurden Versuche zur Reoxidation der drei Varianten in
vitro durchgefiihrt. Die rekombinanten Proteine der Zellkulturiiberstinde wurden reduziert
und nachfolgend mit Kupfer(Il)-Phenanthrolin oder Glutathion oxidiert, wie unter 3.4.5
beschrieben. Die Analyse dieser Experimente wurde als Western-Blot einer nicht-reduzieren-

der SDS-PAGE vorgenommen und ist im Folgenden dargestellt.

A B C

- g - -100 kDa

Abbildung 4.9-2: Reoxidation der rekombinanten HCII-Varianten AC/P52C/F195C (A), AC/G54C/F195C (B)
und AC/S68C/F195C (C) in vitro. Uberstinde aus CHO-Zellkulturen der rHCII-Varianten (Spuren 1) wurden
mit Dithiotreitol (DTT, 2 mM) reduziert und dialysiert (Spuren 2) und nachfolgend in Gegenwart von
Luftsauerstoff durch 50 uM Kupfer(II)-Phenanthrolin (Spuren 3) oder in Gegenwart von 2 mM reduziertem und
I mM oxidiertem Glutathion (Spuren 4) oxidiert. Die Spuren 5 und 6 sind mit 2-Mercaptoethanol versetzte
Proben der reoxidierten Produkte (Spuren 3 und 4). Dargestellt sind Western-Blots der entsprechenden nicht-
reduzierenden SDS-PAGE (10 % Gel, Tris/Glycin). Die Positionen von Grofenmarkern sind rechts angegeben.

Die Reoxidationsexperimente belegten fiir alle drei Cystinvarianten die Moglichkeit der

Bildung einer Disulfidbriicke in vitro. Dies konnte aus den Wanderungsgeschwindigkeiten der

! Pantoliano et al., 1987; Tan et al., 1996; Hopkins et al., 1997



Kapitel 4: Ergebnisse 131

reoxidierten Proteine (Spuren 3 und 4) im nicht-reduzierenden SDS-PAGE entnommen
werden. Die Wanderungsgeschwindigkeiten entsprachen denen der Varianten vor der
Reduktion (Spuren 1). Die Reoxidationen waren unabhingig vom verwendeten Oxidations-
system (Reaktionszeit 16 Stunden) moglich. Sowohl mit Kupfer(Il)-Phenanthrolin wie auch
mit dem Glutathionsystem konnten die reduzierten Varianten (Spuren 2) nahezu quantitativ in
ihre oxidierten Formen mit einer intramolekularen Cystinbindung iiberfiihrt werden. Die
Bildung von dimeren oder multimeren Oxidationsprodukten war nicht zu beobachten. Die
Reduktion der reoxidierten Proben mit 2-Mercaptoehanol (Spuren 5 und 6) fiihrte wieder zu
dem erwarteten Laufverhalten im SDS-Gel (bei ca. 74 kDa) und belegte, dass die Proteine
nicht durch die Reoxidationsversuche degradiert wurden.

Die einfache Reoxidierbarkeit der Varianten spricht dafiir, dass die iiber eine Disulfidbriicke
verkniipften Proteinbereiche eine natiirliche Nédhe zu einander besitzen oder im nativen
Molekiil benachbart sind. Dementsprechend verursachten die Expressionen der oxidierten
rHCII-Varianten in den Zellkulturen auch keine anormale Konformation der Proteinstruktur.
In den unterschiedlichen Varianten wurde der N-Terminus von HCII iiber eine der drei
verschiedenen Aminosdurepositionen 52, 54 bzw. 68, mit der an a-Helix D angrenzenden
Position 195 verkniipft. Entsprechend bereits verdffentlichten Ergebnissen ' existiert eine
Wechselwirkung zwischen den entsprechenden Proteindoménen (siche 2.2.2). Daher kann
angenommen werden, dass zwischen den oxidierten und reduzierten Proteinformen der HCII-
Varianten hochstens geringfiigige Konformationsunterschiede existieren. Andernfalls wére

eine Reoxidationen der HCII-Varianten in vitro nicht wahrscheinlich gewesen.

"Ragg et al., 1990™°; Ciaccia et al., 1997; Liaw et al., 1999
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4.10 Reaktionsverhalten der rHCII-Varianten gegeniiber den

Proteasen a-Thrombin und a-Chymotrypsin

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit ist die Bedeutung der Konformation von Heparinkofak-
tor II. Im Besonderen sollte untersucht werden welche Einfliisse die Struktur des Proteins
oder von Proteindominen auf die Wechselwirkung mit Kofaktoren und auf die Reaktivitit zu
Serinproteasen ausiiben. Die Spezifitit der Serpin/Protease-Reaktion wird primér durch die
Aminosduren der reaktiven Schleife des Serpins definiert. Doch konnen bei einigen Serpinen
zusétzlich auch Exosite-Wechselwirkungen einen Einfluss auf das Ausmal der Inhibitions-
reaktion haben '. Solche Exosite-Wechselwirkungen spielen eine wesentliche Rolle bei der
Glykosaminoglykan-beschleunigten Reaktion von HCII mit o-Thrombin. Dabei verlduft die
Hemmung von o-Thrombin durch HCII iiber einen allosterischen Mechanismus unter
Beteiligung der N-terminalen Doméne des Serpins (2.2.3) *. Der N-Terminus von HCII stellt
bei der Hemmung von o-Thrombin eine Wechselwirkung zu der Anionen-bindenden
Exosite I von a-Thrombin her. Dieser N-Terminus wurde in einigen rekombinanten HCII-
Varianten kovalent {iber eine Cystinbindung an der Position 195 im Protein fixiert, wodurch
der Inhibitionsmechanismus bei diesen Varianten gestort sein sollte.

HCII besitzt seine grofite Reaktivitit gegeniiber den beiden Serinproteasen a-Thrombin und
o-Chymotrypsin (2.2.1). Das Reaktionsverhalten der generierten Varianten gegeniiber den
Proteasen a-Thrombin und a-Chymotrypsin ist im Nachfolgenden charakterisiert. Der
Einfluss des N-Terminus von HCII auf die Hemmung von o-Thrombin wurde durch
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten der rHCII-Varianten mittels einer

Reaktionskinetik pseudo-erster Ordnung (siehe 3.10.6) untersucht.

4.10.1 Hemmung von a-Chymotrypsin

Die in Tabelle 4.8-1 beschriebenen HCII-Varianten wurden in CHO-Zellkulturen exprimiert
und mittels Affinitdtschromatographie gereinigt.

Durch Reoxidationsexperimente (4.9) konnte belegt werden, dass die Konformation nach
Bildung der Cystinbindung in den Varianten mit zwei eingefiigten Cysteinen (rHCII
AC/G54C/F195C, rHCII AC/P52C/F195C und rHCII AC/S68C/F195C) nicht erzwungen war.
Die Auswirkungen der kovalenten Fixierung des N-Terminus an den Proteinkern von HCII
auf die Reaktion zwischen HCII und a-Thrombin war jedoch nicht klar. Die genaue
Lokalisation der cystinverkniipften N-Termini war bislang unbekannt. Es konnte nicht
zweifelsfrei ausgeschlossen werden, dass die fixierten N-Termini unter Umstinden den

Zugang zur reaktiven Schleife (,reactive centre loop”, RCL) von HCII blockieren. Dies

" Izaguirre et al., 2003
* Ragg et al., 1990%; Mitchell & Church, 2002
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wiirde dazu fiihren, dass die Varianten inaktiv gegeniiber einer Reaktion mit den Proteasen
o-Thrombin und a-Chymotrypsin wéren.

Zur Kontrolle der Aktivitit der rekombinanten HCII-Varianten wurde eine Messung der
Hemmung von a-Chymotrypsin durchgefiihrt. Der Inhibitionsmechanismus dieser Protease
bei der Reaktion mit HCII wird durch die Prisenz des N-Terminus nicht beeinflusst .
AuBerdem sind Glykosaminoglykane fiir eine effektive Hemmung von a-Chymotrypsin nicht
notwendig *. Die rHCII-Varianten wurden in ihrem oxidierten Zustand untersucht, d.h. in
einigen Fillen mit cystinverkniipften N-Termini. Die Durchfiihrung wurde wie unter 3.10.7

beschrieben vorgenommen und die Ergebnisse sind in Tabelle 4.10-1 aufgefiihrt.

Tabelle 4.10-1: Hemmung von a-Chymotrypsin durch rekombinante HCII-Varianten

Variante ky M min™']

rHCII wt 2,5+0,7x 10°
rHCII F195C 1,6+£04x 10°
rHCII AC 1,5+£0,5x 10°
rHCII AC/F195C 1,2£0.2x 10°
rHCII AC/P52C/F195C 1,2402x 10°
rHCII AC/G54C/F195C 1,4+02x10°
rHCII AC/S68C/F195C 1,2+03x10°

Die Inhibitionskonstanten repréasentieren die Mittelwerte mit Standardfehlern aus sechs bis acht Experimenten.
Durchfithrung wie unter 3.7.10 beschrieben mit gereinigten HCII-Varianten unter oxidierenden Bedingungen.

Die ermittelten Inhibitionskonstanten zeigen im Vergleich zum rekombinanten Wildtyp HCII
(rHCII wt) fiir alle Varianten etwas kleinere Werte fiir die Hemmung von a-Chymotrypsin,
unabhingig von Art und Position der eingefiihrten Mutation (rHCII F195C, rHCII AC oder
rHCII AC/F195C). Auch die Varianten mit intramolekular gebundenem N-Terminus wiesen
eine Inhibitionskonstante auf, die nur maximal zweifach kleiner war als die des
rekombinanten Wildtyp HCII. Die Verkniipfungsposition des Cysteins im N-Terminus
(Position 52, 54 oder 68) an Position 195 hatte keine signifikante Bedeutung fiir die
Reaktionsgeschwindigkeit. Die maximalen Unterschiede in den ermittelten Konstanten (2,5 x
10° bei tHCII wt zu 1,2 x 10° bei rHCII AC/G54C/F195C) sind zu gering um eine wesentliche
Anderung der Reaktionsgeschwindigkeiten bei den Varianten zu belegen.

Die hier gemessenen Konstanten bewegen sich im Rahmen der in der Literatur angefiihrten
GroBenordnungen fiir die Inhibitionskonstanten der Reaktion von a-Chymotrypsin mit HCII

(2 x 10° bis 7,2 x 10° M min™") *. Ebenso stimmen die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse

!'Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Mitchell & Church, 2002
% Church et al., 1985; Derechin et al., 1990
3 Ciaccia et al., 1995; Bauman & Church, 1999
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mit zuvor gemachten Beobachtungen {iberein, welche zeigten, dass der N-Terminus von HCII
nur einen sehr geringen Einfluss auf die Hemmung von a-Chymotrypsin hat '.

Die hier erhaltenen Ergebnisse der Hemmung von a-Chymotrypsin belegen, dass die rHCII-
Varianten - auch jene mit einem Disulfid-fixierten N-Terminus - reaktiv sind. Thre reaktiven
Schleifen sind demnach fiir o-Chymotrypsin normal zugénglich und eine unnatiirliche

Konformation der Varianten ist somit auszuschliefSen.

4.10.2 Hemmung von a-Thrombin in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen

Aus physiologischer Sicht ist die Reaktion zwischen Heparinkofaktor II und der Serinprotease
o-Thrombin von besonderer Bedeutung. Der Mechanismus ihrer Hemmung durch
Komplexierung verlduft mehrstufig unter Konformationsinderungen am Serpin wie auch an
der Protease >. Die Hemmung von o-Thrombin wurde in Abwesenheit von Glykosamino-
glykanen mit den gereinigten rekombinanten HCII-Varianten durchgefiihrt (3.10.6.1). Dabei
wurde die Inhibitionskonstante &, sowohl fiir die unbehandelte native Form wie auch fir ihre

reduzierte und alkylierte Form (siehe 3.4.4) der Varianten ermittelt.

Tabelle 4.10-2: Hemmung von a-Thrombin durch rHCII-Varianten in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen

Variante Unbehandelt reduziert®
ky M min™] Verhiltnis
[reduziert/unbehandelt]

rHCII wt 2,9+0,5x 10* 2,9+0,6x 10* 1,00
rHCII F195C 32+03x10* 3,2+03x10* 1,00
rHCII AC 1,5+0,1x 10* 1,6 £0,3x 10* 1,07
rHCII AC/F195C 1,9+04x 10* 2,1+04x10* 1,11
rHCII AC/P52C/F195C 4,0+1,0x 10° 2,1+03x10* 525
rHCII AC/G54C/F195C 4,0+2,7x 10° 2,0+0,2x 10* 5,00
rHCII AC/S68C/F195C 3,8+2.2x 10° 1,1 +£0,3x 10* 2,89

Dargestellt sind die Inhibitionskonstanten der HCII-Varianten aus Reaktionen pseudo-erster Ordnung mit der
Serinprotease a-Thrombin (T =20 °C). Die Daten dokumentieren Mittelwerte und Standardfehler aus acht
Versuchen. Die Durchfiithrung wurde wie unter 3.10.6.1 beschrieben vorgenommen.

*Die Reduktion der Varianten erfolgte mit DTT und die nachfolgende Alkylierung durch Behandlung mit
Iodacetamid.

'Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Mitchell & Church, 2002
2 Becker et al., 1999; Fredenburgh et al., 2001
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Die Daten der Inhibitionskonstanten der o-Thrombin-Komplexierung in Abwesenheit von
Glykosaminoglykanen sind in Tabelle 4.10-2 wiedergegeben. Die Werte der Konstanten
entsprechen den Literaturdaten (2 x 10* bis 1 x 10° M min™) "% Fiir die reduzierten und
alkylierten Formen der rHCII-Varianten wurden Konstanten erhalten, die sich alle in einem
GroBenbereich befinden. Die hochsten Werte (3 x 10° M min'l) waren bei den Protein-
varianten rHCII wt und rHCII F195C zu beobachten. Bei allen anderen Varianten, welche auf
der Variation AC basierten, war die ermittelte Inhibitionskonstante geringfiigig kleiner mit
Werten bei ca. 2 x 10° M min”'. Eine kleinere Konstante zeigte lediglich die reduzierte
rHCII-Variante AC/S68C/F195C mit einem Wert von 1,1 x 10* M min™. Insgesamt
betrachtet waren die Unterschiede der Inhibitionskonstanten der reduzierten Varianten gering.
Fiir die reduzierten Varianten waren dhnliche Groflen der Konstanten auch zu erwarten, da im
reduzierten Zustand alle Varianten dem Wildtyp dhneln. Auch war ersichtlich, dass die
Reduzierung und Alkylierung mit DTT und Iodacetamid keinen signifikanten Einfluss auf die
Inhibitionskonstanten hatte. Deren Werte lagen im gleichen Grofenbereich wie die der
unbehandelten, nativen Proteinformen der rHCII-Varianten ohne interne Disulfidbriicke (wt,
F195C, AC, AC/F195C).

Unterschiede der Inhibitionskonstanten waren jedoch bei den unbehandelten nativen
Varianten zu erkennen. Alle Varianten ohne interne Disulfidbriicke (rHCII wt, tHCII F195C,
rHCII AC, rHCII AC/F195C) besaBBen eine Konstante im gleichen GréBenbereich (1,5 x 10*
bis 3,2 x 10* M min™). Im Gegensatz dazu waren die Inhibitionskonstanten der rHCII-
Varianten mit intramolekular fixiertem N-Terminus (rHCII AC/P52C/F195C, rHCII
AC/G54C/F195C, rHCII AC/S68C/F195C) deutlich verringert. Mit Werten von
ca. 4 x 10° M min™' waren diese Konstanten bis zu 8-fach kleiner als die der rHCII-Varianten
ohne Disulfidbriicke. Die Fixierung des N-Terminus von HCII scheint somit einen Einfluss
auf die Inhibitionsreaktion von o-Thrombin in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen zu
haben.

In der Literatur wird bislang davon ausgegangen, das der N-Terminus von HCII keine
Bedeutung bei der Hemmung von a-Thrombin in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen
spielt >. Diese Ergebnisse basieren auf Ergebnissen von HCII-Varianten bei denen der

23 Solche Varianten konnen wie auch die hier

N-terminale Bereiche deletiert ist
beschriebenen Disulfid-verbriickten HCII-Varianten nicht an die Anionen-bindende Exosite |
von o-Thrombin binden. Die hier erzielten Ergebnisse weichen aber von denen der
Deletionsmutanten ab. Bei den Varianten mit intramolekularer Disulfidbriicke miissen andere
Aspekte fir die verringerte Inhibitionskonstante der Hemmung von a-Thrombin
verantwortlich sein. Moglicherweise behindert ein fixierter N-Terminus im HCII eine

Konformationsédnderung der reaktiven Schleife (RCL) oder die zur Hemmung notwendige

! Sheehan ef al., 1994; Blinder & Tollefsen, 1990; Han ef al., 1997
2 Baumann & Church, 1999; Mitchell & Church, 2002
3 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; 1999; Liaw et al., 1999; Hayakawa et al., 2000
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Insertion der reaktiven Schleife in das [-Faltblatt A von HCII wird erschwert (siche
Abbildung 2.1-2).

4.10.3 Hemmung von a-Thrombin in Anwesenheit von Glykosaminoglykanen

Die Hemmung von a-Thrombin durch HCII unterliegt dem Einfluss der Glykosaminoglykane
Heparin und Dermatansulfat. Durch diese Kofaktoren lédsst sich die Reaktionsgeschwindig-
keit um bis zu 1000-fach steigern '. Die Hemmung von o-Thrombin durch HCII verlduft
dabei primér iiber einen allosterischen Mechanismus, bei dem der N-Terminus des Serpins
eine zentrale Rolle spielt >. Es wurde postuliert, dass dieser N-Terminus im nativen Zustand
durch ionische Wechselwirkung intramolekular am Protein lokalisiert ist und durch die
anionischen Glykosaminoglykane von seiner Position verdringt wird . Der freigesetzte
N-Terminus kann dann mit der Exosite I von a-Thrombin interagieren, was die Hemm-
reaktion fordert (siehe Abbildung 2.2-3).

Die Bedeutung des N-Terminus bei diesem Prozess sollte anhand der in dieser Arbeit
beschriebenen rHCII-Varianten belegt werden. Die Hemmung von o-Thrombin durch die
rHCII-Varianten wurde mittels Bestimmung ihrer kinetischen Konstanten (Reaktions-
konstante 2. Ordnung, k) charakterisiert. Die Untersuchungen erfolgten in Gegenwart der

Glykosaminoglykane Heparin und Dermatansulfat (siche 3.10.6.1).

Tabelle 4.10-3: Hemmung von a-Thrombin durch rHCII-Varianten in Gegenwart von Heparin

Variante unbehandelt reduziert®
ky [M" min™"] Verhiltnis
[reduziert/unbehandelt]

rHCII wt 9,2+0,5x 10’ 9,1+0,9x 10’ 0,99
rHCII F195C 8,1+1,3x10’ 9,0+0,5x 10’ 1,12
rHCII AC 7,2+0,6x 10 7,0+03 x 10’ 0,96
rHCII AC/F195C 7,3+0,7x 10 7,6 0,3 x 10 1,04
tHCIT AC/P52C/F195C 2,7+0,5x 10° 7,3+0,4x 10’ 2735
rHCII AC/G54C/F195C 2,3+0,5x 10* 8,5+0,7x 10’ 3659
rHCII AC/S68C/F195C 1,9+0,6 x 10* 1,2+0,1x 10’ 636

Dargestellt sind die Inhibitionskonstanten der HCII-Varianten mit o-Thrombin in Gegenwart von 10 Units/mL
Heparin (Aktivitdt USP 181 Units/mg). Die Daten wurden aus acht bis 16 Reaktionen (T =20 °C) ermittelt.
*Die Reduktion der Varianten erfolgte mit DTT und die nachfolgende Alkylierung durch Behandlung mit
Iodacetamid.

