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Zusammenfassung 1

A Zusammenfassung

Heparinkofaktor Il (HCII) gehért zu einer Gruppe von Proteinen, welche als Seggne- (
Proteasdn hibitoren) bezeichnet werden. Seine biologische Funktion besteht in der
Hemmung der Serinprotease Thrombin, einem Schlisselenzym u.a. der Blutgerinnung unter
Bildung von SDS-stabilen Komplexen im Verhéltnis 1:1. In der Abwesenheit von
Glycosaminoglycanen (GAGs) ist HCIl ein ineffektiver Inhibitor von Thrombin. Die
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen HCII und Thrombin wird durch GAGs wie Heparin, und
Dermatansulfat tber 1000-fach beschleunigt.

Die Aktivierung von HCIl durch GAGs erfolgt vermutlich durch einen allosterischen
Mechanismus. Der Modellvorstellung nach reagiert HCII in der Abwesenheit von GAGs nur
uber sein, fur einen Inhibitor von Thrombin eher ungeeignetes reaktives Zentrum mit
Thrombin. Die Hemmung von Thrombin erfolgt dabei nur mit geringer Reaktions-
geschwindigkeit. Die Uberwiegend aus basischen Aminoséuren bestehende GAG-Bindestelle
des HCII ist in Abwesenheit von GAGs Uuber intramolekulare Salzbriicken und andere
Wechselwirkungen mit dem N-Terminus verbunden, welcher Gruppen von sauren
Aminosauren enthalt.

Bei der Aktivierung von HCII binden die polyanionischen GAGs an die GAG-Bindestelle von
HCII und verdrangen den sauren N-Terminus aus den intramolekularen Wechselwirkungen.
Der so freigesetzte N-Terminus kann mit einer basischen Oberflachenstruktur von Thrombin,
genannt Exosite |, interagieren. HCII steht dann sowohl tber sein reaktives Zentrum, als auch
uber den sauren N-Terminus mit Thrombin in Kontakt, was zu der deutlichen Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit fihrt.

Der postulierte Aktivierungsmechanismus wird durch indirekte Ergebnisse unterstitzt.
Mehrere Veroffentlichungen beschreiben lberwiegend Mutationen oder Deletionen von
Elementen im HCIl oder Thrombin, welche fur den postulierten Aktivierungsmechanismus
von Relevanz sind und die aus diesen Mutationen resultierenden Folgen.

Die hier dargestellte Arbeit untersucht, welche Funktion(en) der saure N-Terminus von HCII
bei der Inhibierung von Thrombin in der Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat hat.
Von besonderem Interesse ist dabei der Aspekt der postulierten Positionsanderung gegeniber
dem Kern des Molekuls und die Funktion dieser Positionsanderung.

Mittels molekularbiologischer Methoden wurden zwei neue Cysteinreste in das HCII-Molekl
eingebaut, welche eine intramolekulare Disulfidbricke ausbildeten und dadurch den sauren
N-Terminus von HCII kovalent mit dem Kern des Molekuls verkniupften. Um sicherzustellen,
dal3 sich nur eine Disulfidbriicke zwischen den zwei neu in das Molekil eingefuhrten
Cysteinresten bilden konnte, wurden die drei naturlich im HCIl vorkommenden Cysteine,
welche nicht essentiell fir die Reaktion zwischen HCIlI und Thrombin sind, gegen Serine
ausgetauscht.

Bei geschlossener Disulfidbriicke konnte nur eine minimale Reaktion mit Thrombin
beobachtet werden, die jedoch nicht sicher den HCII-Molekilen mit geschlossener
Disulfidbriicke zugeordnet werden konnte. Heparin oder Dermatansulfat bewirkten unter
diesen Bedingungen keine mefRbare Beschleunigung der Reaktion. Nach Reduktion der
Disulfidbriicke und Alkylierung der Cysteinreste liel3 sich die untersuchte HCII-Variante
wieder durch Heparin und Dermatansulfat aktivieren und inhibierte Thrombin mit sehr viel
hoherer Reaktionsrate.

Die erhaltenen Daten stitzen die These, da? der N-Terminus eine kritische Rolle fur den
aktivierenden Effekt von Heparin bzw. Dermatansulfat auf die Reaktion mit Thrombin hat
und zeigen, dal} eine kovalente Fixierung diesen Effekt unterbindet. Die Ergebnisse sind in
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Ubereinstimmung mit dem Modell, nach dem der N-Terminus nach Aktivierung des Molekiils
durch GAGs eine Positionsanderung gegenuber dem Kern des Molekils durchlauft.
Maoglicherweise wird bei der Aktivierung von HCII Uber eine Konformationsanderung auch
ein Einflul3 auf das reaktive Zentrum ausgeubt.
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B Einleitung

B.1 Uberblick und funktionelle Einordnung

Heparinkofaktor Il (HCII) ist ein Protease-Inhibitor, welcher zur FamilieSkein-Protease-
Inhibitoren (Serpine) gehért. Der Name Serpine leitet sich von der zuerst entdeckten
Fahigkeit vieler Familienmitglieder zur Hemmung von Serinproteasen ab. Neben dieser
Funktion nehmen Mitglieder der Serpinfamilie jedoch noch zahlreiche andere Funktionen
wahr. Heparinkofaktor Il inhibiert die Serinprotease Thrombin, ein Schlisselenzym u.a. der
Blutgerinnung. Thrombin katalysiert wahrend der Blutgerinnung u.a. die Umwandlung von
Fibrinogen in Fibrin, das in seiner polymerisierten Form ein Fibringerinnsel am Ort der
Gefal3verletzung bildet. Die Aktivitdt von Heparinkofaktor 1l wird durch
Glykosaminoglykane (GAGs) wie Heparin, Heparansulfat und Dermatansulfat sehr stark
gesteigert. GAGs enthalten sich wiederholende saure Disaccharideinheiten, die meist kovalent
an ein Kern-("core")-Protein gebunden sind und zusammen ein Proteoglykan bilden.
Proteoglykane sind u.a. wichtige Bestandteile von Zelloberflachen und der extrazellularen
Matrix (ECM).

B.2 Blutgerinnung und Haemostase

Blutgerinnung und Reparatursysteme stellen Mechanismen des Organismus dar, welche die
Integritat des vaskularen Systems nach einer Verletzung wahren. Die am Gerinnungssystem
beteiligten Proteine und zellularen Komponenten befinden sich unter normalen
physiologischen Bedingungen in einer inaktiven Form im Plasma. Prothrombin und die
Faktoren VII, IX, X, und Xl sind Serinprotease-Proenzyme, die bei der Aktivierung schnell
durch Spaltung von ein oder zwei Peptidbindungen in ihre aktive Form Uberfihrt werden. Die
sich ebenfalls als Proproteine im Plasma befindenden Kofaktoren V und VIII werden
ebenfalls durch proteolytische Spaltung in aktive Kofaktoren Uuberfuhrt. Thrombozyten
zirkulieren im Blut in einer inaktiven ruhenden Form. Nach Aktivierung durchlaufen sie eine
Serie von biochemischen und morphologischen Veranderungen, die u.a. die Préasentation
negativ geladener Phospholipide in der Plasmamembran, die Expression von Rezeptoren fir
die Faktoren V und VIII, die Anheftung an Oberflachen und die Bildung von Aggregaten
beinhalten.