" Tollefsen et al., 1982; Tollefsen et al., 1983
2 Ragg et al., 1990%; Sheehan et al., 1993; Sheehan et al., 1994
3 Ragg et al., 1990°; Van Deerlin & Tollefsen, 1991
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Mit einer Ausnahme zeigten in Gegenwart von Heparin alle reduzierten und alkylierten HCII-
Varianten ein &dquivalentes Reaktionsverhalten gegeniiber o-Thrombin. Die Inhibitions-
konstante des rekombinanten Wildtyps entsprach mit 9,1 x 10’ M min™ den Werten, welche
in der Literatur fiir diese Variante angegeben sind (4 x 107 bis 5 x 10° M min™)'. Im
Vergleich zum Wildtyp (rHCII wt) waren die Inhibitionskonstanten der Varianten nur
geringfligig kleiner und lagen im Bereich von 7,0 bis 9,0 x 10’ M min™. Eine Ausnahme
stellte hier, wie auch unter allen anderen Bedingungen, die rHCII-Variante AC/S68C/F195C
dar. Deren Konstante war mit 1,2 x 10’ M™ min™ etwa achtfach kleiner als die des Wildtyps.
Von dieser Abweichung abgesehen, befanden sich alle ermittelten Inhibitionskonstanten in
einem gemeinsamen GroBenbereich. Dies entsprach damit auch den Erwartungen, da im
reduzierten Zustand die Varianten beziiglich Konformation und Reaktionsmechanismus mit
dem Wildtyp vergleichbar sein sollten.

Im Gegensatz dazu zeigte die o-Thrombininhibition der unbehandelten rHCII-Varianten in
Gegenwart von Heparin einige Unterschiede. Die Inhibitionskonstanten der Varianten ohne
interne Disulfidbriicke (rHCII wt, rHCII F195C, rHCII AC, rHCII AC/F195C) waren
vergleichbar, mit GréB3en zwischen 7,2 und 9,2 x 10’ M min™. Diese Werte entsprachen
auch denen, die unter identischen Bedingungen mit den reduzierten Formen dieser Varianten
gemessen wurden. Demgegeniiber wurden fiir alle Varianten mit cystinverkniipftem
N-Terminus (rHCII AC/P52C/F195C, rHCII AC/G54C/F195C, rHCII AC/S68C/F195C)
Konstanten erhalten, die um ein Vielfaches geringer waren. Diese Varianten zeigten bei
intakter Disulfidbriicke Inhibitionskonstanten mit Werten zwischen 1,9 und 2,7 x 10*
M min”. Im reduzierten Zustand wurden jedoch Werte zwischen 1,2 und 8,5 x 10’ M min™
ermittelt. Somit verursachte eine intramolekulare Fixierung des N-Terminus eine
Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit um bis zu 3660-fach gegeniiber den ent-
sprechenden reduzierten Proteinformen und waren im Mittel um den Faktor 4000 kleiner als
die Hemmkonstante des Wildtyps (rHCII wt).

Nachfolgend wurde die Hemmung von a-Thrombin durch die rHCII-Varianten in Gegenwart
von Dermatansulfat analysiert. Hierbei zeigten sich einige Unterschiede gegeniiber der

Heparin-katalysierten Reaktion. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.10-4 dargestellt.

' Han et al., 1997; Liaw et al., 1999; Hayakawa et al., 2000%; Holland et al., 2000
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Tabelle 4.10-4: Hemmung von a-Thrombin durch rHCII-Varianten in Gegenwart von Dermatansulfat

Variante Unbehandelt reduziert®
ky M min™] Verhiltnis
[reduziert/unbehandelt]

rHCII wt 9,3+0,7x 10’ 9,3+0,8x 10’ 1,00
rHCII F195C 3,0+03 x 10’ 3,604 x 10 1,18
rHCII AC 1,0+0,1x 10’ 8,7+0,9x10° 0,85
rHCII AC/F195C 1,0+0,1 x 107 1,2+0,1x 107 1,19
tHCII AC/P52C/F195C 2,6+ 0,4 x 10* 1,0+0,2x 107 391
tHCII AC/G54C/F195C 2,1+0,6x 10* 7,2+0,6 x 10° 339
rHCII AC/S68C/F195C 1,7+0,8 x 10* 2,0+0,1x10° 113

Inhibitionskonstanten der HCII-Varianten mit a-Thrombin in Gegenwart von 100 pg/mL Dermatansulfat. Die
Daten wurden aus acht bis 16 Reaktionen ermittelt (T =20 °C). Zur Entfernung von Heparinkontaminationen
wurde Dermatansulfat mit Natriumnitrit behandelt.

? Die Reduktion der Varianten erfolgte mit DTT und die nachfolgende Alkylierung durch Behandlung mit
Iodacetamid.

Der Wildtyp zeigte Inhibitionskonstanten, die denen vergleichbarer Literaturdaten
entsprachen (6 x 107 bis 7 x 10 M min™") !. Fiir die reduzierten und alkylierten Formen der
rekombinanten Varianten wurden im Vergleich zum Wildtyp verringerte Konstanten erhalten.
Der Austausch des Phenylalanins gegen Cystein an Position 195 verursachte eine Abnahme
der Reaktionsgeschwindigkeit auf ca. ein Drittel des Wertes vom Wildtyp (3,6 x 10’
gegeniiber 9,3 x 10’ M"' min™). Bei allen Varianten, bei denen die natiirlichen Cysteine gegen
Serin ersetzt waren (AC Variationen), waren kleinere Konstanten fiir die Hemmung von
o-Thrombin zu beobachten. Fiir die reduzierten Formen der Varianten rHCII AC,
rHCII AC/F195C, rtHCII AC/P52C/F195C, rHCII AC/G54C/F195C wurden k,-Werte erhalten,
die zwischen 7,2 x 10° und 8,7 x 10’ M min™ betrugen und damit geringer waren als die
Konstante des Wildtyps. Die Variante rHCII AC/S68C/F195C zeigte eine noch stéirkere
Reduktion der Inhibitionskonstante (ca. 46-fach). Die verringerte Reaktionsgeschwindigkeit
der Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von Dermatansulfat (100 pg/mL) war bei den
Varianten ohne ein Cysteinpaar (tHCII F195C, rHCII AC, rHCII AC/F195C) auch im
unbehandelten (oxidierten) Zustand zu detektieren. Dies verdeutlicht, dass die geringeren
Inhibitionskonstanten der Varianten einen Effekt der eingefiihrten Mutationen darstellten. Die
Dermatansulfat-beschleunigte Hemmung von o-Thrombin scheint im Gegensatz zu Heparin
bei den rHCII-Varianten erschwert zu sein, vor allem bei solchen, die auf der cysteinfreien
Variation AC basieren.

Die nicht reduzierten Proteinformen der rekombinanten HCII-Varianten mit intramolekular
fixiertem N-Terminus (rHCII AC/P52C/F195C, rHCII AC/G54C/F195C, rHCII

AC/S68C/F195C) zeigten in Gegenwart von Dermatansulfat eine sehr viel kleinere Konstante

!'Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Bauman & Church, 1999; Colwell et al., 1999; Hayakawa et al., 2000”
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der Hemmung von a-Thrombin. Deren Werte von ca. 2 x 10* M™' min™ waren 110- bis 390-
fach geringer als die Konstanten der entsprechenden Varianten unter reduzierenden
Bedingungen. Im Vergleich zum Wildtyp (rHCII wt) waren die Konstanten dieser
cystinverbriickten Varianten um den Faktor 4600 kleiner.

Eine wesentliche Erkenntnis der Inhibitionsversuche in Gegenwart von Heparin bzw.
Dermatansulfat ist der dramatische Einfluss eines fixierten N-Terminus von HCII auf die
Reaktionskonstante der Hemmung von a-Thrombin. In Gegenwart beider Glykosamino-
glykane ist die Reaktion um mehr als 4600-fach langsamer als beim Wildtyp (rHCII wt) mit
seinem frei beweglichen N-Terminus. Die Fixierung des N-Terminus behindert die
Inhibitionsreaktion offenbar stark. Dieser Befund ist konsistent mit der postulierten
Interaktion der N-terminalen Domine von HCII mit der Anionen-bindenden Exosite I von
a-Thrombin (siehe 2.2.3). Die freie Beweglichkeit des N-Terminus kann mittels Reduzierung

der rHCII-Varianten aber wieder hergestellt werden.

4.10.3.1 Inhibitionskonstanten Zweiter Ordnung in Abhiingigkeit der

Glykosaminoglykankonzentration

Bei den Inhibitionskonstanten fiir die Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von Glykos-
aminoglykanen waren einige auffillige Unterschiede unter den reduzierten rHCII-Varianten
zu beobachten. Im Vergleich zum Wildtyp (rHCII wt) waren die Inhibitionskonstanten der
Varianten mit Aminosduresubstitutionen im Falle von Heparin geringfiigig kleiner, im
Gegenwart von Dermatansulfat jedoch stark verringert. Eine mogliche Erklarung fiir diesen
Befund ist, dass die Varianten eine unterschiedliche Affinitdt zu Dermatansulfat haben und
erst bei hoheren Konzentrationen des Glykosaminoglykans ihre maximale Inhibitions-
konstante besitzen. Zur Klirung dieser Fragestellung wurden die kinetischen Konstanten (k)
der rHCII-Varianten bei verschiedenen Glykosaminoglykankonzentrationen bestimmt um das
Maximum der Inhibitionskonstanten zu ermitteln. Die Versuchsdurchfithrung gleicht der
unter 3.10.6.1 beschriebenen Methodik mit der Anderung, dass variable Konzentrationen an

Heparin bzw. Dermatansulfat verwendet wurden.
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Abbildung 4.10-1: Hemmung von o-Thrombin durch rekombinante HCII-Varianten in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen an Glykosaminoglykanen. Hemmung von o-Thrombin (5 nM) durch rHCII-
Varianten (50 nM) und Bestimmung der kinetischen Parameter unter Zusatz von (A) Heparin (181 Units/mg)
oder (B) Dermatansulfat im Reaktionsansatz. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus wenigstens drei
unterschiedlichen Versuchen. Varianten: rHCII wt (®), rHCII F195C (©), rHCII AC (), rtHCIT AC/F195C (m),
rHCII AC/G54C/F195C (©), rtHCII AC/P52C/F195C (), rHCII AC/S68C/F195C (o). Die Varianten wurden mit
DTT und anschlieBend mit Iodacetamid behandelt.

Die Abbildung 4.10-1, A zeigt, dass im Falle der durch Heparin vermittelten Hemmung von
o-Thrombin keine groBeren Verdnderungen des Maximums auftraten. Die fiir die maximale
Inhibitionskonstante notwendige Heparinkonzentration liegt bei etwa 10 U/mL, unabhéngig
davon wie grof3 diese Konstante tatséchlich ist. Dieser Wert stimmt mit bekannten Daten fiir
Wildtyp-HCII iiberein '. Die Affinititen der rHCII-Varianten zu Heparin scheinen durch die
eingefiihrten Aminosiurevariationen keine Anderung erfahren zu haben.

Die Inhibitionsreaktionen in Gegenwart von Dermatansulfat zeigten geringfiigige
Unterschiede (Abbildung 4.10-1, B). Die maximale Inhibitionskonstante wurde fiir den
Wildtyp (tHCII wt) mit 1,5 x 10° M min™ bei ca. 500 pg/mL Dermatansulfat in Uberein-
stimmung mit der Literatur ? erreicht. Damit war die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der
Wildtyp-Variante in Gegenwart von Dermatansulfat grof3er als in Gegenwart von Heparin wie
in der Literatur bereits beschrieben °.

Die rekombinanten Varianten hatten ihre maximale Inhibitionskonstante bei einer etwas
hoheren Dermatansulfatkonzentration. Diese lag etwa zwischen 1000 und 2000 pg/mL. Doch
auch bei diesen hoheren Konzentrationen wurden keine Inhibitionskonstanten erreicht, die im
GroBenbereich der Konstante des Wildtyps lagen. Die von den rHCII-Varianten erreichten

maximalen Konstanten der Hemmung von o-Thrombin lagen zwischen 1 und

" Tollefsen et al., 1983; Ragg et al., 1990°
2 Bauman & Church, 1999 ; Colwell ez al., 1999
3 Tollefsen et al., 1983; Pratt ef al., 1989
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4x 10’ M min" und waren damit signifikant kleiner als die Konstante der Wildtypvariante.
Verédnderte Affinitdten der rHCII-Varianten zu Dermatansulfat konnten somit keine Erkldrung

fiir die verringerten Inhibitionskonstanten der Hemmung von a-Thrombin darstellen.

4.10.3.2 Bestimmung der SI-Werte der a-Thrombininhibition

Die Stochiometrie der Inhibition (SI) stellt eine Moglichkeit dar eine Protease/Serpin-
Inhibitionsreaktion niher zu charakterisieren . Der SI-Wert spiegelt dabei das Verhiltnis vom
inhibitorischen Pfad zum Substratpfad bei der Hemmung von Serinproteasen durch Serpine
wieder (2.1.3). Die niedrigen Inhibitionskonstanten, die bei den rekombinanten HCII-
Varianten, vor allem in Gegenwart von Dermatansulfat ermittelt wurden (siehe 4.10.3.1),
konnten bislang noch nicht eindeutig erklirt werden. Eine Anderung der SI-Werte wiirde eine
mechanistische Basis fiir die ermittelten Inhibitionskonstanten bieten.

SI-Werte wurden fiir alle rekombinanten HCII-Varianten in Gegenwart der Glykosamino-
glykane Heparin und Dermatansulfat bestimmt. Die rHCII-Varianten wurden in ihrer
reduzierten, alkylierten Form untersucht. Die Bestimmung erfolgte dabei wie unter 3.10.9
angegeben. In Abbildung 4.10-2 ist beispielhaft eine SI-Wertermittlung fiir die Variante
rHCII AC/F195C in Gegenwart von Dermatansulfat dargestellt. Der SI-Wert wurde aus dem
Schnittpunkt einer Geraden, die mittels linearer Regression erhalten wurde, und aus der
Anpassung an einen mathematischen Algorithmus (Gleichung 5, 3.10.8) aus den Versuchs-

daten ermittelt.

100 - Abbildung  4.10-2:  SI-Wertbestimmung  der
rHCII/a-Thrombininhibition am Beispiel von rHCII
30 AC/F195C in Gegenwart von Dermatansulfat (100
pg/mL). Die rHCII-Varianten wurden mit DTT
reduziert und anschlieBend mit lodacetamid
behandelt. Die Bestimmung der SI-Werte wurde bei
e allen rHCII-Varianten identisch vorgenommen mit
2 nM a-Thrombin. Der SI-Wert wurde sowohl iiber
den Schnittpunkt einer Geraden an der Abszisse, wie
° auch iiber einen mathematischen Fit (Gleichung 5,
3.10.8) an die Datenpunkte (graue Kurve) bestimmt
und aus beiden Methoden ein Mittelwert errechnet.
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2 3 4 5 Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.10-5 aufgefiihrt.
[rHCIl/o.-Thrombin]

! Gettins, 2002%; Schechter & Plotnick, 2004
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In Tabelle 4.10-5 sind die SI-Werte der Reaktionen zwischen o-Thrombin und den
rekombinanten HCII-Varianten in Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat aufgefiihrt.
Auffillig ist, dass alle ermittelten SI-Werte deutlich groBer als 1 sind. Auch wenn Reaktionen
von physiologischer Signifikanz einen SI-Wert von 1 haben sollten, werden fiir viele
Serpin/Protease-Reaktionen groBere Werte erhalten '. Dies wird hiufig bei Reaktionen mit

genetisch modifizierten Serpinen beobachtet .

Tabelle 4.10-5: SI-Werte der Hemmung von a-Thrombin durch rekombinante HCII-Varianten

Variante Heparin [10 Units/mL] Dermatansulfat [100 pg/mL]
rHCII wt 2,5+0,3 2,2+0,2
rHCII F195C 2,6 +0,1 2.5+0,1
rHCII AC 33+0,2 2,9+0,2
rHCII AC/F195C 33+0,1 2,7+0,3
rHCII AC/P52C/F195C 39+0,1 3,1+£0,2
rHCII AC/G54C/F195C 39+0,1 3,6£0,6
rHCII AC/S68C/F195C 5,0£0,7 50+£1,6

Die Stochiometrie der Inhibition (SI) von a-Thrombin wurde mit active site-titriertem o-Thrombin (2 nM) und
variablen Konzentrationen der verschiedenen rHCII-Varianten in ihren reduzierten Zustinden bestimmt. Die
rHCII-Varianten wurden mit DTT reduziert und anschlieend mit lodacetamid behandelt. Die Bestimmung der
SI-Werte als Mittelwerte mit Standardfehlern erfolgte aus zwei bis drei Messreihen in Gegenwart der
Glykosaminoglykane Heparin (181 USP Units/mg) und Dermatansulfat. Dermatansulfat wurde zur Entfernung
von Heparinkontaminationen mit Natriumnitrit behandelt.

Der hier bestimmte SI-Wert fiir rekombinantes Wildtyp-HCII ist bei Gegenwart von Heparin
oder Dermatansulfat mit 2,5 bzw. 2,2 etwas groBer als der Wert, der fiir HCII aus humanem
Plasma bestimmt wurde (SI = 1,8; siche Tabelle 4.5-3). Die mit den rHCII-Varianten
ermittelten SI-Werte sind jeweils etwas grof3er als die Werte des Wildtyps (rHCII wt). Die mit
den Varianten gemessenen SI-Werte bieten eine Erklarungsmoglichkeit fiir die im Vergleich
zu rHCII wt geringeren Inhibitionskonstanten unter reduzierenden Bedingungen (Tabelle
4.10-3). Die Stochiometrie der Inhibition steht mit den Reaktionsgeschwindigkeiten des
Substratpfades (k) und des Inhibitionspfades (kinn) in folgender Beziehung: SI =1 + kgw/kinn
(zur Beschreibung des Reaktionspfades der Serpine siehe Abbildung 2.1-4). Wenn
Reaktionsgeschwindigkeiten - wie in dieser Arbeit - durch Endpunktmessung der Inhibition
und unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung bestimmt werden, wirkt sich ein groBer SI-
Wert auf die ermittelte Inhibitionskonstante aus, dabei gilt A, = kinn x 1/SI 3. Bei der
Beschreibung der Inhibition anhand der Reduktion der a-Thrombinaktivitit wird bei hohen

SI-Werten eine inkorrekte Inhibitionskonstante (k;) ermittelt, da aktive Protease iiber den

" Olson, 1985; Schechter et al., 1989; Patston et al., 1991
% Schechter et al., 1993; Dijie et al., 1996
3 Gettins, 2002% Schechter & Plotnick, 2004
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Substratpfad riickgebildet wird und wieder an der Inhibitionsreaktion teilnehmen kann. Es
wurde daher eine Normierung der Inhibitionskonstanten (SI x k) durchgefiihrt um die

korrekte Inhibitionskonstante (kiny) zu bestimmen ',

Tabelle 4.10-6: Normierte Reaktionskonstanten der Hemmung von o-Thrombin durch rHCII-Varianten in
Gegenwart von Glykosaminoglykanen

Variante Heparin [10 Units/mL] Dermatansulfat [100 pg/mL]
Kinn [M'I min'l] Verhiltnis Kinn [M'l min’l] Verhiltnis
[Variante/wt] [Variante/wt]

rHCII wt 2,2x 10° - 2,0x 10° -
rHCII F195C 2,3x10° 1,05 9,0x 10’ 0,45
rHCII AC 2,3x 10° 1,04 2,5x 107 0,12
rHCII AC/F195C 2,5x 10° 1,13 33x 10’ 0,16
rHCII AC/P52C/F195C 2,8 x 10° 1,27 3,1x 107 0,16
rHCII AC/G54C/F195C 3,3x 10° 1,49 2,6x 10 0,13
rHCII AC/S68C/F195C 6,0 x 10 0,27 9,9 x 10° 0,05

Kombination der Ergebnisse der Tabellen Tabelle 4.10-3 bzw. Tabelle 4.10-4 und Tabelle 4.10-5. Normierte
Konstanten der Hemmung von o-Thrombin der reduzierten und alkylierten rHCII-Varianten.

In Tabelle 4.10-6 sind die normierten Inhibitionskonstanten dargestellt. Die Daten der
Inhibitionsreaktion in Gegenwart von Heparin belegen, dass mit einer Ausnahme die
Inhibitionskonstanten der Komplexbildung durch die eingefiihrten Aminosduredanderungen in
den rekombinanten Varianten nicht verdndert wurden. Die Werte befinden sich alle in
demselben GroBenbereich (2 bis 3 x 10° M min™). Die Assoziation von Serpin und Protease
ist bei den Varianten ebenso wenig verandert, wie die Unwandlung des Acyl-Enzym-Inter-
mediantes zum Komplex (Abbildung 2.1-4). Einzige Ausnahme ist hier, wie auch in allen
anderen Fillen, die Variante rHCII AC/S68C/F195C. Deren Besonderheit muss mit der
Aminosdurednderung an Position 68 (Ser — Cys) und der Alkylierung zusammenhingen.
Dieses erschwert unter Umsténden die Assoziation des N-Terminus von HCII an die Exosite I
von o-Thrombin, wodurch dessen effektive Inhibition beeinflusst wird (5.3.2.3).

Die Korrekturen der Inhibitionskonstanten erkldrten nicht die verringerten Konstanten der
Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von Dermatansulfat. Die errechneten Konstanten
sind weiterhin kleiner als die von Wildtyp-HCII (rHCII wt). Dabei muss aber zwischen
rHCII-Varianten mit und ohne AC-Variantion unterschieden werden. Die Variante rHCII
F195C zeigt eine Reduktion der Inhibition von a-Thrombin auf etwa die Hélfte des Wertes
vom rekombinantem Wildtyp. Eine Verringerung von ki,, wurde fiir Serpine mit Mutationen

im Bereich der reaktiven Schleife und am proximalen Scharnier beschrieben®. Die hier

"'Rubin et al., 1990; Patston et al., 1991; Gettins, 2002%; Schechter & Plotnick, 2004
2 Lawrence et al., 2000
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vorgenommene Variation an Position 195 (Phe — Cys) befindet sich zwischen den Doméanen
a-Helix D und B-Strang 2A und damit in rdumlicher Ndhe zum proximalen Scharnier von
HCII'. Eine lokale Konformationsinderung an Position 195 konnte daher die geringere
Inhibitionskonstante der Variante rHCII F195C verursachen.

HCII-Varianten mit der AC-Variation zeigen eine stirkere Verringerung der Reaktions-
geschwindigkeit in Gegenwart von Dermatansulfat. Im Mittel betrdgt die errechnete
Konstante ki,, der HCII-Varianten nur 10 bis 15 % des Wertes von rHCII wt (Tabelle 4.10-6).
Die Ursache dafiir ist nicht klar, doch scheint der Effekt mit dem Austausch der natiirlichen
Cysteine zusammenzuhingen. Diese Cysteine sind bei allen charakterisierten HCII-Proteinen
der Vertebraten konserviert”, haben aber keine Bedeutung bei der Hemmung von
a-Thrombin in Gegenwart von Heparin * (siche auch Tabelle 4.10-3). Die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse belegen eine unterschiedliche Auswirkung der AC-Variation auf die
Inhibitionsreaktionen in Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat. Diese beiden
Glykosaminoglykane scheinen die Hemmung von o-Thrombin von HCII {iber

unterschiedliche Mechanismen zu fordern.

Die Fixierung des N-Terminus von HCII an der Position 195 war variabel iiber drei
Positionen im N-Terminus moglich. Daher scheint die Position des N-Terminus von HCII im
nativen Zustand nicht streng geordnet. Die Reoxidationsexperimente (siche 4.9) belegten
diese Flexibilitdt und waren ein Hinweis fiir die mogliche intramolekulare Wechselwirkung
zwischen dem aminosauren N-Terminus und der basischen a-Helix D von HCII. Die durch
kinetische Analysen erhaltenen Ergebnisse belegten den Einfluss der N-terminalen Doméne
von HCII auf die Hemmung von o-Thrombin. HCII-Varianten mit fixiertem N-Terminus
waren nur im geringen Umfang zur Hemmung von o-Thrombin befahigt, erreichten aber
drastisch hohere Aktivititen im reduzierten Zustand. Durch die Fixierung der N-terminalen
Domine von HCII war eine Interaktion des Serpins mit der Anionen-bindenden Exosite I von
o-Thrombin verhindert. Dies belegt die Bedeutung der N-terminalen Doméne von HCII fiir

dessen effektive Hemmung von a-Thrombin.

! Baglin et al., 2002
2 Ragg, 1986; Sheffield et al., 1994; Westrup & Ragg, 1994; Zhang et al., 1994; Colwell & Tollefsen, 1998
* Church et al., 1987
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Heparinkofaktor II (HCII) ist ein Thrombininhibitor, der markante Unterschiede zu anderen
Vertretern heparinbindender Serpine aufweist. HCII besitzt eine einzigartige N-terminale
Proteindoméne mit einer Linge von ca. 80 Aminoséuren '. Diese Proteindomine enthilt zwei
Sequenzen aus negativ geladenen Aminosduren, welche zusammen eine zusitzliche
Interaktionsstelle zur Protease o-Thrombin darstellen . Nach allgemein geltender Vorstellung
befindet sich die N-terminale Doméne von HCII im nicht aktivierten Zustand intramolekular
am globuliren Proteinkern lokalisiert mit Kontakt zur basischen a-Helix D’. Diese
Vorstellung wurde in den letzten Jahren vor allem durch die Ergebnisse einer unvollstandigen
Rontgenkristallographieuntersuchung in Frage gestellt, die jedoch den N-Terminus von HCII
beziiglich der Struktur und Position am globuliren Proteinkern nicht ermitteln konnte *.

Mit der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungen zwischen HCII und Kofaktoren
und deren FEinfluss auf den Mechanismus der Hemmung von o-Thrombin sowie die
Bedeutung der N-terminalen Doméne von HCII ndher charakterisiert. Im Besonderen wurden
strukturelle Aspekte von HCII im Zusammenhang mit der funktionellen Bedeutung der
Proteaseinhibierung betrachtet. Ebenso wurde in dieser Arbeit die Position des negativ
geladenen N-Terminus von HCII in dessen Proteinstruktur ndher bestimmt, um Hinweise zu

den offenen Fragen zur Konformation von nativem HCII zu erhalten.

! Ragg, 1986; Blinder ef al., 1988

2 Hortin et al., 1986; Hortin ef al., 1989; Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Sheehan et al., 1994
3 Ragg et al., 1990™ °; Mitchel & Church, 2002

* Baglin et al., 2002
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5.1 Darstellung von HCII

511 Reinigung von humanem HCII aus Plasma

Fiir Untersuchungen zur Wechselwirkungen mit Kofaktoren wie Kationen und Heparin wurde
HCII aus humanem Plasma isoliert. Die Isolierung wurde in Anlehnung an dokumentierte
Methoden durchgefiihrt . Anderungen betrafen die Proteinfdllungen mit Polyethylenglykol
(PEG 8000) und wurden wie bei BsShme * beschrieben iibernommen. Die Isolierungsmethode
umfasste fraktionierte Fillungen mit BaCl, sowie PEG 8000 und eine chromatographische
Fraktionierung heparinbindender Proteine. Durch eine anschlieBende Anionentauscher-
chromatographie wurde HCII erhalten, das eine fiir viele Anwendungen befriedigende
Reinheit aufwies (siche Abbildung 4.1-2). Die Ausbeute von 35 % entsprach groBenmifig
den Literaturdaten (ca. 40 %) "°. Spezielle Untersuchungen wie die Oberflichenplasmon-
resonanz oder die Fluoreszenzmessungen erforderten jedoch eine hohere Reinheit. Fiir diese
Anwendungsgebiete wurde HCII weiter gereinigt, um kontaminierende Proteine abzureichern.
In der Literatur wird dafiir hdufig eine Gelchromatographie verwendet, die jedoch zu
erheblichen Verlusten und zur Verdiinnung des Produktes fiihrt. Der wéihrend dieser Arbeit
beobachtete Effekt einer stidrkeren Assoziation von HCII an Heparin in Gegenwart von
Zinkionen wurde zur weiteren Reinigung von HCII ausgenutzt. Da nur HCII in Gegenwart
von Zinkionen eine Steigerung der Heparinaffinitit erfdhrt, konnte es von den
kontaminierenden Proteinen in der Probe separiert werden (siehe Abbildung 4.1-3). Durch
diese Heparin-Sepharose-Chromatographie wurde die HCII-Préparation  zusétzlich
konzentriert. Die Reinheit des Produktes war mit der von gelchromatographischen Verfahren
vergleichbar. Die Produktausbeute war mit 70 % aber hoher als bei den in der Literatur

beschriebenen Gelchromatographien (ca. 40 %) °.

! Griffith ef al., 1985°
2 Tollefsen et al., 1982; Zhang et al., 1994
3 Béhme, 2001
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5.1.2  Produktion und Reinigung von rekombinanten HCII-Varianten

Die verschiedenen rekombinanten HCII-Varianten mussten in einem geeigneten
Expressionssystem produziert werden. Dazu wurde ein eukaryotisches System verwendet, um
korrekt gefaltetes HCII mit seinen posttranslationalen Modifikationen zu erhalten. CHO-
DUKX-B1 Zellen wurden mittels Lipofektion mit den fiir die rHCII-Varianten kodierenden
Plasmiden transfiziert, die auch ein Resistenzgen gegen das Aminoglykosid Geneticin
enthielten. Die durch Selektion mit Geneticin (600 pg/mL) erhaltenen stabilen Zelllinien
erzeugten deutlich weniger rekombinantes HCII als die verwendete Wildtyp-HCII
exprimierende CHO-Zelllinie, die durch Methotrexat-Amplifikation erzeugt worden war.
Diese CHO-Zelllinie ' produzierte bis zu 20-mal so viel rekombinantes HCII als die in dieser
Arbeit mit Geneticin selektionierten CHO-Zelllinien (Tabelle 4.8-2).

Da die rHCII-Varianten aus Zellkulturen eine unterschiedliche, in einigen Féllen stark
verringerte Affinitdt fiir Heparin besaBen *, konnte ihre Isolierung nicht durch die gleiche
Methodik erfolgen, die zur Reinigung von Plasma-HCII verwendet wurde. Das dort
eingesetzte Verfahren basierte im Wesentlichen auf der Heparin-Sepharose-Chromatographie.
Der durch eine Disulfidbriicke fixierte N-Terminus einiger HCII-Varianten blockierte
zumindest teilweise dessen Glykosaminoglykan-Bindestelle. Damit war eine effektive
Bindung an Heparin fiir diese Varianten verhindert und eine einheitliche Reinigung auf der
Basis der Heparin-Sepharose-Chromatographie war nicht mdglich. Daher wurde zur
Reinigung eine Immunaffinititsmatrix verwendet, die erfolgreich aus Antigen-gereinigten
Anti-HCII-Immunglobulinen hergestellt wurde. In Analogie zu beschriebenen Methoden *
wurden die HCII-spezifischen Immunglobuline an rProtein A gebunden und mittels eins
Kopplungsreagenzes kovalent verkniipft. Die Reinigung der rHCII-Varianten an dieser
Immunaffinitdtsmatrix erfolgte mit hoher Effektivitit, doch musste das Eluat der
Affinitdtsreinigung noch um ca. Faktor 60 konzentriert werden. Die Verwendung einer
Ultrafiltration mit Mikrokonzentratoren fiihrte zu einem hohen Verlust (ca. 50 %) an Produkt.
Eine Fillung des rekombinanten HCII mit Polyethylenglykol (PEG 8000)* kénnte
moglicherweise einen effektiveren Konzentrierungsschritt darstellen. Die erzielten
Produktausbeuten reichten jedoch aus, um die angestrebten Charakterisierungen der HCII-

Varianten durchzufiihren.

! Bohme, 2001

? Brinkmeyer, 2001

3 Reeves et al., 1981; Schneider ef al., 1982; Accoceberry et al., 2001
4 Griffith et al., 1985°; Zhang et al., 1994
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5.2 Zinkionen beeinflussen die Konformation von HCII und
unterstiitzen die Interaktion zwischen HCII und Heparin

In dieser Arbeit konnte belegt werden, dass HCII die Fahigkeit besitzt divalente
Metallkationen, insbesondere Zn2+, zu binden. Die Ionenbindung bewirkt eine Konfor-

mationsdnderung am HCII und erhoht die Affinitdt des Serpins zu Heparin.

5.2.1 Metallionenbindung von HCII

Die Fahigkeit von HCII divalente Zinkionen zu binden, wurde mit den Methoden der Metall-
ionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) und Anregungs-Emissionsspektroskopie (AES)
gezeigt. Die Metallionen-Affinitdtschromatographie war als qualitative Methode geeignet, um
die Spezifitit der Bindung von HCII an Zinkionen zu belegen (4.3). Eine Kompetition des an
die immobilisierten Kationen gebundenen HCII erfolgte durch 25 bis 35 mM Imidazol im
Eluens eines Lineargradienten. Auch durch einen Stufengradienten eluierte das gebundenen
HCII von den immobilisierten Zinkionen durch eine Konzentrationsstufe von 50 mM
Imidazol. Auch wenn die IMAC nicht geeignet ist, um quantitative Aussagen zur Stirke der
Protein/Metallionen-Wechselwirkung zu machen, kann doch gefolgert werden, dass die
Affinitdt von HCII zu Zinkionen schwach ist. Proteine die durch Konzentrationen unterhalb
von 50 mM Imidazol von dem Metallkation eluiert werden, werden als schwach affin
bezeichnet '.

Durch Anregungs-Emissionsspektroskopie konnte die HCII/Metallionen-Wechselwirkung
ndher charakterisiert werden. Die Untersuchungen zeigten eine Intensititszunahme der
intrinsischen Fluoreszenz von HCII in Gegenwart von Zinkionen (4.4). Diese Anderung der
Fluoreszenz belegte eine Konformationsdnderung des Serpins durch Bindung der divalenten
Kationen. Uber die Art der Strukturinderung kann keine Aussage gemacht werden, da solche
Informationen nicht aus Fluoreszenzmessungen gewonnen werden konnen”. Die Daten
konnten jedoch genutzt werden, um die Dissoziationskonstante Ky der HCII/Zn®>"-Interaktion
mit 123 uM (£ 36 uM) zu bestimmen (4.4.4). Dieser Wert ist mit den Konstanten anderer
Zinkionen-bindender Proteine vergleichbar (Tabelle 4.4-2). Die in dieser Arbeit ermittelte
Konstante der HCII/Zn*"-Interaktionen entspricht in ihrer GréBenordnung den Konstanten
anderer Protein/Zn>"-Wechselwirkungen, fiir die eine physiologische Relevanz vermutet

wird °.

' Belew et al., 1987; Hemdan et al., 1989
2 Dafforn et al., 1999; James et al., 1999; Tew & Bottomley, 2001; Devlin ef al., 2002
3 Bush er al., 1993; Uversky et al., 2000%; Permyakov et al., 2002; Uversky et al., 2002
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Die durch AES ermittelte Bindung von Zinkionen an HCII hatte eine strukturelle Anderung
am Protein zur Folge, was zu einem Anstieg der intrinsischen Fluoreszenz fiihrte. Dieser
Anstieg basierte auf den beiden untersuchten fluorophoren Gruppen Tryptophan und Tyrosin
(Abbildung 4.4-2). Da HCII vier Tryptophanreste und 12 Tyrosinreste ' enthilt, ist die
Tryptophanfluoreszenz von besonderer Bedeutung, da sie durch eine geringere Anzahl von
Gruppen verursacht wird und damit die Fluoreszenz einfacher zuzuordnen ist. Aus den
Rontgenstrukturdaten von HCII * ist zu entnehmen, dass zwei der vier Tryptophanereste
(Positionen 280 und 362) sich im hydrophoben Proteininneren befinden (Abbildung 5.2-3).
Die Beeinflussung dieser Positionen durch die geladenen Zinkionen ist daher unwahr-
scheinlich. Von groBerem Interesse sind die Tryptophane an den Positionen 33 und 50 im
N-Terminus von HCIIL. Die Aminosdure an Position 50 befindet sich in rdumlicher Ndhe zum
ersten der beiden negativ geladenen Bereiche im N-Terminus von HCII (siehe 7.3). Es ist
bekannt, dass Proteine mit Clustern aus sauren Aminoséduren in der Lage sind, Zinkionen zu
binden. So ist fiir Parathymosin o und Prothymosin o die Bindung von Zinkionen durch eine
charakteristische Abfolge von sauren Aminosduren (Aspartat, Glutamat) in den Proteinen
belegt °. Zahlreiche saure Aminosduren finden sich auch im sauren N-terminalen Bereiche
von HCII (neun Aspartat-, finf Glulamat- und zwei sulfatierte Tyrosinreste) *. Es besteht
somit die Moglichkeit, dass HCII Zinkionen {iber eine oder beide sauren Bereiche bindet.
Dies hitte Auswirkungen auf die Struktur der N-terminalen Doméne von HCII und den darin
befindlichen Tryptophanresten an den Positionen 33 und 50. Dies konnte die hier beobachtete
Erhohung der intrinsischen Fluoreszenz von HCII durch Zinkionen erkliren

5.2.2  Heparinbindung von HCII

In dieser Arbeit wurden die analytische Heparin-Sepharose-Chromatographie verwendet, um
die relativen Affinititen von HCII, a-Thrombin und dem gemeinsamen Komplex zu dem
Glykosaminoglykan Heparin zu bestimmen. Die relativen Affinititen wurden als NaCl-
Konzentration bestimmt, die zur Elution des immobilisierten Proteins von Heparin notwendig
war. Eine benotigte hohere NaCl-Konzentration entspricht dabei einer stirkeren Affinitét.

Die Daten (4.2.1.1) belegten, dass Zinkionen -und im geringeren Umfang Kupfer- und
Nickelionen - eine Wirkung auf die Heparinaffinitit von HCII haben. Die Affinitit von HCII
ist in Abwesenheit von Ionen gering und zeigt sich in einer Elution von HCII von Heparin-
Sepharose bei 200 mM NacCl. Im vorliegenden Fall wurde die Wechselwirkung zwischen dem
Serpin und dem Glykosaminoglykan durch Zinkionen erhoht, so dass die Elution von der

Heparin-Sepharose-Matrix erst bei der doppelten NaCl-Konzentrationen im Eluat, bei

! Blinder et al., 1988; Church et al., 1987, Westrup & Ragg, 1994
* Baglin et al., 2002

3 Brand et al., 1988; Chichkova e al., 2000

* Ragg, 1986; Blinder ef al., 1988
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ca. 400 mM NacCl stattfand. Die hohere Affinitdt von HCII zu Heparin in Anwesenheit von
Zinkionen war selektiv im Vergleich zu Kontrollproteinen und war spezifisch fiir das Kation
Zn** (Tabelle 4.2-1). Der geringe Einfluss von Kupfer- und Nickelionen auf die
Heparinbindung ist auch bei anderen Proteinen mit spezifischer Zink-Wechselwirkung
beobachtet worden .

Die Ursache fiir die hohere Affinitdt von HCII zu Heparin in Gegenwart von Zinkionen ist
nicht klar. Heparin bindet selbst Zinkionen® und konnte beispielsweise infolge einer
Zn*"-vermittelten Konformationsinderung die héhere Affinitit zu HCII verursachen. Es muss
aber auch beriicksichtigt werden, dass HCII ebenfalls Zinkionen bindet und durch diesen
Prozess eine Konformationsédnderung erfahrt, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde (siche 4.4).
Moglich ist, dass beide Effekte zutreffen und sowohl HCII, als auch das Glykosaminoglykan
durch Zn*" beeinflusst werden, was zu einer hoheren Affinitit von HCII zu Heparin fiihrt.