Der Ablauf der Gerinnung ist in Abbildung 1 auf der nachsten Seite dargestellt.

Ausloser der humoralen Blutgerinndngber den sogenannten extrinsischen Weg ist die
Verletzung von Blutgefaf3en, wodurch das Blut mit einem Transmembranprotein, dem "tissue-
factor" (Gewebefaktor) (TF), in Kontakt kommt (siehe Abbildung 1,INrTF ist ein haufig
vorkommendes Protein in Geweben, es kommt jedoch nicht auf der luminalen Seite von
Gefal3en vor. TF bindet sowohl die aktivierte Form (Vlla), als auch die nicht aktivierte Form
des Blutgerinnungsfaktors VII. Ein geringer Anteil Faktor VIl (1 — 2%) befindet sich standig
in aktivierter Form im Blut. Das aktive Zentrum wird aber erst durch Bindung an TF
funktionsfahig ausgebildet. Der Komplex aus TF und Vlla Uberfihrt die Faktoren X und IX in
ihre aktiven Formen, Xa und IX&)(

! Furie & Furie 1992, Roberts & Lozier 1992, Esmon 1993, Bometedil 1997, Mann 1999, Dahlback 2000,
Esmon 2000
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6 Gewebezelle
aullerhalb des
XI Xla Endothels 3
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l P TF-Vlla VII
7N\ 2
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VI VI
Va Va \/
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Abbildung 1: Physiologischer Weg der Blutgerinnung und systematische Stellung von HCII
schwarz: Hauptwege der Gerinnung, i Rlickkopplungsmechanismemn}: systematische Stellung von HCII
HCII: Heparinkofaktor I, Pro: Prothrombin, TF: "tissue factor", Thr: Thrombin,

Als Rickkopplungsmechanismen zur weiteren Verstarkung des Gerinnungsprozesses
aktivieren Vlla, Xa und 1Xa TF-gebundenen Faktor VII zu VI&. (Zudem aktiviert Xa
Faktor V zu Va 4). Faktor Xa und Va bilden auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten
den sog. Prothrombinase-Komplex, der Prothrombin in Thrombin Uberf@hrt Als
Ruckkopplungsmechanismus aktiviert Thrombin Faktor V, sowie die Faktoren VIII und Xl
(6). Der aktivierte Faktor Vllla und Faktor IXa bilden, ebenfalls auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten, den sog. Tenase-Komplex, welcher wiederum Faktor X zu Xa Ubefjihrt (
Die Aktivierung von Faktor X durch den Tenase-Komplex ist ca. 50 x effektiver als die
Aktivierung von X durch den TF-Vila-Komplex. Ebenso bewirken die beiden Kofaktoren Va
und Vllla eine 18 bis 1¢-fache Beschleunigung der Reaktion von IXa und Xa gegeniiber
der Reaktion ohne diese Kofaktoren. Der aktivierte Faktor Xla fuhrt zur weiteren Bildung von
IXa (8) und damit zu einer weiteren Steigerung der Gerinnung uber den Faktor 1Xa-Vllla-
Weg. Thrombin spaltet aus Fibrinogen jeweils vier Fibrinopeptide heraus und tberfuhrt dieses
in Fibrinmonomere ), welche sich spontan zu Polymeren zusammenlagedh Das
Fibrinpolymer wird durch Faktor Xllla, welcher von Thrombin aktiviert widdl)( durch
Ausbildung von Isopeptidbriicken querverneis)(
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Die physiologische Rolle des in Lehrbichern haufig abgebildeten intrinsischen
Gerinnungsweges uber Kininogen, Kallikrein, Faktor Xl und Xl ist unklar. Defizienzen von
Proteinen dieses Weges sind nicht mit Haemophilien verbunden, mit Ausnahme einer milden
Form bei Faktor XlI-Defizienz. Er ist damit fur die Trauma-induzierte Gerinnung vermutlich
von untergeordneter Bedeutung.

Das System der Blutgerinnung bedarf einer prazisen Regulation. Eine Hyperaktivitat hat
ungewollter Gerinnung und damit thrombotische Effekte zur Folge, eine Hypoaktivitat fihrt
zu verminderter Gerinnungsfahigkeit und damit zu Haemophilie.

Die Regulation der Gerinnung erfolgt auf verschiedenen Ebenen des WEigssefactor-
pathwayinhibitor" (TFPI) inhibiert den Komplex aus TF, Vlla und Xa. Die Serpine
Antithrombin (AT) und Heparinkofaktor II werden durch Glykosaminoglykane an
GefalRwanden oder im Gewebe aktiviert und inhibieren Thrombin irreversibel (siehe hierzu
B.5.2). AT inhibiert zuséatzlich noch die Faktoren 1Xa, Xa und Xla. Thrombin hat neben
seinen prokoagulanten Eigenschaften auch antikoagulante Eigenschaften. Abseits der
Gefaldlasion bindet es an Thrombomodulin, welches sich auf der Oberflache intakter
Endothelzellen befindet und aktiviert Protein C zu aktiviertem Protein C (APC). APC spaltet
zusammen mit seinem Kofaktor Protein S die beiden Faktoren Va und Vllla, welche wichtige
Kofaktoren in den Prothrombinase- und Tenase-Komplexen sind. Diese Hemmechanismen
bewirken, dald beispielsweise die aktive Halbwertszeit von generiertem Thrombin nur 14
Sekunden betragt Zudem sind einige Faktoren wie Faktor Vllla extrem instabil.
Untersuchungen in verschiedenen Geweben deuten jedoch darauf hin, dal3 die Wahrung der
Haemostase gewebespezifisch unterschiedlich gewichtet seieh Karsmbomodulin hat in

der Leber beispielsweise weniger Bedeutung als in Herz und Lunge, da in der Leber die
Fibrinolyse einen héheren Stellenwert besitzt.

B.3 Serinproteasen

Neben Thrombin, dem Zielenzym von Heparinkofaktor I, sind auch zahlreiche andere
Gerinnungsfaktoren Mitglieder der Familie der Serinproteasen. Um den Mechanismus
darstellen zu koénnen, Uber welchen Serpine Serinproteasen hemmen, soll vorab der
Reaktionsmechanismus von Serinproteasen dargestellt werden.