Die geringe Affinitdit von HCII zu Heparin wird wahrscheinlich durch die Konkurrenz
zwischen dem Glykosaminoglykan und der negativ geladenen N-terminalen Domine von
HCII um dessen Glykosaminoglykan-Bindestelle (o-Helix D) verursacht. Verschiedene
Untersuchungen zeigen, dass die intrinsische Affinitit von HCII zu Heparin hoher ist °. Die
Deletion von Teilen des N-Terminus von HCII (rHCII del74 oder rHCII del75)* oder
Mutationen von negativ geladenen N-terminalen Aminosduren (E69Q/D70N/D71N, D72N,
Y73F, D75N), welche im Wildtyp-HCII die postulierte intramolekulare Wechselwirkung
bewirken >, fithren zu einer hoheren Affinitit von HCII zu Heparin. In der Dissertation von
C.Bohme ® konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Sulfatierung an den
Tyrosinenresten 60 und 73 die Affinitdt von HCII zu Heparin zu steigern vermochte. Es
wurde postuliert, dass die verdnderten negativen Ladungen zu einer schwicheren
intramolekularen Bindung des N-Terminus an die Glykosaminoglykan-Bindestelle von HCII
filhren. Die Bindestelle wére somit besser und ungehinderter zugénglich, so dass Heparin
fester binden konnte. Eine Konkurrenz zwischen Heparin und dem N-Terminus von HCII
fande nur noch in geringerem Ausmal statt. Es ist moglich, dass ein solcher Vorgang am
HCII auch durch die Zinkionen verursacht wird und es zu einer spezifischen Kompensation
von negativen Ladungen kommt. Doch auch die Bindung der Zinkionen an andere Protein-
doménen ist nicht auszuschlieBen. Eine positivere Nettoladung des HCII bei gebundenen
Kationen konnte zu einer festeren Assoziation des Proteins an das polyanionische Heparin
fiihren.

! Borza & Morgan, 1998; Bjork et al., 1989

% Parrish & Fair, 1981; Woodhead et al., 1986

3 Ragg et al., 1990°; Van Deerlin & Tollefsen, 1991

4 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Bauman & Church, 1999; Liaw et al., 1999
3 Mitchell & Church, 2002

% Bohme, 2001
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Die Ergebnisse der Heparin-Sepharose-Chromatographie konnten mittels anderer Methoden
konkretisiert werden. Die Experimente zur Bindung von HCII an einem Heparin-konjugierten
Biochip mit Hilfe der Oberflichenplasmonresonanz (siche 4.2.2) lieferte qualitativ das
gleiche Ergebnis wie die Versuche zur Bestimmung der relativen Bindungsaffinititen von
HCII an Heparin HP Sepharose . Die mittels Oberflichenplasmonresonanz (SPR) durch-
gefiihrten Bindungsstudien belegten einen deutlichen Einfluss von Zinkionen auf die Bindung
von HCII an den Heparin-konjugierten Biochip. Das Ausmal3 der Wechselwirkung zwischen
dem Serpin und dem Glykosaminoglykan wurde durch die Anwesenheit von Zn**-Ionen
gefordert. Andere divalente Kationen waren zu einer solchen Beeinflussung der Bindung
weniger oder gar nicht befihigt (siche 4.2.2.2). Ahnliche Ergebnisse sind fiir andere
heparinbindende Proteine beschrieben. So wird die Affinitdt des BA4 Amyloid-Precursor-
Proteins (APP) zu Heparin in Gegenwart von mikromolaren Zinkkonzentrationen um das 2-
bis 4-fache erhoht, andere Kationen (Co>", Mg”>", Ca*") sind weniger effektiv'. Weitere
Beispiele fiir eine erhohte Heparinaffinitit von Proteinen in Gegenwart von Zinkionen sind
das High Molecular Weight Kininogen (HK)?, Endostatin > und das Histidin-Prolin-reiche
Glykoprotein (HPRG) *. Letzteres zeigt zusitzlich - wie auch das Selenoprotein P ° - eine
stirkere Affinitdt zu Heparin bei erniedrigten pH-Werten. Eigene SPR-Untersuchungen
zeigten diesen Effekt auch bei HCII (Ergebnisse nicht dargestellt). Beim HPRG wird davon
ausgegangen, dass es bei erniedrigten pH-Werten zur Protonierung von einzelnen
Aminosduren kommt, wodurch deren Ladung verdndert wird. Die Einfliisse von Zinkionen
und des pH-Wertes auf die Heparinbindung sollen eine gemeinsame Ursache haben *. Es wird
angenommen, dass beim HPRG Histidinreste an beiden Effekten beteiligt sind.

Die Anderung der Bindung von HCII an Heparin in Gegenwart von Zinkionen konnte in
dieser Arbeit durch die SPR-Methodik quantifiziert werden. Die ermittelte Dissoziations-
konstanten K4 war mit einem Wert von 0,73 uM in Anwesenheit von 50 uM 7Zn*" fast viermal
kleiner als ohne das divalente Kation im Analyten (K4 = 2,67 pM). Dies entspricht einer
stirkeren Bindung von HCII an das immobilisierte Heparin in Abhédngigkeit von Zinkionen.
Ein solcher Zusammenhang konnte wunter gleichen Versuchsbedingungen beim
Kontrollprotein ATIII nicht beobachtet werden (Tabelle 4.2-3).

! Multhaup et al., 1994

% Lin et al., 2000

3 Ricard-Blum et al., 2004
* Borza & Morgan, 1998

> Arteel et al., 2000
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Die in dieser Arbeit ermittelten Dissoziationskonstanten weichen von den in der Literatur
angegebenen Werten ab. Fiir die HCII/Heparin-Interaktion sind K4-Werte zwischen 13 und
35 uM angegeben. Diese wurden durch unterschiedliche Methoden, wie Anregungs-
Emissionsspektroskopie von fluoreszenzmarkiertem HCII ' oder durch quantitative Affinitits-
chromatographie bestimmt . Ebenfalls durch eine SPR-Methodik wurde fiir die
HCII/Heparin-Interaktion eine Dissoziationskonstante von 3,03 pM ermittelt .

Ebenso wie die Werte beziiglich der HCII/Heparin-Interaktion weichen auch die in dieser
Arbeit bestimmten Dissoziationskonstanten der ATIII/Heparin-Wechselwirkung von literatur-
bekannten Daten ab. Mit ca. 0,7 uM unterscheidet sich dieser Wert von beschriebenen
Dissoziationskonstanten mit Werten zwischen 1,7 und 0,13 uM, die mittels
Fluoreszenzmessung * oder Stopped Flow Kinetik ° bestimmt wurden. Offensichtlich lassen
sich die Bindungsdaten verschiedener Methoden nicht miteinander vergleichen. Doch auch
innerhalb einer Messmethodik sind die Daten nicht immer vergleichbar. Bei der
Oberfldchenplasmonresonanz wirkt sich die Art der Ligandenimmobilisierung erheblich auf
die Bindungsdaten aus. So ist bekannt, dass durch unterschiedliche Biotinylierung von
Heparin (iiber den reduzierenden Terminus, die Carboxy- oder Aminogruppen des
Aminoglykans) unterschiedliche Bindungsaffinititen von heparinbindenden Proteinen
erhalten werden °. Bei der Bewertung von Bindungskonstanten sollte beriicksichtigt werden,
dass Heparin - wie alle Glykosaminoglykane - keine einheitliche Verbindung darstellt.
Mikroheterogenititen werden durch variierende Carboxylierungen und Sulfatierungen
verursacht. Das  Ausmall dieser Mikroheterogenititen ist bei  verschiedenen
Heparinpréparationen und -chargen unterschiedlich. Streng betrachtet handelt es sich bei einer
Interaktion zwischen einem Protein und Heparin nicht um eine bimolekulare
Wechselwirkung, sondern um eine Interaktion zwischen einem Protein und einer grofleren
Anzahl leicht variierender Verbindungen. Eine Angabe von Assoziations- oder
Dissoziationskonstanten ist somit nur unter Nennung dieser Einschrinkungen sinnvoll.
Innerhalb eines identischen Systems ist ein Vergleich von Konstanten jedoch mdglich. In
dieser Arbeit fithrten Zinkionen (50 puM) zu einer fast viermal stirkeren Wechselwirkung
zwischen HCII und Heparin. Dieser Effekt ist unabhéngig von den absoluten Werten der

Dissoziationskonstanten.

"' Weitz et al., 1999

2 Verhamme et al., 2004

3 Zhang et. al., 2004

* Olson & Shore, 1981

> Olson et al., 1981

% Mach et al., 1993; Osmond ef al., 2002
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5.2.3 Heparinbindung von HCIl/a-Thrombin-Komplexen

Die Bindung von HCII/a-Thrombin-Komplexen an Heparin wurde durch qualitative Heparin-
Sepharose-Chromatographie bestimmt. Dabei zeigte der Komplex eine Zinkionen-Abhéingig-
keit der Heparinaffinitdt. Der HCII-Komplex mit a-Thrombin besall ebenso wie HCII eine
hohere relative Heparinaffinitit in Gegenwart von 50 uM ZnCl, (4.2.1.2).

Bislang ist unklar, wie die Heparinbindung des HCII/a-Thrombin-Komplexes realisiert ist.
HCII enthélt mit der a-Helix D eine Glykosaminoglykan-Bindestelle, o-Thrombin verfiigt
iiber zwei anionenbindende Exosites. Die Heparinbindung erfolgt beim a-Thrombin {iber die
Exosite I |, die Exosite I besitzt eine schwichere Heparinaffinitit > und ist bei der Komplex-
reaktion mit HCII von Bedeutung *. Der HCII/o-Thrombin-Komplex besitzt in Abwesenheit
von divalenten Kationen eine Affinitdt von ca. 390 mM NacCl (4.2.1.2). Dieser Wert liegt
damit zwischen den Affinititen der unkomplexierten Komponenten HCII (220 mM NaCl) und
o-Thrombin (510 mM NaCl). Die Affinitit des Komplexes kdnnte somit durch eine erhdhte
Heparinaftinitdt der a.-Helix D von HCII und/oder durch eine verringerte Heparinaffinitét der
Exosite II von a-Thrombin bedingt sein.

Nach dem Vorschlag von Huntington et al. wird die Protease wahrend der Hemmung durch
eine Translokation an die gegeniiberliegende Seite des Serpins bewegt (Abbildung 5.2-1).
Wabhrscheinlich kommt es dabei zu einer Deformation der Protease. Eine solche Deformation
hitte Auswirkungen auf die Exosites von a-Thrombin und kdnnte zu einer verdnderten
Heparinaffinitit des Komplexes fiihren. Eine Deformation der Protease wurde beim Serpin-
Enzym-Komplex aus a;-Antitrypsin und Trypsin beobachtet* und die Moglichkeit der
Deformation von o-Thrombin im finalen Komplex wurde in anderen Arbeiten diskutiert °.

Im HCII konkurrieren wahrscheinlich die N-terminale Domidne und das Heparin um die
Glykosaminoglykan-Bindestelle. Daraus resultiert die geringe Affinitdt von HCII zu Heparin.
Die eigentliche Affinitit der Glykosaminoglykan-Bindestelle zu Heparin ist aber dreimal
groBer, wie durch Deletion des N-Terminus gezeigt wurde °. Moglicherweise wird durch die
Komplexbildung die Verdeckung der Glykosaminoglykan-Bindestelle durch den N-Terminus
von HCII behindert, wodurch sich im Vergleich zum unkomplexierten HCII eine hdhere
Heparinaffinitdt ausbilden kann. Moglich ist auch, dass die Komplexierung und die Insertion
der reaktiven Schleife in das [B-Faltblatt A von HCII auch eine Strukturdnderung der
a-Helix D induziert, die sich auf deren Heparinbindung auswirkt. Ein &hnlicher Vorgang ist

bei der Komplexierung von ATIII beobachtet worden .

"Bode et al., 1992

2 Qlson et al., 1991

3 Sheehan et al., 1993; Sheehan et al., 1994
* Huntington et al., 2000

SBock et al., 1997; Fredenburgh et al., 2001
S Liaw et al., 1999; Bauman & Church, 1999
7 van Boeckel et al., 1994
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Abbildung 5.2-1: Modell fiir den Verlauf der Glykosaminoglykan-induzierten Inhibierung von Thrombin durch
HCII (aus Baglin ef al., 2002, modifiziert). S195A-Thrombin (cyan); HCII: reaktive Schleife (gelb) mit Leu**
(Kalottendarstellung, rot), B-Faltblatt A (rot); Heparin (ball-and-stick-Darstellung).

Der N-Terminus von HCII ist iiber die negativ geladenen Doménen an die anionenbindende a-Helix D (cyan)
intramolekular gebunden (Bild 1). Heparin verdriangt den N-Terminus von der a-Helix D (Bild 2), so dass er an
die anionenbindende Exosite I von Thrombin binden kann (Bild 3). Diese Interaktion fiihrt zur Ausbildung eines
Begegnungskomplexes, der die beiden Proteine und ihre aktiven Zentren in raumliche Néhe zueinander bringt
(Bild 4). Nach Bildung des Michaelis-Komplexes (Bild 5) kommt es zur proteolytischen Spaltung an der P1-P1 -
Bindung vom HCIL. Zwischen dem Serin'” der katalytischen Triade von Thrombin und dem Leu** von HCII
bildet sich eine kovalente Acylbindung aus. In seiner gespaltenen Form geht HCII in eine thermodynamisch
stabilere Konformation iiber. Der aminoterminale Bereich der reaktiven Schleife wird als zusitzlicher
Faltblattstrang in die Struktur vom [-Faltblatt A integriert. Das kovalent gebundene Thrombin wird dabei einer
Translokation unterworfen und auf die gegeniiberliegende Seite von HCII bewegt (Bild 6-7). Dieser Prozess
verursacht eine Deformation des Thrombins und zerstort die Integritdt seiner anionenbindender Exosite I. Der
N-Terminus von HCII 16st sich daher vom Thrombin. Eine erneute Bindung des N-Terminus an die
anionenbindende a-Helix D von HCII wird durch die Insertion der reaktiven Schleife in die Struktur vom
B-Faltblatt A erschwert (Bild 8).

Die Rontgenstruktur des Michaelis-Komplexes ' zwischen S195A-Thrombin und HCII
(Bild 5, Abbildung 5.2-1) gibt keine genauen Informationen zu den heparinbindenden
Dominen oder zur Position des N-Terminus von HCII im stabilen Komplex. Doch wird in der
Arbeit die Vermutung geduflert, dass der N-Terminus von HCII im stabilen Komplex nicht
mehr an die anionenbindende Exosite I von a-Thrombin assoziiert ist. Auch wird davon

ausgegangen, dass die Protease eine Konformationsdnderung im finalen Komplex erfahrt.

! Baglin et al., 2002
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen eine Beeinflussung der Heparinaffinitit des
HCIl/o-Thrombin-Komplexes durch Zinkionen. Dieser Effekt ist bei den unkomplexierten
Komponenten nur beim HCII beobachtet worden. Dies ldsst die Vermutung zu, dass der
Komplex tiber die Glykosaminoglykan-Bindestelle von HCII an Heparin bindet.

Moglicherweise spielt die Bindung von Glykosaminoglykanen an HCII von
HCIl/o-Thrombin-Komplexen auch bei der Internalisierung dieser Komplexe eine Rolle.
Nach dem geltenden Modell wird davon ausgegangen, dass Serpin/a-Thrombin-Komplexe an
den low density lipoprotein related protein Rezeptor (LRP) binden, der fiir die Inter-
nalisierung von Serpin/Thrombin-Komplexen verantwortlich gemacht wird '. Die Bindung
erfolgt dabei liber die Protease, ist aber bei a-Thrombin-Komplexen schwicher als bei
anderen Serinprotease-Komplexen ausgeprigt. Des Weiteren ist bekannt, dass Proteoglykane
auf Zelloberflachen als Kofaktoren zur Internalisierung von Serpin/Enzym-Komplexen dienen
kénnen, indem sie die Komplexe binden und dem LRP-Rezeptor zufithren 2. Wie aus den
Ergebnissen dieser Arbeit zu entnehmen ist, erfolgt die Bindung der HCIl/o-Thrombin-
Komplexe an Glykosaminoglykane vermutlich iiber HCII. Die Glykosaminoglykan-
Bindestellen von a-Thrombin scheinen im Komplex mit HCII aber keine Funktionalitdt mehr
zu besitzen, da das Enzym durch die Komplexierung deformiert wird *. Es kann angenommen
werden, dass auch in vivo der a-Thrombin-Komplex {iber HCII an Proteoglykane bindet und

so die Internalisierung des Komplexes iiber den LRP-Rezeptor fordert.

5.2.4 Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von Zinkionen

In dieser Arbeit konnte die Eigenschaft von HCII gezeigt werden, Zinkionen zu binden und in
deren Gegenwart eine festere Bindung mit Heparin einzugehen. Eine verstirkte Hemmung
von o-Thrombin durch HCII in Gegenwart divalenter Kationen war nicht zu detektieren.
Kinetische Messungen zeigten eine geringe Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeiten in
Abhingigkeit von der Zn**-Konzentration, sowohl in Anwesenheit, wie auch Abwesenheit
von Heparin (Tabelle 4.5-1). Bei vergleichenden Untersuchungen zur Hemmung von
a-Thrombin durch das Serpin ATIII konnte keine Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit
durch Anwesenheit von Zinkionen festgestellt werde. Dies entsprach bekannten Daten * sowie
den in den Abschnitten 4.2.2.1, 4.2.2.4, 4.3 und 4.4.3 beschriebenen Untersuchungen, bei

denen sich ATIII wie auch a-Thrombin nicht von Zinkionen beeinflusst wurden.

"' Kounnas et al., 1996; Kasza et al., 1997; Wells et al., 1999

2 Chappell et al., 1993; Kounnas ef al., 1995; Mikhailenko et al., 1995; Sarafanov et al., 2001
3 Bock et al., 1997; Fredenburgh et al., 2001

* Lin et al., 2000
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Auch scheint die Fahigkeit von Heparin, Zn>" zu binden ' keinen Effekt auf die Inhibierung
von o-Thrombin durch Serpine zu haben. Dies wurde einerseits durch die Inhibierung mit
ATIII belegt. Des Weiteren aber auch durch Inhibierungen von a-Thrombin mittels HCII in
Gegenwart von Zn’® (50 puM) und variierenden Konzentrationen an Heparin im
Komplexierungsansatz (Abbildung 4.5-1). Die Wirksamkeit des Heparins war durch die
zugefligten Zinkionen nicht beeinflusst und die maximale Inhibition von o-Thrombin wurde
bei der gleichen Heparinkonzentration erreicht.

Die verringerten Reaktionsgeschwindigkeiten der Inhibierung von a-Thrombin durch HCII in
Gegenwart von Zinkionen konnten durch Untersuchungen zur Stochiometrie der Inhibierung
(SI) gekliart werden. Die SI-Werte nahmen sowohl bei der Reaktion mit wie ohne Heparin in
Anwesenheit von Zinkionen zu (Tabelle 4.5-3). Dies spricht fiir eine Anderung des branched

pathway-Mechanismus (siche Abbildung 5.2-2) unter dem Einfluss der Zinkionen.

Enzym + Serpin Michaelis Komplex Acyl-Intermediat %
E-1 kovalenter Komplex
kinh
kon kacyl , k
E + I _— E.I —_— [E.I ] diss
kuff
ksub
E + I* Enzym + inaktivierter Inhibitor

Abbildung 5.2-2: Branched pathway-Mechanismus der Serpine. Dargestellt sind die wesentlichen Zwischen-
stufen der Reaktion. E beschreibt das Enzym, I stellt das Serpin dar und k die jeweilige Geschwindigkeit der
Reaktionen. Eine genaue Beschreibung des Mechanismus ist in Abschnitt 2.1.3 wiedergegeben.