Kernstlck der Serinproteasen ist die katalytische Triade im reaktiven Zentrum der Enzyme,
bestehend aus einem hochreaktiven Serin 195, sowie Histidin 57 und Aspartat 102. Die
Nummerierung der reaktiven Zentren aller Serinproteasen basiert auf der Nomenklatur von
Chymotrypsin. Der Reaktionsablauf ist in der nachfolgenden Abbildung 2 dargestellt.

Die Hydrolyse der zu spaltenden Peptidbindung beginnt mit dem nucleophilen Angriff des
Sauerstoffs der Hydroxylgruppe von Serl95 auf das Carbonylkohlenstoffatom der
Peptidbindung des Substrats. Die Doppelbindung der Carbonylgruppe wird dabei in eine
Einfachbindung umgewandelt und das Sauerstoffatom erhéalt eine negative Ladung, wodurch
es zum Oxyanion wird. Dieser Ubergangszustand wird als tetraedrisches Zwischenprodukt
bezeichnet. Das Wasserstoffatom der Hydroxylgruppe des Serins wird bei diesem Vorgang
auf His57 Ubertragen. Die Funktion von Aspl102 besteht darin, Uber seine negativ geladene
Carboxylgruppe das Histidin in der fur die Aufnahme des Protons richtigen tautomeren Form
zu halten und anschlieBend das positiv geladene Histidin zu stabilisieren. Der tetraedrische
Ubergangszustand wird durch die Bindung des Oxyanions in einer speziellen
Oxyanionentasche des Enzyms, in welcher es mit zwei R-N-H - Gruppen der Hauptkette

! Goldsaclet al. 1998
2 Rosenberg & Aird 1999
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interagiert, stabilisiert. Die Auflosung des Ubergangszustandes erfolgt, indem das Proton von
His57 auf das Stickstoffatom der Peptidbindung Ubertragen wird. In diesem Zustand ist
Ser195 mit dem Substrat Uber eine Esterbindung verbunden, weswegen es als Acyl-Enzym-
Intermediat bezeichnet wird. Die abgespaltene Aminkomponente diffundiert ab und wird
durch Wasser ersetzt. Die anschlieBende Deacylierung und damit die Reaktivierung des
Enzyms stellt praktisch eine Umkehrung des ersten Acylierungsschrittes dar, bei der die
Aminkomponente durch Wasser ersetzt ist. Zuerst wird ein Proton des Wassers auf His57
Ubertragen. Das entstehende Hydroxidion greift das Carbonylsauerstoffatom der an Ser195
gebundenen Acylgruppe unter Bildung eines tetraedrischen Zwischenproduktes an. His57
Ubertragt das Ubernommene Proton auf das Sauerstoffatom von Serl95, welches dabei das
Substrat freisetzt.

tetraedrischer Acyl-Enzym-
Ubergangszustand Intermediat
Ser 195 v e y (0]
P 05 R
—CH,—0 0=C c —CH,—0—
1 | —CH,—0”" \_ v
H R—N—H R—N—H R—N—H -
: ¢ - |
Acylierung /N—QH ity i R H
e | N—CH :
HC ‘ /
R 4] { N—CH
N—C H H 7
\ el
H | N—C i
His 57 : CH, H+ | N—C
09 e !
\} 0} (0] . 2
Asp 102 \(|: N 5 (|)f |
\
| \.C
0 /
N\ /R -0 R’ R’
e >c/ " B0 e
0 —CH,—0" \/ A\ l
[ 0 H. 0—H
: w
Deacylierung //Nﬂ—-CH E. K e R HC H
HC\ H HC H N—C
N\ ! |
N—C N-C Wt oy
His 57 : $H2 CH, . ?7 \
_ 2l N\
6.0 O\\\\ /0 \C
N C |
Asp 102 (,2 !
Acyl-Enzym- tetraedrischer
Intermediat Ubergangszustand

Abbildung 2: Reaktionsmechanismus der Serinproteasen (aus Stryer 1996)

Das beschriebene Reaktionsprinzip ist allen Serinproteasen gemeinsam. Die Substratspezifitat
der verschiedenen Proteasen wird durch Strukturdifferenzen am Bindezentrum erreicht, die
beispielsweise gro3en Resten den Zugang verweigern und/oder die Reste der Seitenketten der
zu spaltenden Peptidbindung in speziellen Taschen binden und stabilisieren.
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B.4 Serpine

Die Bezeichnung Serpin ist eine Abklrzung fern-Proteasen hibitor. Sie wurde von

Carrell und Travis 1985fiir eine Gruppe von Proteinen eingefiihrt, von denen die Mehrheit
der bekannten Mitglieder Inhibitoren von Serinproteasen sind.

Neben der Funktion als Inhibitoren von Serinproteasen wurden jedoch noch zahlreiche andere
Funktionen nachgewiesen, wie beispielsweise die Hemmung von Cysteinproteaser?(CrmA)
eine Beteiligung an der Blutdruckkontrolle (AngiotensinogenHormon-Bindung
(Corticosteroid-bindendes Globulfn)Chaperonfunktion (HSP47)der Tumorsuppression
(Maspin}.

Die Superfamile der SerpihemfaRt heute tiber 100 paraloge Mitglieder, welche in héheren
Eukaryoten, sowohl Tiere, als auch Pflanzen, sowie in Viren vorkommen. In einzelligen
Eukaryoten, Prokaryoten und Pilzen konnten bisher noch keine Serpine nachgewiesen
werder.

Die Prasenz von Serpinen in Metazoen, Pflanzen und Viren, aber nicht in einzelligen
Eukaryoten und Prokaryoten la3t darauf schlieRen, da’ sich Serpine wéahrend der letzten
Milliarde Jahre evolviert habén

Die phylogenetische Analyse von Serpinen fuhrt oft zu unterschiedlichen Stammb&umen und
Einordnungelf, abhéngig von den verwendeten Analyseverfahren (Aminosauresequenzen,
Exon-Intron-Struktur, = DNA-Sequenz, dreidimensionale  Struktur, = chromosomale
Lokalisierung) und dem verwendeten evolutionaren Modell. Die von zahlreichen Autoren
vorgeschlagene Eingruppierung von Serpinen aufgrund der Exon-Intron-Struktur dét Gene
stellt einen Ansatz zur Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums dar. Je nach
verwendetem Kriterium kann es zu deutlich unterschiedlichen Zuordnungen einzelner Serpine
kommen. Beispiele hierfur sind HCIl und Angiotensinogen, die, je nachdem ob sie aufgrund
der Aminosauresequenz oder der Exon-Intron-Struktur zugeordnet werden, in verschiedenen
Positionen im Serpin-Stammbaum eingruppiert werden. Die Verwendung von
"diagnostischen Aminosauren”, die von allen Mitgliedern einer Familie geteilt werden, aber
von keinem Mitglied einer anderen Familie, ermdglicht es, nicht sicher zu gruppierende
Serpine einzuordnéh

! Carrell & Travis 1985

2 Komiyamaet al. 1994

% Doolittle 1983

* Hammoncdket al. 1987

® Hirayoshiet al. 1991

® Zouet al. 1994

" Potempaet al. 1994

8 Irving et al. 2000

® Wrayet al. 1996

10 Marshall 1993, Wright 1993, Irvinet al. 2000
" Baoet al. 1987, Ragg & Preibisch 1988, Remold-O"Donnell 1993
12 Ragget al. 2001
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B.4.1 Tertiarstrukturen von Serpinen

Trotz einer Sequenzidentitat auf Aminosdureebene von teilweise nur ca. 30% weisen alle
bisher rontgenkristallographisch untersuchten Serpine eine hoch konservierte Tertiarstruktur
auf', die aus einem gemeinsamen Kern von ca. 360 Aminosauren hesteht

Die charakteristischen Sekundarstrukturelemente der Serpine singhEaéblattstrukturen,

die mit A bis C bezeichnet werden und newxidelices, welche mit A bis | bezeichnet
werder. B-Faltblatt A besteht im ungespaltenen Serpin aus fiinf Strangen, im gespaltenen aus
sechs (siehe unten). DieFaltblatter B und C bestehen aus sechs bzw. drei Strangen.

Die Region der inhibitorischen Serpine, die an das aktive Zentrum der Protease bindet, wird
als reaktive Schleife (reactive site loop) bezeichnet. Sie verbindet Strangps-ailtblatt A

mit Strang 1 vonB-Faltblatt C. Die reaktive Schleife fungiert als Pseudosubstrat fur die
Protease. |hre Aminosauren werden nach der Nomenklatur von Schechter und, Berger
beginnend vom aminoterminalen Ende her rgit. -P,-P1-P'1-P",-P’5-...P’, bezeichnet. Die
Spaltung durch die Protease erfolgt dabei in der Peptidbindung zwisghaemd AP;. Die
reaktive Schleife, die meist eine Grol3e von ca. 20 Aminosauren hat (me#st)Pweist
zwischen verschiedenen Serpinen eine hohe Variabilitat sowohl beziglich der Sequenz, als
auch bezuglich der Konformation auf, wobei die Proteasespezifitat inhibitorischer Serpine
wesentlich durch die Aminoséure in der Positigmiitbestimmt wird.

A /P’l-Pl B

— reactive site loop

Abbildung 3: Tertiarstruktur und wichtige Regionen der Serpine am Beispiel von ungespaltenem (A) und
gespaltenem (By-Antitrypsin. Die beiden Aminosauren P1 und P’1 sind als Kugel-Stab-Modell dunkelblau
hervorgehoben, die reaktive Schleife ist griin dargestelglix D blau. Die einzelnen Strange v@rFalt-

blatt A sind mit s1A bis s6A bezeichnet. Die Abbildungen basieren auf den Protein Data Bank Eintragen 1QLP
(A) und 7API (B) (siehe D.2.3)

! Huber & Carrell 1989, Whistoc#t al. 1998
2 Gettinset al. 1996

3 Schechter & Berger 1967

“ Carrell & Travis 1985
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Nach der Spaltung der;#";-Bindung kommt es in inhibitorischen Serpinen zu einer
drastischen Konformationsanderung (siehe Abbildung 3). Der aminoterminale Teil der
reaktiven Schleife klappt um und legt sich als zusatzlicher Strang 4 if-BHakblatt A
zwischen die beiden vorher bereits vorhandenen Strange 3 und 5. Dieser Vorgang wird als
S—R Ubergang bezeichrtet

Im ungespaltenen Zustand liegt das Serpin in einer gespastressé€d) Konformation vor,
welche thermodynamisch metastabil ist. Die Konformationsanderung in den entspannten
(relaxed) Zustand ist mit einer deutlichen Steigerung der thermodynamischen Stabilitat
verbundeh Dieser Zustand wird als hyperstabil bezeichnet. Am deutlichsten ist dies an der
Anderung der Schmelztemperatur zu erkennen. Wahrend ungespaligkesirypsin bereits

bei 58°C denaturiert, mufld fur die Denaturierung der gespaltenen Form eine Temperatur von
uber 100°C aufgebracht werden.

Neben den beschriebenen "S"- und "R"-Zustéanden gibt es beim Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 noch einen natirlich vorkommenden latenten Zustand, bei welchem die
ungespaltene reaktive Schleife [h§altblatt A inseriert ist.

Die strenge Konservierung der Sekundarstrukturelemente (mit Ausnahme einiger viraler
Serpine) lalt vermuten, dall das Serpin-Grundgerist wesentliche Veranderungen nicht
tolerieren kanh GroRere Insertionen und Deletionen von Sequenzen findet man nur in
Bereichen, die Sekundarstrukturelemente verbinden, am starksten ausgepréagt in der reaktiven
Schleife und in der Schleife, welcheHelix C und D verbindet.

Fur die Kontrolle und Modulation der Serpin-Konformation sind vier wichtige Regionen
identifiziert worden (siehe Abbildung 3):

1) die "hinge"-Region (hinge = Scharnier), meist in dem PositioneRsPdie fur das
Umklappen der reaktiven Schleife essentiefl ist

2) die "breach"-Region (breach = Bresche) an der Spitzp-8atiblatts A, die den Punkt der
initialen Insertion der reaktiven Schleife ipidaltblatt A darstelft

3) die "shutter"-Region (shutter = Verschlul3) nahe dem Zentruri\aitblatt A, welche
die Offnung vorp-Faltbaltt A im ungespaltenen Serpin verhindert.

4) die "gate"-Region (gate = Tor), welche die Strédnge 3 und B-8atiblatts C beinhaltet
und firr den Ubergang in den latenten Zustand von Bedeutling ist

Méglicherweise hat auch dieHelix F eine Funktion bei der Offnung v@aFaltblatt A'.
Einige Serpine werden durch GAGs wie Heparin allosterisch aktiviert. Bei Heparinkofaktor 11

und AT ist dabei u.a. die-Helix D (blau hervorgehoben in Abbildung 3) von wesentlicher
Bedeutung.