Der hohere SI-Wert, der in Anwesenheit der divalenten Kationen ermittelt wurde, deutet
darauf hin, dass es vermehrt zur Bildung von inaktiviertem HCII (I*) kam. Es bestehen zwei
Moglichkeiten fiir die Bildung dieser Produkte. Erstens kann das Acyl-Intermediat in
groBeren Anteilen direkt zur reaktiven Protease gefiihrt haben (kgy) oder zweitens konnte der
kovalente Komplex (E-I*) schneller und im gréBeren Umfang zerfallen sein (k4iss). Beides
wiirde wieder freie Protease (E) generieren, die erneut an weiteren Reaktionen mit HCII

teilnehmen kann.

! Parrish & Fair, 1981; Woodhead et al., 1986
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Kovalente Serpin/Protease-Komplexe sind kinetisch stabile Verbindungen, die nur sehr
langsam dissoziieren. Dabei ist die Grofle der Dissoziationsrate des Komplexes (E-I*) ein
MaB fiir die Effektivitét der Inaktivierung der Protease. Die Dissoziation folgt einer spontanen
Hydrolyse der Esterbindung zwischen der P1-Gruppe des Serpins und dem Serin 195 der
Protease (nach der auf Chymotrypsin basierenden Nomenklatur '). Bei den meisten
Serpin/Protease-Reaktionen ist die Geschwindigkeit der Dissoziation kgiss sehr viel kleiner
(Faktor 5 bis 80)2 als die des Substratpfades ksp, so dass der Einfluss der Dissoziation
ignoriert werden kann. Diese Dissoziation kann bei modifizierten, gentechnisch erzeugten
Serpinen erhéht sein . Auch ist der Effekt beschrieben, dass millimolare Konzentrationen an
Kalziumionen, die Dissoziation von verschiedenen Serpin/Protease-Komplexen um bis zu
80-fach erhéhen *. Dies soll die Folge von Konformationsinderungen am Komplex sein, die
durch die Bindung von Kationen initiiert werden. Fiir HCII ist beschrieben, dass eine
Mutation (L444R) in der reaktiven Schleife des Serpins die Stabilitdt des HCII/-Thrombin-
Komplexes verringert und es vermehrt zur Dissoziation kommt>. Auch dort wurde ein
hoherer SI-Wert der Inhibierung von a-Thrombin ermittelt. Es besteht grundsétzlich die
Moglichkeit, dass Zinkionen die Dissoziation des HCII/a-Thrombin-Komplexes fordern. Die
divalenten Kationen kénnten die Konformation des Komplexes beeinflussen und somit die
Dissoziation und die Bildung aktiver Protease fordern, was die Zunahme des SI-Wertes in
Gegenwart von Zinkionen erkldren wiirde. Eine solche Dissoziation miisste innerhalb des
Messzeitraums stattfinden, um sich auf die ermittelten Reaktionskonstanten auszuwirken. Die
Halbwertszeit der Stabilitdt von Serpin/Enzym-Komplexen betrdgt zwischen einigen Stunden
bis zu einigen Tagen °. In dieser Arbeit wurde die Versuche zur Hemmung von a-Thrombin
durch HCII in einem Zeitraum von einigen Minuten durchgefiihrt. Es ist zweifelhaft, dass eine
Dissoziation des kovalenten Komplexes, selbst wenn diese durch Zinkionen beschleunigt
wurde, eine Auswirkung auf die Ergebnisse innerhalb des Messzeitraums gehabt hitte. Somit
ist eher davon auszugehen, dass die divalenten Zinkionen eine Anderung des Pfades im
branched pathway-Mechanismus (siche Abbildung 5.2-2) zugunsten des Substratweges

bewirkten und so einen héheren SI-Wert verursachten.

! Genest & Ptak, 1982

2 Olson et al., 1995; Zhou et al., 2001; Gettins®, 2002; Plotnick e al., 2002*
3 Cooperman et al., 1993; Plotnick ef al., 1997; Plotnick et al., 2002°

* Calugaru et al., 2001

> Han et al., 1997; Han & Tollefsen, 1998

% Schechter & Plotnick, 2004
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5.2.5 Zusammenfassende Betrachtung zur moglichen Bedeutung der

Zinkionenbindung von HCII

Es ist bekannt, dass die Glykosaminoglykan-Affinitit von HCII durch Kofaktoren beeinflusst
werden kann. Diese Kofaktoren konnen auch divalente Kationen sein, wie es beim Calcium-
Spirulan ' oder dem sulfatierten Polysaccharid AFE-HCD der Fall ist >. Unter physiologischen
Bedingungen spielen eher heparindhnliche Glykosaminoglykane als Bindungspartner von
HCII eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit konnte die Eigenschaft von HCII zur Bindung
von Zinkionen belegt werden, wie auch ein Einfluss den diese divalenten Kationen auf die
Struktur des Serpins ausiiben (4.3, 4.4). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Zinkionen
die Wechselwirkung zwischen Heparin und HCII verstirken (4.2) wie es auch bei anderen
heparinbindenden Proteinen beobachtet wurde °.

Die Rontgenstruktur von HCII * zeigt kein gebundenes Zinkion, wohl aber ein Kalziumion in
Nihe des vierten Stranges vom [B-Faltblatt C (Abbildung 5.2-3), welches durch die Histidine
an den Positionen 290 und 292 von HCII koordiniert wird. Ein Einfluss von Kalziumionen
auf das Bindungs- und Reaktionsverhalten von HCII oder auf dessen intrinsische Fluoreszenz
konnte in dieser Arbeit aber nicht ermittelt werden.

HCII besitzt mit der Aminosdureabfolge HExxH einen Teil eines Motivs, das fiir Zink-
bindende Doménen von Metalloproteinasen typisch ist’. Die dieses Motiv enthaltende
Aminoséduresequenz (ISZGETHEQVHSILHFK165 ) befindet sich vor der heparinbindenden

a-Helix D von HCII und hat Ahnlichkeit mit einer Aminosiuresequenz vom High Molecular
Weight Kininogen (**GHGHEQQHGLGHGH""), fiir die eine Bindung von Zinkionen belegt
ist®. Auch beim BA4-Amyloid-Precursor-Protein (APP) wird die Bindung von Zinkionen
durch Histidinreste bewirkt . Diese Befunde lieBen die Vermutung zu, dass in dem
beschriebenen HCII-Motiv die Histidinreste die Bindung von Zinkionen bewirken. Die
wihrend dieser Arbeit verdffentlichte Rontgenstruktur von HCII® zeigte, dass sich die
Histidine des postulierten Zink-Bindemotivs im hydrophoben Proteininneren befinden (siche
Abbildung 5.2-3). Eine Wechselwirkung mit den Zn*'-Ionen war somit cher
unwahrscheinlich. Zudem wurden eigene Experimente mit Varianten von HCII, bei denen die
Histidine gegen Glutamine ausgetauscht waren (rHCII H155Q, rHCII H159Q, rHCII H163Q)
durchgefiihrt. Diese Varianten zeigten in Gegenwart von 50 uM ZnCl, kein vom Wildtyp
HCII abweichendes Bindungsverhalten (Ergebnisse nicht dargestellt).

! Hayakawa et al., 1996; Hayakawa et al., 2003

* Hayashi et al., 1997

3 Bush et al., 1994; Borza & Morgan, 1998; Pan et al., 2002; Ricard-Blum et al., 2004
* Baglin et al., 2002

> Fushimi ez al., 1999; Nagase & Woessner, 1999

® Meloni & Schmaier, 1991; DeLa Cadena & Colman, 1992; Lin et al., 2000

7 Yang et al., 2000

¥ Baglin et al., 2002
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Trotz der auffilligen Ahnlichkeit der HCII-Aminosiuresequenz (Positionen 152-165) mit
bekannten Zink-bindenden Sequenzen, scheinen diese Histidine (Positionen 155, 159, 163) im

HCII nicht an der Bindung von Zinkionen beteiligt zu sein.

Vorderansicht Riickansicht

Abbildung 5.2-3: Binderdiagramm der Struktur von HCII (AS 95-480) nach der Rontgenstruktur von
Baglin et al., 2002 (PDB ID 1JMJ, A). Farbig dargestellt sind: reaktive Schleife (gelb), B-Faltblatt A (rot),
B-Faltblatt C (blau), a-Helix A und a-Helix D (hA, hD jeweils cyan), Histidingruppen 155, 159, 163 (griin,
Kalottendarstellung), Tryptophangruppen 280, 362 (orange, Kalottendarstellung), Kalziumion (violett).

Zu den weniger bekannten Zink-bindenden Motiven gehoren Cluster von sauren Amino-
sduren. In diesen erfolgt die Bindung der Kationen durch Carboxylgruppen benachbarter
Aspartat- und Glutamatreste. Die sauren Cluster konnen das ganze Protein umfassen oder sind
in Dominen von 30 bis 50 Aminosiuren konzentriert '. Solche Proteindoménen haben eine
hohe Ladungsdichte und verfiigen dadurch {iber eine hohe Flexibilitdit und {iber keine
geordnete Sekundirstruktur. Sie konnen aber eine definiertere Struktur in der Gegenwart von
Liganden annehmen, zu denen auch divalente Kationen gehdren *. Die Bindung von Kationen
fiihrt zu einer verringerten elektrostatischen AbstoBung in den negativ geladenen
Proteindoménen und fordert Konformationsinderungen des Proteins °. Der N-Terminus von
HCII enthilt einen Bereich (Positionen 49-75, siehe 7.3), mit einem Glutamat/Aspartat-Gehalt

von ca. 65%. Die hohe Nettoladung verhindert moglicherweise die Ausbildung einer

! Uversky et al., 2000
% Goto et al., 1990; Fink et al., 1994
3 Uversky, 2002
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definierten Sekundéarstruktur im N-Terminus und kénnte auch der Grund dafiir sein, dass die
N-terminale Domine von HCII réntgenkristallographisch nicht zu erfassen war'. Diese
Domine enthdlt zwei dem C-Terminus des Peptids Hirudin dhnliche Bereiche
(°EDDDY*LD® und “EDDDY*ID"®) 2 mit jeweils einem sulfatierten Tyrosin °. Fiir Hirudin
ist eine nicht ndher charakterisierte Wechselwirkung mit Zinkionen dokumentiert, die bei der
Herstellung von pharmazeutischen Hirudin-Losungen ausgenutzt werden kann *.

Der Glutamat/Aspartat-reiche Bereich im N-Terminus von HCII besitzt auch Ahnlichkeiten
mit Sequenzen der humanen Proteine Prothymosin o und Parathymosin a.. Diese Proteine
bestehen zu ca. 50 % aus den Aminosduren Aspartat und Glutamat und binden spezifisch
Zinkionen °. Die Bindung von Zinkionen wird dabei iiber Proteindominen bewirkt, die eine
dhnliche Aminosduresequenz aufweisen wie der negativ geladene Bereich im N-Terminus
von HCII. Dies ldsst die Vermutung zu, dass HCII die Zinkionen {iber die sauren Cluster im
N-terminalen Bereich des Proteins bindet.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse konnten mit folgendem Bindungsmodell
erklart werden: Die divalenten Kationen binden spezifisch an den N-Terminus von HCII und
kompensieren negative Ladungen in den sauren Clustern. Dadurch wird die intramolekulare
Bindung des N-Terminus an die basische Glykosaminoglykan-Bindestelle in der a-Helix D
(siche 2.2.2) geschwicht, so dass diese leichter fiir Heparin zuginglich ist. Die verringerte
Kompetition zwischen N-Terminus und Heparin wiirde zu einer stirkeren Wechselwirkung
zwischen HCII und Heparin fiihren und die Ergebnisse der Heparin-Bindungsstudien erkléren
(4.2.1.1 und 4.2.2). Auch die Ergebnisse der Anregungs-Emissionsspektroskopie (AES) sind
mit dem Modell zu vereinbaren. HCII enthilt zwei Tryptophanreste an den Positionen 33 und
50 (siehe 7.3) der N-terminalen Domine. Die Bindung von Zinkionen an die sauren Cluster
konnte eine Anderung der Sekundérstruktur im Aminoterminus von HCII und/oder eine Kon-
formationsdnderung des Proteins bewirken. Dies konnte die sich @ndernde intrinsische
Tryptophanfluoreszenz (4.4) von HCII in Gegenwart von Zinkionen erklaren.

Es besteht die Mdglichkeit, dass Zinkionen die Affinitit von HCII zu anderen physio-
logischen Glykosaminoglykanen erhohen und so die Geschwindigkeit der Hemmung von
o-Thrombin durch HCII erhéhen. Dermatansulfat- und heparindhnliche Glykosaminoglykane
sind die Aktivatoren von HCII in vivo. Die Affinitdt von HCII zu diesen Polyanionen ist bei
physiologischen lonenstirken gering. Trotzdem konnten im humanen Plasma und in humanen
Geweben HCII/o-Thrombin-Komplexe detektiert werden ®. Zinkionen kénnten hier als

Modulator der Glykosaminoglykan-Affinitit von HCII wirken.

! Baglin et al., 2002

* Ragg et al., 1990°

3 Bohme et al., 2002

* Gietz et al., 2000

> Brand et al., 1988; Uversky et al., 2000
% Liu et al., 1995; Kamp et al., 2001
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Die Zn*"-Konzentration in humanem Plasma oder Serum liegt zwischen 10 und 25 pM, je
nach Alter und Geschlecht des Individuums '. Der iiberwiegende Teil der Zinkionen ist an
Proteine gebunden und die Konzentration an freien Zinkionen ist gering (ca. 0,5 uM) . Etwa
70 % des Zn®" in Serum ist lose an eine Proteinfraktion gebunden, die bei einer
Gelchromatographie in der gleichen Fraktion eluiert wie Albumin®. Der groBte Teil
(ca. 99 %) des in einem menschlichen Organismus befindlichen Zn*" (ca. 2-3 g) liegt
intrazellulir* oder gebunden im interzellularen Raum vor. So sind verschiedene
Zn*"-bindende Proteoglykane aus Geweben bekannt. Zu diesen gehoren auch Decorin und
Biglycan, die moglicherweise als Zn>*-Speicherpools dienen kénnen °. HCII bindet an die
Glykosaminoglykanstrukturen dieser beiden Proteoglykane und die inhibitorische Funktion
von HCII wird durch Decorin und Biglycan aktiviert °.

Neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Thrombozyten enthalten hohe Konzentrationen
(400-1000 pM) an Zinkionen ’. Es wird vermutet, dass diese Mengen als Antwort auf
zelluldre Stimulation in das umgebende Gewebe oder in den Blutstrom freigesetzt werden .
So kann die lokale Zink-Konzentration kurzzeitig um ein Vielfaches erhéht werden. Es
besteht die Moglichkeit, dass Zinkionen die Interaktionen zwischen HCII und Heparansulfat-
sowie Dermatansulfat-Proteoglykanen beeinflussen. Moglicherweise konkurriert HCIT mit
anderen Proteinen um die selben Bindungspartner in einem Prozess, der von Metallkationen

reguliert wird.

! Whitehouse et al., 1982; Vallee & Falchuk, 1993; Kluszynski et al., 1997
2 Whitehouse et al., 1983

3 Parisi & Vallee, 1970

* Widdowson et al., 1951

> Liu et al., 1994; Yang et al., 2000; Dugan et al., 2003

 Whinna et al., 1993; Shirk ez al., 2000

" Foley et al., 1968; Whitehouse et al., 1982; Marx et al., 1993

¥ Chavakis ef al., 1999; Schousboe, 2001
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5.3  Strukturelle Anderungen von HCII unter Beteiligung der

N-terminalen Domane unterstiitzen die effektive Inhibition

von o-Thrombin

In dieser Arbeit wurde die Lokalisation der N-terminalen Doméne von HCII und die
Bedeutung dieser Doméne fiir die Hemmung von a-Thrombin néher charakterisiert, da aus
den Daten der HCII-Rontgenkristallographie von Baglin ef al. keine Informationen zur
Struktur und Position des N-Terminus am globuldren Proteinzentrum erhalten wurden .

Der N-Terminus von HCII konnte variabel {iber drei verschiedene Cysteine (Positionen 52, 54
und 68) intramolekular mit Cystein 195 am HCII-Molekiil verkniipft werden. Die
inhibitorischen Eigenschaften der HCII-Varianten gegeniiber der Serinprotease o-Thrombin
waren im Fall einer kovalenten Verkniipfung des N-Terminus an das globulére

Proteinzentrum von HCII drastisch reduziert.

5.3.1 Analyse der reoxidierbaren Disulfidbriicken

Die Verkniipfung von Cysteinresten ist eine Methode um intramolekulare Kontaktstellen in
Proteinen zu identifizieren oder um die Bedeutung von Dominen fiir die Funktion von
Proteinen zu bestimmen?. In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet, um die
Lokalisation des N-Terminus von HCII unter physiologischen Bedingungen néher zu
definieren. Rekombinante HCII-Varianten wurden in CHO-Zellkulturen exprimiert. Dazu
wurde ein Kulturmedium mit nicht-reduzierenden Eigenschaften verwendet, um bei einigen
der Varianten eine existierende Disulfidbriicke zu erhalten. Es wurde nachgewiesen, dass die
Varianten mit zwei Cysteinen (rHCII AC/P52C/F195C, rHCII AC/G54C/F195C, rHCII
AC/S68C/F195C) als oxidierte Formen mit einer intramolekularen Disulfidbriicke vorlagen.
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigten diese Varianten eine hohere Wanderungs-
geschwindigkeit als unter reduzierenden Bedingungen (Abbildung 4.9-1). Durch Disulfid-
briicken verkniipfte Polypeptide sind kompakter und wandern im SDS-Gel schneller . Das
Ausmal} der hoheren Wanderungsgeschwindigkeit war abhédngig von der Position der Cystin-

Briicke.

! Baglin et al., 2002
? Tiebel et al., 1998; Zeng et al., 1999; Lu et al., 2001; De Taeye et al., 2003
3 Pantoliano et al., 1987; Matsumura & Matthews, 1991; Tan et al., 1996; Hopkins et al., 1997
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Um auszuschlieBen dass die in vivo gebildeten intramolekularen Disulfidbriicken der
Varianten wihrend der Biosynthese erzwungen wurden und das Resultat einer Fehlfaltung
waren, wurden Reoxidationsexperimente in vitro durchgefiihrt. Fiir alle drei HCII-Varianten
konnte eine Reduktion und Reoxidation belegt werden (Abbildung 4.9-2). Dies zeigt, dass die
Verkniipfung des N-Terminus von HCII (Positionen 52, 54 oder 68) mit der Position 195
keine unnatiirliche Proteinfaltung induzierte.

Bei dem postulierten HCII-Modell wird davon ausgegangen, dass der N-Terminus von HCII
intramolekular mit der anionenbindenden a-Helix D interagiert und der N-Terminus mit den
Glykosaminoglykanen um die Bindung an die o-Helix D konkurriert . Es wurde gezeigt, dass
die Varianten mit intramolekularer Disulfidbriicken eine verringerte relative Heparinaffinitét
besitzen >. Dies weist darauf hin, dass bei diesen Varianten die Glykosaminoglykan-
Bindestelle durch den fixierten N-Terminus blockiert und fiir Heparin nur noch schlecht
zuginglich ist. Dieser Befund entspricht dem postulierten HCII-Modell.