L carrell & Owen 1985

2 Bruchet al. 1988

® Sheffield & Blajchman 1995, Irvingt al. 2000
* Hopkinset al. 1993

® Whisstocket al. 2000

® Mottonenet al. 1992

" Gooptuet al.2000
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B.4.2 Inhibitionsmechanismus von Serpinen

Inhibitorische Serpine arbeiten nach dem Prinzip der Suizid-Inhibition, d.h. sie werden von
den Zielproteasen als Substrat erkannt und als solches gebunden. Die reaktive Schleife der
Serpine dient dabei gewissermalien als "Kdoder", der von der Protease erkannt und irreversibel
gespalten wird. Der Ablauf der Reaktion zwischen Serinprotease und Serpin wird durch das
"branched-pathway-Modell* beschrieBen

El

Ka

E+] — E —=EI,

K. k\‘
d E+ IC—>I|

Abbildung 4: "branched-pathway-Modell" der Serpin-Serinprotease-Reaktion

Nach dieser Vorstellung bindet das proteolytische Enzym (E) im ersten Schritt reversibel an
die reaktive Schleife des Inhibitors (I) und bildet einen sog. "Michaelis-Komplex). (E
Dieser kann entweder unter Regenerierung des freien Enzyms und des aktiven Inhibitors
dissoziieren oder die Spaltung der Peptidbindung kann unter Bildung eines kovalenten Acyl-
Enzym-Intermediates (Blinitiiert werden (siehe auch B.3). Bis zu diesem Zeitpunkt verlauft
die Spaltung analog zur Spaltung eines normalen Substrates. Der Inhibitor ist dabei bereits
gespalten (), die reaktive Schleife befindet sich jedoch noch in der urspriinglichen
exponierten Position "oberhalb” des Proteins (siehe Abbildung 5 Teil A). Fur das Intermediat
gibt es anschlieBend zwei mogliche Wege. Beim ersten inseriert die reaktive Schleife des
Serpins partiell oder vollstandig ifisFaltblatt A unter Bildung eines irreversiblen Enzym-
Inhibitor-Komplexes (E), mit Halbwertszeiten im Bereich von Jatfrebie Protease bleibt

dabei im  Acyl-Enzym-Intermediat-Zustand am  Serpin  gebunden und die
Deacylierungsreaktion kann nicht mehr stattfinden. Dieser von Lawresiceal®
vorgeschlagene Inhibitionsmechanismus wurde bereits mehrfach experimentell Bestatigt
Alternativ kann der EtKomplex eine Deacylierung durchlaufen, mit Freisetzung des
gespaltenen inaktiven Inhibitors;)(lund der aktiven Protease (E). Entscheidend fiir den
tatsachlich eingeschlagenen Weg scheint die Geschwindigkeit zu sein, mit welcher die
reaktive Schleife die Konformationsanderung durchlauft. Dies wurde anhand von Mutanten
gezeigt, bei denen verschiedene Aminosauren in PositipdelP "hinge"-Region eingebaut
wurden, die verschieden gut bzw. schnellfr=altblatt A inserierten.

Die genaue Beschreibung des Mechanismus, wie ein Serpin eine Serinprotease inhibieren
kann, wurde durch die Kristallisation und rontgenkristallographische Untersuchungrgines
Antitrypsin-Trypsin-Komplexes durch Huntingten al? im Jahr 2000 erbracht.

! Gettinset al. 1996, Kvassmaat al. 1998, Lawrencet al. 2000
2 Huntingtonet. al. 2000 a

3 Lawrenceet al. 1995

* Egelundet al. 1998, Stone & Le Bonniec 1997

® Lawrenceet al.2000
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Abbildung 5: A) Bildung des Komplexes zwischepAntitrypsin (unten) und Trypsin (oben). B) Serpin-
Protease-Komplex. Die Protease wurde beim Einklappen der gespaltenen reaktiven Schleffe-aittéett A

um das gesamte Serpin herumgefihrt. Die Regionen des Trypsins, deren dreidimensionale Struktur deformiert
wurden, sind gestrichelt dargestellt. (aus: Huntingtoal. 2000 a)

gelb: reaktive Schleife des-Antitrypsin, rot:3-Faltblatt A vone,;-Antitrypsin, cyan/violett: Trypsin

Nach der Spaltung im reakiven Zentrum dgsAntitrypsin klappt der proximale Teil der
reaktiven Schleife um und lagert sich vollstandig in gi&&ltblatt A ein. Die Gber das Acyl-
Enzym-Intermediat gebundene Protease wird dabei um das Serpin herumgefuhrt, was einer
Strecke von 71 Angstrom entspricht. Die dreidimensionale Struktur des Protease-gekoppelten
gespaltenen Serpins ist nach der Konformationsanderung praktisch identisch mit der, des
einzelnen gespaltenea;-Antitrypsin. Beim Umklappen der reativen Schleife wird die
Serinprotease am Korper des Serpins regelrecht "zerquetscht”, was sich darin &ufRert, dal’3 37%
der Proteasestruktur deformiert werden. Die wichtigste Strukturveranderung erfahrt Ser195
im katalytischen Zentrum, welches sechs Angstom von seinem Reaktionspartner His57
fortgezogen wird. Gleichzeitig wird bei diesem Vorgang auch noch die Oxianionentasche
zerstort. Das deformierte Trypsin ist in diesem Zustand nicht mehr in der Lage, die
Deacylierung durchzufuhren. Ein wichtiger Faktor des Inhibitionsmechanismus scheint die
begrenzte Lange der reaktiven Schleife zu sein, da diese bei der Deformation der Protease am
Korper des Serpins den Zug auf Serl95 ausibt. Gezeigt wurde dies durch eine mutierte Form
von az-Antiplasmin, welche eine zusatzliche Aminoséaure in der reaktiven Schleife enthéalt
und dadurch ihre inhibitorische Fahigkeit verfiert

Die im obigen Beispiel beschriebene vollstandige Insertion der reaktiven Schleife ins
Faltblatt A als essentieller Bestandteil des Inhibitionsmechanismus ist jedoch noch umstritten.
Mehrere Verbdffentlichungen unterstiitzten das urspriinglich von Wright und Scarsdale
vorgeschlagene Modell der vollstandigen InseftioRine neue Verdffentlichung von
O'Malley & Coopermahiiber die Inhibition von Chymotrypsin dureh-Antichymotrypsin

! Holmeset al. 1987

2 \Wright & Scarsdale 1995

3 Stratikos & Gettins 1997, Stratikos & Gettins 1998, Stratikos & Gettins 1999, Laweent@000, Gooptiet
al. 2000

* O'Malley & Cooperman 2001
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lieferte jedoch Ergebnisse, die mit einer vollstdndigen Insertion der reaktiven Schigife ins
Faltblatt A unvereinbar sind. Dem alternativ vorgeschlagenen Modell nach, wirde eine
partielle Insertion der reaktiven Schleife [h$altblatt A, bei welcher die Protease "oberhalb”
des Serpins verbleibt, fir die irreversible Hemmung bereits ausreichen.

B.4.3 Humanserpine und ihre medizinische Bedeutung

Humane Serpine haben eine Vielzahl verschiedener Funktionen. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick uber einige humane Serpine, ihre Funktion und die Folgen von Serpin-
Fehlfunktionen.

Inhibitorische Serpine

Serpin Zielprotease Funktion Folgen von Fehlfunktion
a,-Antichymotrypsin | Cathepsin G verhindert Emphysem
Gewebezerstorung
o-Antiplasmin Plasmin Hemmung von Plasmin Haemorrhagie
aq-Antitrypsin Elastase verhindert Emphysem, Zirrhose
Gewebezerstbrung
Antithrombin Thrombin, Inhibition der Blut- Thrombose
Faktoren IXa, Xa, Xla, gerinnungskaskade
C,-Inhibitor C,-Esterase, Kallikrein, Kontrolle der Angioddem
Faktor Xlla Komplementkaskade
Heparinkofaktor Il Thrombin, Cathepsin G Hemmung von Thrompin  Thrombose (?)
Plasminogen- t-PA, u-PA Kontrolle der Fibrinolyse Haemorrhagie
Aktivator-Inhibitor-1

Nicht-inhibitorische Serpine

Serpin Funktion Folgen von Fehlfunktion

Angiotensinogen

Blutdruckkontrolle

Bluthochdruck

Cortisol-bindendes Globulin

Steroid-Carrier

@)

Maspin

verhindert Tumorgenese

Metastasenbildung (?)

Thyroxin bindendes Globulin

Thyroxin-Carrier

*)

Tabelle 1: représentative Auswahl humaner Serpine, ihre Funktion und Folgen von Fehlfunktionen (mod. nach
Whisstocket al. 1998) t-PA: Gewebetyp-Plasminogen-Aktivator, u-PA: Urokinasetyp-Plasminogen-Aktivator,
(?): nicht bekannt, oder nicht sicher.

Neben den oben erwahnten Krankheiten, die durch funktionsunféhige Serpine hervorgerufen
werden, sind Serpine auch an einer Gruppe von Krankheiten beteiligt, die als "conformational
diseases" bezeichnet werden. Gemeinsam ist ihnen eine abnormale Proteinfaltung, die zu
einer Aggregation der Proteine fuhrt. Bei Serpinen findet man mehrere Krankheiten, die mit
der Bildung von sogenannten "loop-sheet-Polymeren™ verbunden sind. Mutationen, meist im
Bereich des Shutters, fuhren dazu, dal3 sictpefatblatt A im ungespaltenen Serpin 6ffnet

und sich die ungespaltene reaktive Schleife eines zweiten Serpins einlagert. Einige Formen
von az-Antitrypsin®-, Antithrombirf- bzw. G-Inhibitor-DefizienZ sind mit der Bildung von
"loop-sheet-Polymeren™ verbunden. Neben der Bildung von "loop-sheet-Polymeren”, die nur
aus Serpinen bestehen, kénnen sich Proteinaggregate auch dadurch bilden, dal3 sich die
reaktive Schleife von Serpinen faFaltblattstrukturen anderer Proteine einlagert. Ein solches
Beispiel ist die Bildung von "loop-sheet-Polymeren" zwischen der reaktiven Schleife von
Serpinen und der-Amyloid-Protein bei der Alzheimer-Krankh&it

! Lomaset al. 1992

2 Devraj-Kizuket al. 1988
3 Elderinget al. 1995

* Erikssoret al. 1995
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B.5 Heparinkofaktor Il

Der antithrombotische Effekt von Heparin und verwandten Glykosaminoglykanen beruht auf
der Aktivierung zweier Plasma-Protease-Inhibitoren: Antithrombin (AT, alte Bezeichnung
Antithrombin 111) und Heparinkofaktor 1l (HCII), welche beide Thrombin irreversibel durch
Bildung von SDS-stabilen Komplexen im Verhaltnis 1:1 inhibieren. Die erste Trennung und
partielle Aufreinigung dieser beiden Proteine erfolgte 1974 durch Briginshaw und
Shanberge welche sie als Heparinkofaktor A und B bezeichneten. Heparinkofaktor B wurde
spater als AT identifiziert, Heparinkofaktor A als HCIl. Neben der Bezeichnung
Heparinkofaktor 1l finden sich in &lteren Literaturquellen noch die Bezeichnungen
Antithrombin BM, Dermatansulfat Kofaktdr und Leuserpin-2*. Die erste genauere
Charakterisierung von gereinigtem HCIl erfolgte 1982 durch Tollefsenal®, die
Bestimmung der Aminosauresequenz und die Charakterisierung der cDNA durch Rayg 1986

Eigenschaft Literaturquelle
Aminosauren 480 Aminosauren Ragg 1986
Signalpeptid im Pro-Protein 19 Aminosauren Blindeal. 1988
Molekulargewicht 65,6 kDa Tollefsest al. 1982
Stokes Radius 3,4 nm Tollefsehal. 1982
Kohlenhydratanteil ~ 10 % (w/v) Tollefsext al. 1982
pot. N-Glykosylierungsstellen Asn30, Asn169, Asn 368 Ragg 1986
reaktives Zentrum @PP",) Leud44 - Ser445 Griffitket al. 1985 b
Tyrosin-Sulfatierungen Tyr60, Tyr73 Hortat al. 1986
Cysteine / Disulfidbriicken Cys273, Cys323, Cys467 / keine Ragg 1986 / Gituati987
Plasma-Konzentration 90 pg/ml (1,37uM) Tollefetral. 1982
Halbwertszeit im Plasma ~ 2,5 Tage 8iéal. 1985 b

Tabelle 2: Eigenschaften von humanem HCII

Humanes HCII ist ein einzelstrangiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
~65600 D4d. Nach Abspaltung eines 19 Aminoséure-langen Signalpepaekélt das reife
Protein 480 Aminosaurén HCIl enthalt drei potentielle N-GlykosylierungssteflerDie
Kohlenhydrate machen ca. 10 % des Molekulargewichts von HCll lmerhalb des reifen
Proteins gibt es drei Cysteinreste, die jedoch keine Disulfidbriicken bild@arch
Modifikation der Thiolgruppen mit lodacetamid bzw. lodessigsédure konnte gezeigt werden,
dal sie fur die Reaktion zwischen HCII und Thrombin nicht essentiell sind.
Interessanterweise sind die Positionen der drei Cysteine (im humanen HCII in den Positionen
273, 323, 467) bei allen bisher sequenzierten HCIlls (Mensch, Maus, Ratte, Kaninchen, Huhn
und Frosch) konserviéft

! Briginshaw & Shanberge 1974

2 Wunderwaldet al. 1982

% Abildgaard & Larsen 1984

* Ragg 1986, Ragg & Preibisch 1988; Raggl. 1990 a&b, Westrup & Ragg 1994

® Tollefsenet al. 1982

® Ragg 1986

" Tollefsenet al. 1982

® Blinderet al. 1988

° Churchet al. 1987

1 Ragg 1986, Westrup & Ragg 1994, Zhangl. 1994, Sheffieldet al. 1994, Colwell & Tollefsen 1998
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HCII weist eine Aminosaure-Sequenzidentitat von ca. 30% zu AT auf, ebenso wie zu anderen
Serpinen. Die ersten ca. 80 Aminosauren von HCII zeigen jedoch keinerlei Homologie zu
anderen Mitgliedern der Serpinfamilie. Dieser N-terminale Bereich des Molekiils enthalt zwei
Blocke mit sauren Aminosauren zwischen den Positionen 53 bis 64, bzw. 69 bis 78. Innerhalb
dieser sauren Bereiche ist zudem noch jeweils ein Tyrosinrest sulfdiiertbeiden sauren
Blocke im N-Terminus von HCII weisen Ahnlichkeiten mit der carboxyterminalen Doméane
von Hirudin auf. Dieser, aus dem Blutegéfiitudo medicinali} stammende 65 Aminos&uren
groRe Thrombininhibitor, interagiert Uber sein saures Carboxyende mit einer basischen
Oberflachenstruktur des Thrombins, welche als Exosite | bezeichnét(giete hierzu auch
B.5.2).