Uberraschenderweise konnte der N-Terminus von HCII iiber drei verschiedene Positionen an
die exponierte Position 195 zwischen dem Faltblattstrang s2A und der a-Helix D gebunden
werden. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass die postulierte intramolekulare
Wechselwirkung zwischen dem N-Terminus und der Glykosaminoglykan-Bindestelle
a-Helix D weitaus flexibler ist als bislang angenommen. Der N-Terminus von HCII
(Positionen 49-75, siehe 7.3) enthdlt eine Domine mit hoher negativer Ladungsdichte.
Innerhalb dieser Doméne existieren zwei negativ geladene Bereiche, AR1 (Positionen 49-62)
und AR2 (Positionen 63-75). Es wird angenommen, dass diese beiden Bereiche
unterschiedliche Funktionen erfiillen (siehe 2.2.3) und dass AR2 an die a-Helix D bindet und
als intramolekulares Analogon eines Glykosaminoglykans fungiert®. Eigene Ergebnisse
belegten, dass die Fixierung des N-Terminus an der a-Helix D sowohl iiber die Positionen 52
und 54 (innerhalb AR1) wie auch {iber die Position 68 (innerhalb AR2) erfolgen konnte.
Proteinbereiche mit hoher Ladungsdichte zeichnen sich durch eine hohe Flexibilitit und eine
geringe Sekundirstruktur aus *. Diese Tatsache kénnte eine Erklirung fiir die Ergebnisse
darstellen, dass der N-Terminus {iber drei verschiedene Positionen (Positionen 52, 54 oder 68)
mit der Position 195 verkniipft werden kann. Aufgrund der Flexibilitdt der beiden negativen
Bereiche scheint es keine besonders bevorzugte Positionierung des N-Terminus an der
a-Helix D zu geben. Es ist mdglich, dass HCII in Losung verschiedene alternative
Konformationen besitzt, die sich nicht wesentlich voneinander unterschieden und eine

dhnliche thermodynamische Stabilitit besitzen.

! Ragg et al., 1990*°; Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Ciaccia et al., 1997
? Brinkmeyer, 2001

3 Ragg et al., 1990™"; Van Deerlin & Tollefsen, 1991

* Wright & Dyson, 1999; Uversky, 2002
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5.3.2  Analyse des Inhibitionsverhalten der rekombinanten HCII-Varianten

Die kovalente Fixierung der N-terminalen Domédne von HCII an den globulédren Proteinkern
hat eine Reduzierung der relativen Heparinaffinitit zur Folge '. Die Bedeutung, die diese
intramolekulare Verkniipfung fiir das Reaktionsverhalten der Varianten hat, wurde anhand der

Hemmung der humanen Serinproteasen a.-Chymotrypsin und a-Thrombin bestimmt.

5.3.2.1 Beleg fiir die Funktionalitit der rekombinanten HCII-Varianten

Durch Reoxidationsexperimente konnte belegt werden, dass die kovalente Fixierung des
N-Terminus der Varianten rHCII AC/G54C/F195C, rHCII AC/P52C/F195C  und
rHCII AC/S68C/F195C nicht erzwungen war. Die genaue Positionierung des fixierten
N-Terminus war aber nicht bekannt und dieser hitte unter Umstinden die freie
Zuginglichkeit oder die Funktion der reaktiven Schleife behindern konnen. Dies hétte eine
drastische Beeinflussung der inhibitorischen Funktion der Varianten zur Folge gehabt. Bei der
Hemmung von o-Chymotrypsin zeigten die Varianten mit intramolekular fixiertem
N-Terminus &hnliche Inhibitionskonstanten wie Kontrollvarianten ohne Disulfidbriicke
(rHCII F195C, rHCII AC, rHCII AC/F195C, Tabelle 4.10-1) und die Werte der Konstanten
entsprachen denen bereits veroffentlichter Daten >. Im Vergleich zum Wildtyp-HCII (rHCII
wt) waren die Inhibitionskonstanten aller HCII-Varianten geringfiigig kleiner. Bei den
Varianten mit intramolekularer Disulfidbriicke hatte die Verkniipfungsposition des
N-Terminus keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Die Ergebnisse belegten eine
normale Reaktivitdt der HCII-Varianten gegeniiber a-Chymotrypsin und bestétigten, dass die
reaktiven Schleife der Varianten flir Proteasen zuginglich waren. Die Fixierung des
N-Terminus hatte keine Bedeutung fiir die Funktionalitiit der Varianten in Ubereinstimmung
mit bekannten Ergebnissen die belegten, dass der N-Terminus von HCII bei der Inhibition

von a-Chymotrypsin keinen Effekt hat >,

! Brinkmeyer, 2001
2 Derechin et al., 1990; Ciaccia ef al., 1995; Barman & Church, 1999
3 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Mitchell & Church, 2002
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5.3.2.2 Inhibitionsverhalten der HCII-Varianten gegeniiber o-Thrombin

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente hatten zum Ziel, den postulierten
Mechanismus der Inhibition von a-Thrombin durch HCII ndher zu charakterisieren. Das
Modell der Inhibition (siche Abbildung 2.2-3) beschreibt, dass die N-terminale Doméne von
HCII infolge der Bindung von Glykosaminoglykanen an die a-HelixD eine
Positionsverdnderung erfahrt. Der N-Terminus kann dann an die Anionen-bindendende
Exosite I von o-Thrombin binden und eine Hemmung der Protease fordern'. Diese
Modellvorstellung wurde hier in Abwesenheit und Anwesenheit von Glykosaminoglykanen
unter Verwendung der HCII-Varianten experimentell gepriift.

Die Hemmung von a-Thrombin in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen ist eher von
theoretischem Interesse, da bei einer Hemmung unter physiologischen Bedingungen wohl
immer Glykosaminoglykane beteiligt sind. In Abwesenheit von Glykosaminoglykanen
wurden unter reduzierenden Bedingungen fiir alle Varianten &hnliche Konstanten fiir die
Inhibition von a-Thrombin erhalten, die nur geringfiigig kleiner als der Wert des Wildtyps
waren (siche Tabelle 4.10-2). Lediglich die Variante tHCII AC/S68C/F195C zeigt eine
deutlich kleinere Inhibitionskonstante unter diesen Bedingungen (siehe auch 5.3.2.3).

Von besonderer Bedeutung sind die Reaktionsgeschwindigkeiten unter oxidierenden
Bedingungen. Die Varianten ohne intramolekularer Disulfidbriicke (rHCII wt, rtHCII F195C,
rHCII AC, rHCII AC/F195C) hatten Konstanten innerhalb eines gemeinsamen
GroBenbereichs. Die Varianten mit einem fixierten N-Terminus (rHCII AC/P52C/F195C,
rHCII AC/G54C/F195C, rHCII AC/S68C/F195C) zeigten unter identischen Bedingungen aber
Inhibitionskonstanten, die bis zu 8-fach kleiner waren. Diese starke Reduktion der
Geschwindigkeiten der Hemmung von o-Thrombin bei diesen HCII-Varianten war nicht
eindeutig zu erkldren. Bislang wurde davon ausgegangen, dass der N-Terminus von HCII
lediglich eine Bedeutung bei der Hemmung von o-Thrombin in Anwesenheit von
Glykosaminoglykanen hat, jedoch nicht in deren Abwesenheit”. Diese Schlussfolgerung
wurde aus Untersuchungen mit HCII-Deletionsmutanten abgeleitet, deren N-terminale
Aminoséuren bis zur Position 74 oder 75 entfernt wurden. Solche HCII-Varianten sind nicht
in der Lage, an die Anionen-bindende Exosite I von a-Thrombin zu binden (2.2.3), wie es
auch bei den rHCII-Varianten mit fixiertem N-Terminus der Fall sein sollte. Die verdffent-
lichten Inhibitionskonstanten der Hemmung von o-Thrombin sind fiir solche Deletions-
mutanten (rHCII del74 oder rHCII del75) aber nicht identisch. So sind die k,-Werte der

Deletionsmutanten als groBer °, gleich groB * oder kleiner ° als jene des Wildtyps angegeben.

! Rogers et al., 1992; Sheehan et al., 1993; Sheehan ef al., 1994; Myles et al., 1998; Holland et al., 2000
%2 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Mitchell & Church, 2002

3 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Liaw ef al., 1999

* Bauman & Church, 1999

> Hayakawa et al., 2000
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Die Hemmung von a-Thrombin durch die HCII-Varianten mit intramolekular fixiertem
N-Terminus ldsst sich aber auch mit anderen Ergebnissen aus der Literatur vergleichen.
o-Thrombin-Varianten, bei denen Aminosduren in der Exosite I ausgetauscht wurden, sind
nicht mehr zu Wechselwirkungen mit dem N-Terminus von HCII in der Lage. Bei diesen
a-Thrombin-Varianten ist eine Reaktion mit HCII ebenso verringert wie zwischen den
Disulfid-verbriickten HCII-Varianten und o-Thrombin. In einem Fall ist eine Interaktion
zwischen Exosite ] und dem N-Terminus von HCII aufgrund von Mutationen des
o-Thrombins verhindert, im zweiten Fall verhindert die intramolekulare Fixierung des
N-Terminus die Wechselwirkung von HCII mit der Exosite I von a-Thrombin. In beiden
Féllen ist eine Exosite-Interaktion zwischen HCII und o-Thrombin nicht mdglich. In
Abwesenheit von Glykosaminoglykanen wurden fiir die Hemmung von Exosite [-mutierten
o-Thrombin-Varianten durch Wildtyp-HCII Inhibitionskonstanten erhalten, die um 50 bis
90 % gegeniiber der Hemmung der nicht-mutierten Protease verringert waren '. Die in dieser
Arbeit untersuchten HCII-Varianten mit Disulfid-verbriicktem N-Terminus zeigten fiir die
Hemmung von a-Thrombin Inhibitionskonstanten, die um ca. 80 % geringer waren als die
entsprechenden Reaktionen mit ungebundenem N-Terminus (Tabelle 4.10-2). Aus den beiden
unterschiedlichen Versuchsanordnungen kann gefolgert werden, dass der N-Terminus von
HCII auch in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen eine Bedeutung bei der Hemmung von
o-Thrombin besitzt, und es bei der Inhibitionsreaktion zu einer Interaktion zwischen dem
N-Terminus des Inhibitors und der Exosite I von o-Thrombin kommt. Die Vorstellung, dass
Exosite-Kontakte zwischen HCII und a-Thrombin nur in Gegenwart von
Glykosaminoglykanen ausgebildet werden, scheint demnach nicht korrekt zu sein.
Wahrscheinlich kommt es beim HCII in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen zu einer
spontanen Authebung der Wechselwirkung zwischen dem N-Terminus und der basischen
a-Helix D, so das der N-Terminus die Mdoglichkeit zur Interaktion mit der Exosite I von
o-Thrombin hat. Dieser Prozess kann offensichtlich durch Glykosaminoglykane verstirkt
werden, ist aber nicht von ihnen abhingig. Wie schon zuvor in dieser Arbeit beschrieben
scheint der N-Terminus von HCII sehr flexibel zu sein (siehe 5.2.5), so dass HCII in Losung

in einem Gleichgewicht verschiedener Konformere vorliegt.

" Sheehan ez al., 1993; Sheehan et al., 1994; Myles et al., 1998; Fortenberry et al., 2004
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Nach einer geltenden Modellvorstellung erfolgt die Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart
der Glykosaminoglykane Heparin und Dermatansulfat {iber einen allosterischen
Mechanismus '. Im Falle von Heparin besteht zusitzlich die Moglichkeit, dass die Hemmung
iiber einen Doppelbriicken-Mechanismus verlduft > (siche Abbildung 2.2-3). Bei beiden
Mechanismen wird die Position des N-Terminus durch Bindung der Glykosaminoglykane an
der a-Helix D verédndert, in dessen Folge der N-Terminus an die Anionen-bindende Exosite |
von o-Thrombin binden kann. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen sind mit
dem allosterischen Mechanismus im Einklang.

Die kovalente Fixierung des N-Terminus am globuldren Proteinkern von HCII hatte eine
drastische Verringerung (300- bis 3000-fach) der inhibitorischen Aktivitit in Gegenwart von
Heparin oder Dermatansulfat zur Folge (siehe 4.10.3), war beim Heparin aber (Tabelle 4.10-3,
Tabelle 4.10-4) stiarker ausgeprégt. Die Inhibitionskonstanten der Disulfid-verkniipften HCII-
Varianten waren unter identischen Versuchsbedingungen um bis zu 3600-fach kleiner als bei
Varianten ohne Disulfidbriicken (rtHCII F195C, rHCII AC, rHCII AC/F195C) oder Wildtyp
(rHCII-wt). Nach Reduktion der Disulfidbriicken erreichten die Varianten aber wieder ihre
volle Aktivitdt, mit Inhibitionskonstanten im gleichen Grofenbereich wie die Konstante des
Wildtyps. Dieser Befund bestitigt, dass die freie Beweglichkeit der N-terminalen Doméne
von HCII ein wesentlicher Aspekt der Hemmung von a-Thrombin in Gegenwart von
Glykosaminoglykanen darstellt. Im oxidierten Zustand sind die Varianten mit fixiertem
N-Terminus mit Varianten vergleichbar, die eine N-terminale Deletion aufweisen (del74 oder
del75). Im Vergleich zum Wildtyp zeigen diese ebenso eine stark verringerte Inhibitions-
konstante in Gegenwart von Glykosaminoglykanen . Die Bedeutung des N-Terminus von
HCII bei der Hemmung von a-Thrombin ist damit zweifelsfrei nachgewiesen.

In Gegenwart von Glykosaminoglykanen wurden Inhibitionskonstanten der Disulfid-
verbriickten HCII-Varianten erhalten, die etwa 5-fach groer waren als die der unbehandelten
Varianten in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen (sieche Tabelle 4.10-2 und 4.10-3). Bei
vollstdndiger Eliminierung der allosterischen Aktivierung wéren vergleichbare Reaktions-
geschwindigkeiten zu erwarten gewesen. Die hoheren Inhibitionskonstanten konnten die
Folge von Kontaminationen durch reduzierte Proteinformen sein. Solche HCII-Varianten, die
durch Offnung der Disulfidbriicken entstanden sind, kdnnten eine Auswirkung auf die

gemessenen Geschwindigkeiten der Hemmung von a-Thrombin gehabt haben.

! Sheehan et al., 1994; Holland ef al., 2000
> Myles et al., 1998; Liaw et al., 1999; Fortenberry et al., 2004
3 Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Bauman & Church, 1999; Liaw et al., 1999; Hayakawa et al., 2000"



Kapitel 5: Diskussion 168

Aber auch andere Begriindungen fiir die erhohten Inhibitionskonstanten sind moglich. Die
HCII-Varianten mit fixiertem N-Terminus besitzen noch eine geringe Affinitidt zu Glykos-
aminoglykanen '. Der fixierte N-Terminus scheint die Glykosaminoglykan-Bindestelle
a-Helix D zwar weitgehend zu blockieren, doch konnte die verbleibende Wechselwirkung
von Glykosaminoglykanen an andere Bereiche des Serpins ausreichen, um
Konformationsédnderungen am HCII zu induzieren. Diese Konformationsdnderungen kdnnten
die reaktive Schleife von HCII besser fiir die Protease zuginglich machen und so die
Hemmung von o-Thrombin fordern. Auch die Bindung der Glykosaminoglykane an die
Protease konnte einen Einfluss auf die Inhibitionskonstanten haben. a-Thrombin bindet
Glykosaminoglykane iiber die Exosite I und mit hoherer Affinitit an der Exosite IT >. Beide
Exosites konnen die Aktivitidt von Thrombin beeinflussen. Die Interaktion von Exosite II mit
Kofaktoren kann die Struktur und Funktion des aktiven Zentrums verindern . Ebenso wird
diskutiert, dass beide Exosites in einer Beziehung zu einander stehen kdnnten und sich
gegenseitig beeinflussen *. Es besteht die Moglichkeit, dass durch Bindung der
Glykosaminoglykane an eine oder beide Exosites von o-Thrombin eine Strukturdnderung
verursacht wird, die eine reaktivere Konformation des aktiven Zentrums induziert. Somit
konnten die in Gegenwart von Glykosaminoglykanen ermittelten leicht héheren Inhibitions-
konstanten der Disulfid-verbriickten HCII-Varianten aufgrund einer variierten Thrombin-
aktivitit bedingt sein.

y-Thrombin ist eine Thrombin-Variante, die nicht mehr die Féhigkeit besitzt, Kofaktoren an
der Exosite I zu binden °. Der allosterische Mechanismus der Hemmung durch HCII kann bei
y-Thrombin nicht erfolgen. Die Hemmung von y-Thrombin durch HCII in Gegenwart von
Heparin oder Dermatansulfat zeigt erhdhte Inhibitionskonstanten im Vergleich zur Hemmung
in Abwesenheit von Glykosaminoglykanen °. Die leicht erhohten Inhibitionskonstanten in
Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat weisen moglicherweise darauf hin, dass bereits
die Bindung der Glykosaminoglykane an Thrombin einen Einfluss auf die Hemmung durch
HCII haben kann. Unter Umstdnden induzieren Glykosaminoglykane Strukturverdnderungen

sowohl am Serpin wie auch an der Protease, die die Inhibitionsreaktion fordern.

! Binkmeyer, 2001

2 Verhamme et al., 2004

SLivetal, 1991; Ye et al., 1991; Duffy et al., 1997; Fredenburgh et al., 2001
* Fredenburgh et al., 1997

> Hofsteenge et al., 1988; Church et al., 1989

® Van Deerlin & Tollefsen, 1991; Liaw et al., 1999; Hayakawa et al., 2000”
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5.3.2.3 Einfliisse der geinderten Aminosiuresequenzen auf die

Inhibitionseigenschaften der HCII-Varianten

Durch Untersuchungen der Reaktion der HCII-Varianten mit o-Thrombin konnte die
Bedeutung der N-terminalen Doméne von HCII bewiesen werden (siehe 5.3.2.2). Bei den
kinetischen Messungen zeigten die HCII-Varianten aber einige Besonderheiten. Bei allen
rekombinanten Varianten von HCII, solche ohne Disulfidbriicken (rHCII F195C, rHCII AC,
rHCII AC/F195C)  wie auch fiir die reduzierten  Doppel-Cystein-Varianten
(rtHCIT AC/P52C/F195C, rHCII AC/G54C/F195C, rHCII AC/S68C/F195C) wurden in
Gegenwart von Glykosaminoglykanen Inhibitionskonstanten ermittelt, die kleiner als jene des
Wildtyp-HCII (tHCII wt) waren. Das Ausmal} dieser Unterschiede war bei Heparin und
Dermatansulfat jedoch sehr unterschiedlich (siehe 4.10.3). In Gegenwart von Heparin waren
die Inhibitionskonstanten im Mittel um 15 % kleiner als die Konstante von Wildtyp-HCII
(Tabelle 4.10-3). In Gegenwart von Dermatansulfat waren die Werte aber bis zu 90 %
reduziert (Tabelle 4.10-4). Eine mogliche Erklarung fiir diesen Befund war, dass sich bei den
Varianten eine Anderung der Affinititen zu den Glykosaminoglykanen ergeben hat. Dies
wiirde bedeuten, dass die Varianten ihre maximale Hemmung von o-Thrombin bei anderen
Konzentrationen an Heparin oder Dermatansulfat erreichen als Wildtyp-HCII. Entsprechende
Untersuchungen (siehe 4.10.3.1) der Hemmung von o-Thrombin zeigten jedoch keine
Verdnderung der maximalen Inhibitionskonstanten. Im Fall der Dermatansulfat-aktivierten
Reaktion wurden fiir die HCII-Varianten geringfiigig hohere Dermatansulfat-Konzentrationen
fiir die maximale Inhibition benétigt. Jedoch betrugen die maximalen Inhibitionskonstanten
immer noch lediglich 30 % der Konstante des Wildtyp-HCII (Abbildung 4.10-1). Daraus
konnte gefolgert werden, dass eine gednderte Glykosaminoglykan-Affinitéit nicht die Ursache
fiir die geringeren Inhibitionskonstanten der Varianten war.