Hirudin

HCII

Abbildung 6: Sequenzvergleich zwischen dem C-terminalen Ende von Hirudin und den beiden sauren Bldcken
im N-terminalen Bereich von HCII. grau: Aminosauren von Hirudin, die ionische Kontakte mit der Exosite | von
Thrombin bilden, gestreift: Aminosauren von Hirudin, die hydrophobe Kontakte mit der Exosite | bilden.
Analoge Aminoséauren im HCII sind entsprechend gekennzeichnet (aus van Deerlin & Tollefsen 1991).

Da bislang keine Réntgenstrukturdaten von HCII vorliegen, lassen sich tber die Struktur und
raumliche Anordnung des N-Terminus nur indirekte Aussagen treffen (siehe hierzu B.5.2).
Die Kernstruktur von HCII wird, davon kann aufgrund der strengen Konservierung der
Tertiarstruktur aller bisher untersuchten Serpine ausgegangen werden (siehe B.4.1), die
typischen Serpinstrukturelemente zeigen.

HCII besitzt in Position Pder reaktiven Schleife ein Leucin, der Grund fir die Wahl der
Bezeichnung Leuserpin-2. Dies ist fur einen Thrombin-Inhibitor sehr ungewéhnlich, da
Thrombin bevorzugt Substrate mit einer Arg-X-Bindung spaltet. AT beispielsweise besitzt in
Position R ebenfalls ein Arginin. Serpine mit einem Leucin in reaktiven Zentrum hemmen
bevorzugt Chymotrypsin oder Cathepsin G. Es verwundert daher nicht, dal3 HCIl ebenfalls in
der Lage ist, Chymotrypsin und Cathepsin G zu herfir@erdings mit deutlich geringerer
Effizienz alsa;-Antichymotrypsin. Die Inhibition von Chymotrypsin und Cathepsin G durch
HCII wird jedoch, ungleich der Hemmung von Thrombin, nicht durch GAGs beschleunigt.
Die Tatsache, dal3 Leucin in Positionv®n HCII eine, fir die Hemmung von Thrombin eher
ungeeignete Aminosaure ist, wird durch Experimente untermauert, bei denen es gegen
Arginin ausgetauscht wurdleDie Mutation L444R steigert die Inhibitionsrate gegeniiber
Thrombin in der Abwesenheit von GAGs um einen Faktor von ~100, eliminiert aber die
Fahigkeit von HCIl Chymotrypsin zu hemmen.

YHortin et al. 1986

2Ragget al.1990 a

% Chang 1983

4 Churchet al. 1985, Pratet al. 1990
5 Derechiret al. 1990
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B.5.1 HCII-Genstruktur und systematische Einordnung

Das Gen fur HCIl befindet sich im menschlichen Genom auf Chromosom 22 im
Chromosomenbereich 2211 Es erstreckt sich tiber einen Bereich von 15,8 kB und besteht
aus funf Exons und vier Introns. In der Leber wird aus der pra-mRNA eine mRNA von 2,3 kB
gebildef. HCII-mRNA konnte ebenfalls in Lunge, Niere, Plazenta, Herz und Gehirn
nachgewiesen werden (siehe B.4.3n einer Lungen-cDNA-Bank konnte HCII-cDNA
gefunden werden, die am 5-Ende des 2. Exons verlangert ist. Der genaue Startpunkt des
Transkripts konnte nicht ermittelt werden, allerdings scheint das aus Lebertranskripten
bekannte Exon 1 nicht vorhanden zu sein. Der kodierende Bereich der mMRNAs aus Lunge und
Leber ist jedoch identiséh

Das beschriebene Muster aus fiinf Exons und vier Introns stimmt mit der Gen-Grundstruktur
der oy-Antitrysin-Familie der Serpine Uberein. Obwohl die Aminosauresequenz von HCII
auch bereits zu anderen Einordnungen gefiihrt hat, kann HCIl durch die Verwendung
"diagnostischer Aminosauren” (siehe B.4) in digAntitrypsin-Familie zusammen mii;-
Antitrypsin, Protein C Inhibitor,a;-Antichymotrypsin, Angiotensinogen u.a. eingeordnet
werden. Es sei angemerkt, daR das funktionell dem HCIl am meisten &hnelnde AT nicht zur
ou-Antitrypsin-Familie gehort, sondern eine eigene Familie darstellt.

B.5.2 HCII-Aktivierung durch Glykosaminoglykane

Die Geschwindigkeit der Hemmung von Thrombin durch HCIl wird durch die Zugabe von
GAGs wie Heparin, Heparansulfat oder Dermatansulfat um einen Faktor >1000 gesteigert. Je
nach Literaturquelfeliegen die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung fiir die Hemmung
von Thrombin in der Abwesenheit von GAGs in der GréRenordnung Voioid @G x mor? x

min™. Die Zugabe von Heparin oder Dermatansulfat steigert sie auf GréBenordnungen von
10" bis 16 x mol™* x min™.

Die Bindung von Heparin an HCII ist dabei, im Gegensatz zur Aktivierung von AT, nicht
abhéangig von der Sequenz des Heparins. HCII bindet die meisten Heparin-Oligosaccharide
mit mehr als vier Zuckereinheiten unabhangig von deren Sefueszei angemerkt, dal

HCII fur die maximale Inhibierung von Thrombin eine ca. 10-fach héhere Konzentration an
Heparin benétigt als AT Die Bindung von HCII an Dermatansulfat erfolgt jedoch mit hoher
Spezifitat an eine definierte Hexasaccharidsequgizhe auch B.6).