Weitere Experimente zeigten dass die im Vergleich zu Wildtyp-HCII geringeren
Inhibitionskonstanten der Varianten die Folge einer Anderung der Stdchiometrie der
Inhibition (SI) waren. Es ist bekannt, dass genetisch modifizierte Serpine bei
Inhibitionsreaktionen hiufig hdhere SI-Werte als der Wildtyp aufweisen'. Unter den
Bedingungen einer Reaktionskinetik pseudo-erster Ordnung wirkt sich der SI-Wert auch auf
die Inhibitionskonstante aus (siche 4.10.3.2 und Abbildung 5.2-2). Die fiir die Hemmung von
o-Thrombin ermittelten SI-Werte waren fiir die HCII-Varianten hoéher als fir Wildtyp-HCII,

sowohl in Gegenwart von Heparin wie auch von Dermatansulfat (Tabelle 4.10-5).

' Schechter et al., 1993; Djie et al., 1996; Bottomley & Stone, 1998
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Die Normierung der Inhibitionskonstanten unter Einbeziehung der SI-Werte ermdglicht es,
die korrekte Geschwindigkeitskonstante der Hemmung von a-Thrombin zu bestimmen '. Eine
solche Normierung zeigte fiir die Heparin-aktivierte Hemmung durch die HCII-Varianten
Inhibitionskonstanten derselben GréfBenordnung wie fiir die Konstante von Wildtyp-HCII
(Tabelle 4.10-6). Dies zeigte, dass die eingefiihrten Mutationen keine Auswirkungen auf die
Féhigkeit zur Hemmung von o-Thrombin hatten, sondern lediglich das Verhéltnis zwischen
inhibitorischen Pfad und Substratpfad @nderten. Fiir die Dermatansulfat-aktivierte Hemmung
ergab die Normierung keine Angleichung der Inhibitionskonstanten an die Konstante von
Wildtyp-HCII. Die Mutationen in den HCII-Varianten scheinen die Dermatansulfat-
vermittelte Hemmung von a-Thrombin deutlich stirker zu beeinflussen als die Heparin-
aktivierte Inhibition. Wahrscheinlich unterscheiden sich die Mechanismen der durch die
beiden Glykosaminoglykane verursachten Inhibitionen, wodurch sich die Mutationen in den
HCII-Varianten unterschiedlich auf die Hemmung von a-Thrombin auswirken.

In Gegenwart von Dermatansulfat zeigte die Variante tHCII F195C eine um ca. 60 % kleinere
Inhibitionskonstante als der Wildtyp. Der Aminosdureaustausch an dieser Position scheint
eine fiir dieses Glykosaminoglykan spezifische Beeinflussung der Hemmung von o.-Thrombin
zu bewirken, da die Heparin-aktivierte Inhibitionsreaktion keine vom Waildtyp-HCII
abweichende Konstante aufweist. Eine Erkldarungsmoglichkeit dafiir ist, dass die Bindestellen
am HCII fir Heparin und Dermatansulfat nicht identisch sind, sondern sich lediglich in
einigen Bereichen iiberlappen * (siche 2.2.2). Die fiir die Dermatansulfat-Bindung wichtigen
Gruppen befinden sich im C-terminalen Bereich der a-Helix D. Die basischen Aminosduren
R192 und R193 befinden sich zwischen der a-Helix D und Strang 2 von p-Faltblatt A und
haben einen starken Einfluss auf die Dermatansulfat-aktivierte Hemmung von o-Thrombin,
aber nur eine sehr geringe Wirkung auf die Heparin-aktivierte Inhibition >. Mdglicherweise
induziert der Austausch des groBen hydrophoben Phenylalanins an Position 195 gegen
Cystein eine lokale Strukturdnderung, in die auch die basischen Aminosduren an den
Positionen 192 und 193 involviert sind. Dies konnte die geringere Wirkung von

Dermatansulfat auf die Hemmung von o.-Thrombin durch rHCII F195C erkléaren.

! Gettins, 2002% Schechter & Plotnick, 2004
% Blinder et al., 1989; Blinder et al., 1990; Whinna et al., 1991
3 Ragg et al., 1990%; Liaw et al., 1999



Kapitel 5: Diskussion 171

Aber auch andere Erkldrungen kommen fiir die Beobachtung in Frage. So zeigten
verschiedene Untersuchungen des Serpins ATIII, dass die Bindung von Heparin eine
Konformationsédnderung der a-Helix D verursacht, die auch die Konformation der reaktiven
Schleife beeinflusst'. Die Konformationsinderung verlduft iiber eine Wechselwirkung
zwischen der Heparin-Bindestelle und dem proximalen Scharnier der reaktiven Schleife.
Letztere ist im nativen Zustand von ATIII partiell in die Struktur vom p-Faltblatt A inseriert
und wird erst bei der Bindung von Heparin vollstindig exponiert >. Ein solcher Vorgang kann
auch beim HCII angenommen werden. Die Rontgenstruktur von nativem HCII zeigt, dass ein
Teil der reaktiven Schleife als zusitzlicher Strang (s4A) in das B-Faltblatt A integriert ist. Im
Michaelis-Komplex zwischen HCII und S195A-Thrombin existiert dieser zusétzliche Strang
aber nicht mehr und die reaktive Schleife ist stirker exponiert (Abbildung 5.3-1)°. Somit
besteht die Moglichkeit, dass auch beim HCII eine Wechselwirkung zwischen der a-Helix D
und der reaktiven Schleife besteht, welche bei der Variante rHCII F195C mdglicherweise
verdndert ist. Infolgedessen konnte die Exposition der reaktiven Schleife nicht vollstindig
erfolgen und dies konnte sich auf die Dermatansulfat-aktivierte Hemmung von o-Thrombin
auswirken. Konkretisiert werden diese Uberlegungen durch Untersuchungen am ATIIIL, die
belegen, dass die Verbindungsschleife zwischen der a-Helix D und dem Strang2 von
B-Faltblatt A eine besondere Rolle bei der Aktivierung von ATIII spielt.
Konformationsédnderungen der a-Helix D sollen dabei iiber diese Verbindungsschleife auf die
reaktive Schleife iibertragen werden *. Bei diesem Vorgang soll die Position 134 im ATIII
eine besondere Bedeutung haben, die der Position 194 im HCII entspricht. Ubertrigt man die
Ergebnisse der Untersuchungen am ATIII, so befande sich bei der Variante tHCII F195C die
Mutation in einer fiir die Aktivierung des Serpins kritischen Region (Abbildung 5.3-1).

Es ist auch moglich, dass bei der Variante rHCII F195C die Insertion der reaktiven Schleife
als zusétzlicher Strang in das B-Faltblatt A von HCII erschwert ist. Eine solche Stérung wiirde
die Fahigkeit von HCII zur Inhibition von a-Thrombin stark beeinflussen. Aus den
Betrachtungen ldsst sich aber nicht erkldren, warum die Mutation F195C nur die
Dermatansulfat-aktivierte Hemmung von a-Thrombin betrifft, die entsprechende Heparin-

aktivierte Inhibition jedoch unbeeinflusst l&sst.

!Jin et al., 1997; Pike et al., 1997

2 Skinner et al., 1997, Huntington et al., 2000"; Whisstock et al., 2000
3 Baglin et al., 2002

* Meagher et al., 2000



Kapitel 5: Diskussion 172

HCII, nativ HCIlI, aktiviert

Abbildung 5.3-1: Banderdiagramme der Strukturen von nativem HCII (AS 95-480, PDB ID 1JMJ, A) und von
aktiviertem HCII (AS 95-480, PDB ID 1JMO) nach den Rontgenstrukturen von Baglin et al., 2002. Die Struktur
von aktivem HCII wurde dem Michaelis-Komplex mit S195A-Thrombin entnommen. Gelb: reaktive Schleife;
rot: B-Faltblatt A; cyan: a-Helix D; griin: F195 (Kalottendarstellung). Die Aktivierung von HCII beinhaltet eine
Konformationsinderung der reaktiven Schleife unter Anderung des B-Faltblatts A von einer 6-stringigen zu
einer 5-strangigen Struktur.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigte nicht nur die HCII-Variante
rHCII F195C eine gednderte Dermatansulfat-aktivierte Hemmung von a-Thrombin. Auch die
Cystein-freie Variante rHCII AC und alle von ihr abgeleiteten Varianten zeigten eine stark
reduzierte Inhibitionsfahigkeit in Gegenwart von Dermatansulfat (Tabelle 4.10-4). Die
natiirlichen Cysteine sind bei allen bislang charakterisierten Vertebraten konserviert ', wurden
bei der Konstruktion von HCII-Varianten aber durch Seringruppen ersetzt um eine mogliche
Wechselwirkung mit den neu eingefithrten Cysteinen zu verhindern *. Humanes HCII besitzt
drei natiirliche Cysteine an den Positionen 273, 323 und 467, bildet aber keine Disulfid-
briicken aus. Zudem hatten Untersuchungen gezeigt, dass die Cysteine keinen Einfluss auf die
Heparin-aktivierte Hemmung von a-Thrombin haben (siche auch Tabelle 4.10-3) und es
wurde vermutet, dass die Cysteine eine strukturelle Funktion haben kénnten °. Der Sequenz
von humanem HCII ist zu entnehmen, dass von den drei natiirlichen Cysteinen die an den

' Ragg, 1986; Sheffield ez al., 1994; Westrup & Ragg, 1994; Zhang et al., 1994; Colwell & Tollefsen, 1998
? Brinkmeyer, 2001
* Church et al., 1987
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Positionen 273 und 467 von hydrophoben Aminosiuren flankiert sind ' (siehe auch 7.3). Nach
Hopp und Woods ? ist Cystein als hydrophob, Serin aber als hydrophil einzuordnen, mit
Hydrophilizititswerten von -1,0 bzw. 0,3 (innerhalb einer Skala von -3,4 bis 3,0).
Hydrophobizitits-Plots von HCII (ProtScale, ExPASy) belegen, dass die Hydrophobizitét in
den Bereichen um die Positionen 273 und 467 um 30-40 % abnimmt, wenn die
entsprechenden Cysteine gegen Serin ausgetauscht werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Die
Position 467 im humanen HCII befindet sich am N-terminalen Bereich von Strang 2 des
B-Faltblatts B (siche Abbildung 5.3-2, A) und wird von den hydrophoben Aminoséuren T465
und L469 flankiert. Dieser Bereich des P-Faltblatts B befindet sich in Nachbarschaft zur
C-terminalen Region der Glykosaminoglykan-Bindestelle a-Helix D, mit den Aminoséduren
L186 und L190, die in die hydrophobe Region hineinreichen (siche Abbildung 5.3-2, B).

An der hydrophoben Wechselwirkung ist vermutlich auch das Leucin an Position 199 in der
Verbindungsschleife zwischen der a-Helix D und dem Strang 2 von -Faltblatt A beteiligt. Es
besteht die Méglichkeit, dass infolge der Mutation der Variante rHCII AC die Anderung der
Hydrophobizitit eine Konformationsinderung der C-terminalen Region der a-Helix D
induziert wird. In dieser Region sind die basischen Aminoséuren R189, R192 und R193
lokalisiert, die mit Dermatansulfat interagieren, jedoch weniger oder gar nicht mit Heparin
wechselwirken (Abbildung 2.2-1). Anderungen in dieser Region der Glykosaminoglykan-
Bindestelle konnten somit die Interaktion von HCII mit Dermatansulfat erschweren. Auch
eine Auswirkung auf die Verbindungsschleife zwischen der a-Helix D und dem Strang 2 vom
B-Faltblatt A ist moglich. Wie schon zuvor beschrieben, hat diese Region bei ATIII einen
Einfluss auf die Expulsion der reaktiven Schleife bei der Aktivierung von ATIII durch
Heparin °. Es ist moglich, dass diese strukturellen Vorginge die geringere Aktivitit der
Variante rHCII AC in Gegenwart von o-Thrombin verursachen.

Fiir die basischen Aminosduren R189, R192 und R193 ist belegt, dass sie fiir die Interaktion
zwischen HCII und Dermatansulfat von Bedeutung sind. In Abbildung 5.3-2 B, ist zu
erkennen, dass sich in derselben Region auch die Aminosdure R464 befindet. Diese ist
zwischen Strang 2 und 3 von -Faltblatt B lokalisiert, direkt vor Cystein C467. Eine Funktion
von R464 bei der Bindung von Glykosaminoglykanen ist bislang nicht beschrieben. Doch
kann aufgrund seiner rdumlichen Ndhe zu den anderen basischen Gruppen, fiir die eine
Bedeutung belegt ist, vermutet werden, dass auch R464 an der Wechselwirkung zwischen
HCII und Dermatansulfat beteiligt ist. Die Mutation an Position 467 kdnnte eine solche

Wechselwirkung negativ beeinflussen.

' Ragg, 1986
? Hopp & Woods, 1981
3 Meagher et al., 2000



Kapitel 5: Diskussion 174

Abbildung 5.3-2: Bild A: Bénderdiagramm der Struktur von nativem HCII (AS 95-480, PDB ID 1JMJ, A).
Farbig dargestellt sind folgende Strukturelemente: reaktive Schleife (gelb), p-Faltblatt A (rot), B-Faltblatt B
(magenta), a-Helix D (cyan), F195 (griin); natiirliche Cysteine C273, C323, C467 (orange, Kalottendarstellung).
Bild B: Gedrehter Bildausschnitt der Region um die a-Helix D (cyan). Die hydrophoben Aminosduren (L.186,
L190, L199,T465, L469) im Bereich zwischen o-Helix D und Strang s2B sind grau dargestellt
(Kalottendarstellung), das Cystein C467 auf Strang s2B in orange. Die basischen Aminosduren mit Bedeutung
fiir die Dermatansulfat-Bindung (R189, R192, R193) sind in dunkelblau abgebildet, R464 in hellblau. Zur
besseren Ubersicht sind andere Elemente der HCII-Struktur ausgeblendet.

Die Variante rHCII AC/S68C/F195C zeigte unter reduzierenden Bedingungen eine geringere
Aktivitdt gegeniiber o-Thrombin als die anderen Doppel-Cystein-Varianten rHCII
AC/P52C/F195C und rHCII AC/G54C/F195C (Tabelle 4.10-2 bis Tabelle 4.10-4). Der
N-terminale Aminosdureaustausch in der Variante rHCII AC/S68C/F195C befindet sich im
zweiten negativ geladenen Bereich AR2 (Positionen 63-75), bei den beiden anderen Varianten
im ersten negativen Bereich AR1 (Positionen 49-62). Die unterschiedliche Reaktivitdt muss
mit der Position 68 im N-Terminus von HCII in Verbindung stehen. Es wurde bereits
vermutet, dass der zweite negativ geladene Bereich (AR2) eine Rolle bei der Interaktion mit
der Exosite I von o-Thrombin spielt' und es wurde gezeigt, dass eine Mutation an der
Position 67 oder 68 die Aktivitdt des Serpins reduziert. Dieser Einfluss ist unabhéngig von der
Abwesenheit oder Anwesenheit von Glykosaminoglykanen®. Der Michaelis-Komplex

zwischen HCII und S195A-Thrombin zeigt eine Interaktion der Exositel von

! Mitchell & Church, 2002
* Ragg et al., 1990°
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S195A-Thrombin mit dem N-Terminus von HCII, an der auch die Aminosiduren F67 und D70
von HCII beteiligt sind ' (siche Abbildung 2.2-5).

In dieser Arbeit wurden die HCII-Varianten fiir kinetische Untersuchungen reduziert und mit
Iodacetamid alkyliert. Bei der Variante rHCII AC/S68C/F195C hat der Aminosédureaustausch
an Position 68 und/oder die Alkylierung dieser Position einen negativen Effekt auf die
Hemmung von a-Thrombin (Tabelle 4.10-3 und 4.10-4). Moglicherweise hat ein alkyliertes
Cystein an Position 68 einen Einfluss auf die Aminosduren F67 und D70 und stort die
Interaktion des N-Terminus von HCII mit der Exosite I von a-Thrombin. Dies konnte die
verringerte Aktivitit der Variante rHCII AC/S68C/F195C gegeniiber a.-Thrombin erkléren.

5.3.3  Zusammenfassende Betrachtung zum Einfluss der N-terminalen Domiine von

HCII auf die Hemmung von a-Thrombin

Ein wichtiger Teilbereich dieser Arbeit war die néhere Charakterisierung der N-terminalen
Domaéne von HCII und ihre Bedeutung fiir die Hemmung von o-Thrombin. Es konnte gezeigt
werden, dass eine freie Beweglichkeit des N-Terminus fiir die Hemmung von a-Thrombin in
Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat - und in geringem Maf3e auch in Abwesenheit
der Glykosaminoglykane - essentiell ist. Eine kovalente Fixierung des N-Terminus mit Hilfe
einer Disulfidbriicke am globuldren Proteinzentrum fiihrte zu einer drastischen Reduzierung
der inhibitorischen Aktivitit von HCII gegeniiber o-Thrombin. Eine Reduktion der
Disulfidbriicke stellte die Aktivitdt vollstindig wieder her. Dies unterstiitzt die Vorstellung
vom Doppelbriicken- wie auch dem allosterischen Mechanismus der Inhibition, wie sie fiir
HCII postuliert wurden % Dies bedeutet, dass eine Anderung der Konformation von HCII und
eine Translokation des N-Terminus von essentieller Bedeutung bei der Aktivierung von HCII
durch Glykosaminoglykane sind. Die Funktionalitit der Disulfid-verbriickten HCII-Varianten
konnte in Inhibitionsversuchen mit a-Chymotrypsin belegt werden, die zeigten, dass die
reaktive Schleifen der Varianten fiir eine Protease zuganglich waren.

Bislang wurde davon ausgegangen, dass im nativen HCII der N-Terminus durch ionische
Wechselwirkungen an der basischen a-Helix D lokalisiert ist. Dabei fungiert der negative
geladene Bereich AR2 in der N-terminalen Doméne von HCII als intramolekulares Analogon
eines Glykosaminoglykans ®>. Die Daten der HCII-Rontgenkristallographie konnten weder
diese Wechselwirkung noch die Struktur oder Position des N-Terminus am globuldren
Proteinzentrum bestimmen *. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus

von HCII iiber drei verschiedene Positionen (Positionen 52, 54 und 68) an der

' Baglin et al., 2002

? Ragg et al., 1990™°; Shechan et al., 1994; Myles et al., 1998; Liaw et al., 1999; Holland et al., 2000;
Fortenberry et al., 2004

3 Ragg et al., 1990*"; Van Deerlin & Tollefsen, 1991

* Baglin et al., 2002
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a-Helix D-nahen Position 195 fixiert werden konnte. Diese spricht fiir eine Interaktion des
sauren N-Terminus mit der basischen a-Helix D. Die Fixierung iiber drei verschiedene
Positionen zeigt auch das hohe Ma3 an Variabilitdt dieser Interaktion. Eine Ursache konnte
die fehlende strukturelle Ordnung des N-Terminus sein, wie sie auch bei der Wechselwirkung
zwischen HCII und den divalenten Zinkionen diskutiert wurde (sieche 5.2.5).

In dieser Arbeit wurde zusitzlich festgestellt, dass das Phenylalanin 195 zwischen der
a-Helix D und dem Strang 2 vom [-Faltblatt A, sowie die natiirlichen Cysteine im HCII eine
groBere Bedeutung haben als bisher angenommen. Beide Faktoren wirken sich auf die
Aktivierung von HCII durch Dermatansulfat aus, aber kaum auf die Hemmung von
o-Thrombin in Gegenwart von Heparin. Moglicherweise hat die Verbindungsschleife
zwischen der a-Helix D und dem Strang 2 von B-Faltblatt A eine Wirkung auf die reaktive
Schleife und die Aktivitit von HCII, in Analogie zu Befunden bei ATIII '. Die Ergebnisse
zeigen aber zweifelsfrei die Unterschiede in den Mechanismen der HCII-Aktivierung durch
Heparin bzw. Dermatansulfat. Die Ergebnisse in Gegenwart von Dermatansulfat sind von
erheblicher physiologischer Relevanz, da Glykosaminoglykane wie Dermatansulfat eher als
physiologische Kofaktoren fiir HCII in Betracht kommen. Daher besteht die Notwendigkeit,

den Mechanismus der HCII-Aktivierung durch Dermatansulfat weiter zu charakterisieren.

! Meagher et al., 2000
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Anhang

7.1 Materialienverzeichnis

alkalische Phosphatase, Shrimps (1758250) Roche Diagnostics
Ampicillin (A9518) Sigma
Anti-HCII-Antikorper 188/2/1, monokl. IgG 2b aus gefélltem Maus-Ascites Hoechst
Anti-HCII-Antikorper 92/2/12, monokl. Antikorper IgG1, POD-Konjugat Hoechst

Anti-human-Antithrombin III aus Kaninchen, 900248 Hoechst

Anti-human-HCII Kaninchenantiserum (Kan 1, Abnahme 7, 02.01.89) Hoechst
Anti-human-Thrombin Kaninchenantiserum (Ch.-B.: 62HR/08) Hoechst

Anti-Kaninchen Eselantikorper, IgG Peroxidase-gekoppelt (NA934) Amersham Biosciences
Antithrombin IIT (602434) Roche Diagnostics
Benzamidin (B6506) Sigma

Bovine Serum Albumin (BSA), Fraktion V, standard grade (K41-001500) PAA Laboratories
Chelex®100 (C7901) Sigma

Chromozym TH, N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid (206849) Roche Diagnostics
o-Chymotrypsin, human (C8946) Sigma

Coomassie R350 Amersham Biosciences
Dermatansulfat, Chondroitinsulfat B, 42 kDa (avg.), (C3788) Sigma
Dimethyl-pimelimidat-dihydrochlorid, DMP (80490) Fluka

Dimethylsulfoxid, DMSO Merck

Dithiothreitol, DTT (D0632) Sigma

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:

D-MEM, Low Glucose (31600-091) GIBCO™, Life Technologies
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium:

Nutrient Mixture F-12, D-MEM/F12, 1:1 Mixture (32500-035) GIBCO", Life Technologies
ECL"™ Western Blotting Detection Reagents (RPN 2106) Amersham Biosciences
EcoR1- Endonuklease Gencraft

Fotales Kélberserum, FCS (A15-043) PAA Laboratories
Geneticinsulfat, G418 (P27-011) PAA Laboratories
Glutathion, reduziert (G6524) Sigma

Glutathion, oxidiert (G6654) Sigma

Heparin, porcine intestinal mucosa, 15 kDa (avg.), (H3393) Sigma
Heparin-Biotin-Konjugat, porcine intestinal mucosa, 15 kDa (avg.) Calbiochem, Merck Biosciences
Hindlll-Endonuklease Gencraft

Hybond™"-P, Blot-Membran (RPN303F) Amersham Biosciences
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Hyperfilm ™ ECL"™, Radiographiefilme (RPN3103K)
Hypoxanthin (H9636)

ImmunoPure” Gentle Binding Buffer Ag/Ab (21012)
ImmunoPure” Gentle Elution Buffer Ag/Ab (21027)
Kanamycin (11815-024)
Kupfer(II)(1,10-Phenanthrolin)dichlorid (36,220-4)
Lennox L Broth Base (12780-029)

Lennox L Agar (22700-025)

Lipofectamin Plus (10964-013)
LMW-Molekulargewichtsmarker (17-0446-01)
Penicillin G (P-3032)

Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF (P7626)
H-D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketon, PPACK (1065.0005)
Polyethylenglykol 8000, PEG 8000 (P4463)
Pstl-Endonuklease

Rinderinsulin

RNase A (0675)

Scal-Endonuklease

Smal-Endonuklease

Sojabohnen-Trypsininhibitor (T9003)

Human Plasma, for manufacturing use only
Standard-Human-Plasma (ORKL 12)

Streptomycin (722K779117)
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (S7388)
T4 DNA-Ligase (0799009)

Tetracyclin (Q100-19)
N’,N",N’,N’-Tetramethylethylendiamin, TEMED (87687)
o-Thrombin, human (T1063)

TMB Microwell Peroxidase System (50-76-00)
Ngy-Tosyl-L-lysin-chloromethylketon, TLCK (90182)
Transferrin, human (112456-001)
Trypanblau-Losung, 0,4 % (T8154)
Trypsin/EDTA-Losung, 1-fach (T3924)

Thymidin (T9003)

7.2  Abkiirzungsverzeichnis

7.2.1 Allgemeine Abkiirzungen

n Mikro-, ¥10°

AES Anregungs-Emissionspektroskopie
Ak Antikdrper

Amp Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

AS Aminoséure

ATIII Antithrombin III

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

avg. durchschnittlich

Bp basepairs / Basenpaare

BSA bovine serum albumin / Rinderserum-Albumin
cce covalently closed circular

cDNA complementary DNA

CHO Chinese Hamster Ovary

Amersham Biosciences

Sigma

Pierce

Pierce

GIBCO", Life Technologies
Aldrich

Invitrogen", Life Technologies
Invitrogen ', Life Technologies
Invitrogen , Life Technologies
Amersham Biosciences
Biochrom AG

Sigma

Bachem

Sigma

New England Biolabs

Sigma

Amresco

New England Biolabs

New England Biolabs

Sigma

Sera-Tec Biologicals

Behring

Biochrom AG

Sigma

Roche Diagnostics
Invitrogen , Life Technologies
Fluka

Sigma

Kirkegaard & Perry, Dunn
Fluka

Roche Diagnostics

Sigma

Sigma

Sigma
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CHO DUKX B1 CHO Zelllinie (ATCC Nr.: CRL-9010)

CMV
Col E1 ori
COS
COS7
cv

d

Da
DAPI
DHFR
D-MEM
DMP
DMSO
DNA
dsDNA
DTT
E. coli
ECL
ECM
EDTA
ELISA
et al.

f1 ori
FCS
FPLC
G418

GAG
GSH
GSSG

gv

HCII
HCV
HIV

LMW
LRP

M13 ori
MCS

MTX

Cytomegalievirus

bakterieller Plasmid-Replikationsursprung
CV1 Origin SV40, Zellinie der afrikanischen griinen Meerkatze
COS-Zellinie (ATCC Nr.: CRL-1651)
column volume

Tag

Dalton, relative Molekiilmasse
4¢,6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrofolatreduktase, Tetrahydrofolat-Dehydrogenase
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethyl-pimelimidat-dihydrochlorid
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

doppelstrangiger DNA
1,4-Dithio-DL-threitol, (+)-threo-1,4-Dimercapto-2,3-butanediol
Escherichia coli

enhanced chemiluminescence

extrazelluldre Matrix

Ethydiamintetracetat

enzyme linked immuno sorbent assay

et alii / und andere

Replikationsursprung des f1-Phagen

fetal calf serum

fast protein liquid chromatography
Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin
Gravitationskraft (9,81 Meter/Sekunde?)
Gramm

Glykosaminoglykan

reduzierendes Gluthathion

oxidierendes Gluthathion

gel volume

Stunde

Heparinkofaktor II (Synonym: Leuserpin-2)
Hepatitis C Virus

human immunodeficiency virus

horse radish peroxidase

Imidodiacetat

Immunglobulin G

immobilized metal affinity chromatography / Metallionen-Affinitdtschromatographie

Kilo-, x 10°

Reaktionsgeschwindigkeit zweiter Ordnung
Kilobasen

Dissoziationskonstante

Kilo-Dalton, relative Molekiilmasse x 10°
Liter

Lennox L Broth Base

low molecular weight

low density lipoprotein receptor-related protein
Meter

Milli-, *10°

molar, mol/l

Replikationsursprung des Phagen M13
multiple cloning site

Minute

Methotrexat, Amethopterin
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MW
MWCO

OD,
ori
PAA
PAGE
PBS
PCR
PDB
PEG

pg
pHCII

rHCII
pMBI ori
PMSF
POD
rpm

rek.

RT

RU

SDS
Serpin
SI

SPR

sup F
SV40 ori
TAE

TC
TC/Amp
TMB
TS

Tris

U

i. N.
USP
uv

v/v

w/v

wt

Molekiilmasse (molecular weight)

molecular weight cut off / Molekiilmassen-Ausschlufl (MaB fiir Porengrof3e)
Nano-, *10”

optische Dichte bei A = X nm

origin / Replikationsursprung

Polyacylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate buffered saline / phosphatgepufferte Salzlosung
polymerase chain reaction

Protein Data Bank

Polyethylenglykol

para-

Pico-, *10™

Picogramm

Plasmid mit HCII-kodierender Region
rekombinante Proteinvariante von HCII
bakterieller Replikationsursprung
Phenylmethylsulfonylfluorid

Peroxidase

rounds per minute / Umdrehungen pro Minute
rekombinant

Raumtemperatur

response units, eine RU entspricht einer Massenianderung von 1pg/mm?
Natriumdodecylsulfat

Serinprotease-Inhibitor

Stochiometrie der Inhibierung

Surface Plasmon Resonance / Oberflachenplasmonresonanz
amber-Suppressor tRNA-Gen
Replikationsursprung des SV40-Virus
Tris/Acetat/EDTA

Tris/Citrat

Tetracyclin/Ampicillin

Tetramethylbenzidin

Tris gepufferte Salzlosung
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Units

iiber Nacht

United States Pharmacopoeia

ultraviolett

volume per volume

weight per volume

Wildtyp bzw. wildtypisch
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7.2.2 Aminosiuren

Aminosiure Abkiirzungen DNA Codons

Alanin Ala A GCA, GCC, GCG, GCT

Cystein Cys C TGC, TGT

Aspartat Asp D GAC, GAT

Glutamat Glu E GAA, GAG

Phenylalanin Phe F GGA, GGC, GGG, GGT

Histidin His H CAC, CAT

Isoleucin Ile I ATA, ATC, ATT

Lysin Lys K AAA, AAG

Leucin Leu L TTA, TTG, CTA, CTC, CTG, CTT
Methionin Met M ATG

Asparagin Asn N AAC, AAT

Prolin Pro P CCA, CCC, CCgG, cCT

Glutamin Gln Q CAA, CAG

Arginin Arg R CGA, CGC, CGQG, CGT

Serin Ser S TCA, TCC, TCG, TCT, AGC, AGT
Threonin Thr T ACA, ACC, ACG, ACT

Valin Val A% GTA, GTC, GTG, GTT
Tryptophan Trp w TGG

Tyrosin Tyr Y TAC, TAT

7.3 cDNA- und Aminosiuresequenz von HCII (wt)

-19 -10 -1
Met Lys His Ser Leu Asn Ala Leu Leu Ile Phe Leu Ile Ile Thr Ser Ala Trp Gly
ATG AAA CAC TCA TTA AAC GCA CTT CTC ATT TTC CTC ATC ATA ACA TCT GCG TGG GGT 2

1 10 20
Gly Ser Lys Gly Pro Leu Asp Gln Leu Glu Lys Gly Gly Glu Thr Ala Gln Ser Ala Asp
GGG AGC AAA GGC CCG CTG GAT CAG CTA GAG AAA GGA GGG GAA ACT GCT CAG TCT GCA GAT 62

21 30 40
Pro Gln Trp Glu Gln Leu Asn Asn Lys Asn Leu Ser Met Pro Leu Leu Pro Ala Asp Phe
CCC CAG TGG GAG CAG TTA AAT AAC AAA AAC CTG AGC ATG CCT CTT CTC CCT GCC GAC TTC 122

41 50 60
His Lys Glu Asn Thr Val Thr Asn Asp Trp Ile Pro Glu Gly Glu Glu Asp Asp Asp Tyr
CAC AAG GAA AAC ACC GTC ACC AAC GAC TGG ATT CCA GAG GGG GAG GAG GAC GAC GAC TAT 182

61 70 80
Leu Asp Leu Glu Lys Ile Phe Ser Glu Asp Asp Asp Tyr Ile Asp Ile Val Asp Ser Leu
CTG GAC CTG GAG AAG ATA TTC AGT GAA GAC GAC GAC TAC ATC GAC ATC GTC GAC AGT CTG 242

81 90 100
Ser Val Ser Pro Thr Asp Ser Asp Val Ser Ala Gly Asn Ile Leu Gln Leu Phe His Gly
TCA GTT TCC CCG ACA GAC TCT GAT GTG AGT GCT GGG AAC ATC CTC CAG CTT TTT CAT GGC 302

101 110 120
Lys Ser Arg Ile Gln Arg Leu Asn Ile Leu Asn Ala Lys Phe Ala Phe Asn Leu Tyr Arg
AAG AGC CGG ATC CAG CGT CTT AAC ATC CTC AAC GCC AAG TTC GCT TTC AAC CTC TAC CGA 362

121 130 140
Val Leu Lys Asp Gln Val Asn Thr Phe Asp Asn Ile Phe Ile Ala Pro Val Gly Ile Ser
GTG CTG AAA GAC CAG GTC AAC ACT TTC GAT AAC ATC TTG ATA GCA CCC GTT GGC ATT TCT 422

141 150 160
Thr Ala Met Gly Met Ile Ser Leu Gly Leu Lys Gly Glu Thr His Glu Gln Val His Ser
ACT GCG ATG GGT ATG ATT TCC TTA GGT CTG AAG GGA GAG ACC CAT GAA CAA GTG CAC TCG 482
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161
Ile
ATT

181
Asn
AAT

201
Ser
TCA

221
Val
GTA

241
Ser
TCA

261
Asn

281
Val
GTG

301
Val
GTA

321
Leu
CTG

341
Pro
CCA

361
Arg
AGA

381
Glu
GAG

401
Lys
AAA

421
Gln
CAA

4471
Phe
TTC

461
Tyr
TAC

Leu
TTG

Leu
CTC

vVal
GTC

Arg
AGA

Lys

Ile
ATA

Asn
AAT

Val
GTT

Asp
GAC

His
CAC

Trp
TGG

Lys

Asn
AAT

Gly
GGC

Met
ATG

Glu
GAG

His
CAT

Phe
TTC

Asn
AAT

Glu
GAG

Thr
ACC

Asp
GAC

Lys
AAA

Lys
AAG

Cys
TGC

Lys
AAG

Gln
CAA

Asn
AAC

Gly
GGC

Thr
ACG

Pro
CCG

His
CAC

Phe
TTT

Arg
CGT

Asp
GAC

Tyr
TAT

Asn
AAC

Pro
CCT

Phe
TTC

Val
GTT

Asp
GAC

Met
ATG

Lys
AAA

Tyr
TAC

Asn
AAC

Ile
ATC

Leu
CTG

Arg
CGC

Lys
AAA

Lys
AAG

Leu
CTT

Tyr
TAC

Asn
AAC

Ala
GCT

Pro
CCA

Ser
TCC

Ile
ATC

Ser
TCT

Ser
AGC

Asn
AAT

Met
ATG

Thr
ACA

Ser
TCC

Thr
ACC

Asp
GAC

Leu
CTG

Tyr
TAT

Phe
TTT

His
CAC

Thr
ACC

Val
GTG

Met
ATG

Leu
CTC

Gly
GGG

Met
ATG

Leu
CTA

Ala
GCA

Val
GTG

Thr
ACC

Ser
AGC

Phe
TTT

Thr
ACT

Ile
ATC

Ala
GCT

Ile
ATC

Gln
CAG

Glu
GAA

Met
ATG

Gln
CAG

Met
ATG

Thr
ACA

vVal
GTG

Gly
GGC

Asn
AAC

Gln
CAA

Cys
TGC

vVal
GTT

His
CAT

Gln
CAG

Glu
GAG

Met
ATG

Met
ATG

Met
ATG

Gln
CAG

Leu
CTG

Lys
AAG

Asn
AAC

Glu
GAG

Ile
ATC

Glu
GAG

vVal
GTC

Leu
CTG

Asn
AAT

Arg
CGC

Lys
AAG

Ala
GCC

Lys
AAG

Met
ATG

Thr
ACA

Thr
ACC

Glu
GAA

Thr
ACC

Arg
AGA

Ser
TCC

Ser
TCA

Glu
GAA

Arg
CGC

Leu
CTC

170
Ala
GCC

190
Leu
CTC

210
Gln
CAG

230
Gln
CAG

250
Leu
CTC

270
Ile
ATT

290
His
CAC

310
Lys
AAG

330
Tyr
TAC

350
Leu
CTC

370
Thr
ACT

390
Leu
CTG

410
Asp
GAC

430
Gly
GGC

450
Phe
TTC

470
Phe
TTC

Ser
AGC

Phe
TTC

Phe
TTT

Ile
ATA

Thr
ACC

Leu
CTC

Asn
AAC

Gly
GGG

Val
GTG

Glu
GAA

Arg
CGA

Lys

Gln
CAA

Thr
ACC

Thr
ACT

Met
ATG

Ser
AGC

Arg
AGG

Pro
CCA

Ala
GCT

Lys
AAG

Asn
AAC

His
CAC

Asn
AAC

Gly
GGG

Ala
GCG

Glu
GAA

Leu
TTG

Arg
AGG

Gln
CAA

val
GTC

Gly
GGA

Lys
AAG

Arg
AGG

Ile
ATC

Asp
GAC

Gly
GGC

Cys
TGC

Asn
AAC

Phe
TTC

Gly
GGC

Gln
CAA

Val
GTG

Met
ATG

Ile
ATC

Ala
GCC

Asp
GAC

Arg
AGA

Tyr
TAT

Asn
AAT

Leu
CTG

Phe
TTC

Leu
CTC

Ile
ATC

Phe
TTC

Leu
CTC

Ile
ATC

Leu
CTG

Leu
CTT

Gly
GGG

Ala
GCC

Thr
ACC

Arg
CGC

Val
GTG

Glu
GAA

Phe
TTT

Leu
CTT

Ser
TCA

Ile
ATA

Tyr
TAC

Arg
CGG

Ala
GCA

Ser
AGC

Thr
ACA

Leu
CTG

Ile
ATC

Ile
ATC

Thr
ACT

Pro
CCcC

Ala
GCC

Ile
ATC

Gly
GGG

Asp
GAC

Asp
GAC

Lys
AAA

Phe
TTC

Leu
CTG

Ala
GCA

Met
ATG

Pro
CCcC

Pro
CCG

Arg
AGG

Asp
GAC

vVal
GTG

Phe
TTT

Asn
AAC

Thr
ACG

Tyr
TAC

Phe
TTC

Pro
CCT

Asp
GAT

Lys
AAA

Asn
AAT

Asn
AAT

Leu
CTA

Arg
CGG

Lys
AAA

Met
ATG

Leu
CTG

Thr
ACC

Leu
CTT

Pro
CCC

Thr
ACC

Thr
ACA

Lys
AAA

Ala
GCC

Ala
GCT

Gly
GGA

Glu
GAG

Asp
GAC

Ile
ATT

Val
GTG

Phe
TTC

Leu
CTG

Phe
TTC

Thr
ACG

Phe
TTC

Ser
AGC

Ile
ATT

Leu
CTG

Thr
ACT

Phe
TTC

Leu
CTG

Ser
TCC

Arg
AGA

Gln
CAG

Val
GTG

Val
GTG

Lys
AAG

Phe
TTT

Lys
AAG

Val
GTG

Leu
CTC

Arg
AGG

180
His
CAT

200
Arg
CGG

220
Lys
AAA

240
Ile
ATA

260
Glu
GAG

280
Trp
TGG

300
Glu
GAG

320
Glu
GAG

340
Val
GTC

360
Glu
GAG

380
Leu
CTG

400
Asp
GAC

420

Hlis

CAC

440
Gly
GGG

460
Ile
ATC

480
Ser
TCC

542

602

662

722

782

842

902

962

1022

1082

1142

1202

1262

1322

1382

1442