! Herzoget al. 1991

2 Ragg 1986, Blindeet al. 1988, Herzogt al. 1991

% Kampet al.2001

4 Schmidt 1997

® Ragget al. 2001

® Tollefsenet al. 1983, Pratet al. 1989, Blinder & Tollefsen 1990, Derechin al. 1990, Ciaccizet al. 1997 a,
Hanet al. 1997, Liawet al. 1999, Hayakawat al. 2000 a

" Maimone 1990

8 Tollefsenet al. 1982, Tollefseret al. 1983

® Maimone & Tollefsen 1990
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Innerhalb des HCII-Molekils gibt es drei Molekulbereiche, welche fir die Hemmung von
Thrombin und die Aktivierung durch GAGs von besonderer Bedeutung sind (siehe Abbildung
3, Abbildung 7 und Abbildung 8):

1) Die reaktive Schleife mit dem reaktiven ZentrugaPR, bestehend aus den Aminosauren
Leu444 und Ser445. Die reaktive Schleife und das reaktive Zentrum werden vom
katalytischen Zentrum des Thrombin als Substrat erkannt und die Peptidbindung zwischen
den Aminosauren ;Pund P37 hydrolysiert (zum Inhibitionsmechanismus von Serpinen
siehe B.4.2). Das fur ein Substrat bzw. einen Inhibitor von Thrombin eher unglinstige
Leucin in Position Pbewirkt, dalR die Reaktion mit Thrombin, sofern sie ausschlief3lich
Uber das reaktive Zentrum erfolgt, mit relativ geringer Effizienz stattfindet.

2) Die Glykosaminoglykan-BindestelleSie besteht aus einer Gruppe von basischen Amino-
sauren, die, bis auf eine Ausnahme, im Bereichobfelix D positioniert sind. Die Aus-
nahme ist Lys173, welches sich zwiscleHelix C und D befindet.

Durch Mutation einzelner Aminosauren konnte gezeigt werden, daf} die Bindestellen fir
Heparin und Dermatansulfat nicht identisch sind, aber teilweise tberfappéhrend

Lys173 ausschlief3lich eine Funktion bei der Bindung von Heparin hat, wirken Arg184 und
Lys185 sowohl bei der Bindung von Heparin, als auch von Dermatansulfat mit. His188,
Arg189, Arg192 und Arg193 sind primar fir die Bindung von Dermatansulfat von Bedeu-

ung.
Lys173
B ﬁ VS

Lys185

Argl84
Argl89
His188

- /1

- grin: reaktives Zentrum (Leu444, Ser445)

- pink: Helix D (AS 175 - 192)

- rot: Aminosauren mit Funktion fir die Heparin-Bindung

- orange: Aminosauren mit Funktion fiir die Heparin- und
Dermatansulfat-Bindung

- blau: Aminosauren mit Funktion fiir die Dermatansulfat-Bindung

Argl192

Argl193

Abbildung 7: Glykosaminoglykan-Bindestelle von HCII. Dargestellt ist ein dreidimensionales Modell der
Aminosauren 105-480 von HCII (siehe D.2.3 und E.1).
A) Gesamtansicht von HCII, B) Detailansicht der GAG-Bindestelle

3) Die zwei sauren Blocke im N-terminalen Bereich von HCIlI zwischen den Positionen
53 bis 64 bzw. 69 bis 78 (siehe Abbildung 8).

! Blinderet al. 1989, Ragaet al. 1990 a & b, Blinder & Tollefsen 1990, Whineaal. 1991
2 Ragget al. 1990 a & b, Blinder & Tollefsen 1990, Whineaal. 1991, Colwellet al. 1999, Liawet al. 1999



Einleitung 17

Fir die Aktivierung von HCII durch GAGs gibt es folgendes Mddell

Thrombin _
Exositell

5
&
eV

Exositel

Thrombin _
Exositell
J ea
o
HO %

H,N
Abbildung 8: Inhibition von Thrombin durch HCII in Ab- bzw. Anwesenheit von GAGs.

In der Abwesenheit von GAGs (Teil A in Abbildung 8) reagiert HCII nur Uber sein reaktives
Zentrum (Leud44-Ser445) mit Thrombin. Das, fir die Reaktion mit Thrombin eher
ungunstige Leucin in Position P1 von HCIl bewirkt, dal3 die Reaktion nur mit geringer
Effizienz stattfindet. Die sauren Blocke im N-Terminus von HCII sind intramolekular an die
basische GAG-Bindestelle Uber elektrostatische und andere Wechselwirkungen angelagert.
Fur die Bindung des N-Terminus an den Koérper des Proteins ist zudem noch Arg200 von
Bedeutung (siehe Abbildung 35 bis Abbildung 40, ab Seite 109).

Fur die Thrombininhibierung in Gegenwart von GAGs (Abbildung 8 Teil B) sind neben dem
reaktiven Zentrum von Thrombin zwei weitere Molekilbereiche im Thrombin von
Bedeutung, die vorab beschrieben werden sollen.

Diese beiden exponierten Bereiche bestehen aus Gruppen von basischen Aminosauren und
werden als Exosite | und Exosite Il bezeicAndixosite | wird auch als Fibrin(ogen)-
Erkennungsstelle bezeichnet. Ihre Funktion ist die einer primaren Andockstelle fiir Substrate
wie Fibrinogen und Inhibitoren. Der Carboxyterminus des Thrombininhibitors Hirudin,
welcher Ahnlichkeit mit den sauren Blocken im N-terminalen Bereich von HCII hat, bindet

! Ragget al1990 a
2 Ciacciaet al.1997 b
% Berliner 1992, Rogerst al. 1992
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ebenfalls an diese Stelle. Exosite Il wird auch als Heparin-bindende Exosite bezeichnet und
bindet u.a. Heparin.

Bei der HCII-Aktivierung durch GAGs binden die polyanionischen GAGs an die positiv
geladene GAG-Bindestelle von HCII und verdrangen den N-terminalen sauren Bereich von
HCII aus seiner Bindung an der GAG-Bindestelle. Der freigesetzte Hirudin-dhnliche saure N-
Terminus von HCII kann dadurch an die Exosite | von Thrombin bilden. Hierdurch bildet sich
ein Michaelis Komplex zwischen HCII und Thrombin mit zwei Kontaktregionen zwischen
den beiden Molekilen. Dieser nicht-kovalente Zustand wird stabilisiert durch die Interaktion
zwischen dem Hirudin-&hnlichen N-Terminus von HCIl und Exosite | von Thrombin auf der
einen Seite und dem reaktiven Zentrum von HCII und dem katalytischen Zentrum von
Thrombin auf der anderen Seite. Der bizentrische initiale Komplex zwischen HCIl und
Thrombin ermdglicht den enzymatischen Angriff der Protease auf das reaktive Zentrum von
HCII, und daraus resultierend die Inaktivierung der Serinprotease mit einer sehr viel héheren
Effizienz, als in der Abwesenheit von GAGs.

Fur die Heparin-katalysierte Reaktion zwischen HCII und Thrombin wurde zudem gezeigt,
daR Heparin einen "template"-Effekt hatHeparin mit einem Minimum von 16-20
Zuckereinheiten bildet eine Briicke zwischen der GAG-Bindestelle von HCIl und der Exosite
[l von Thrombin und beschleunigt so durch ein Zusammenbringen der Reaktionspartner die
Hemmreaktion. Der Effekt ist jedoch relativ gering, da die Entfernung von Exosite Il nur eine
Verlangsamung der Reaktion um den Faktor sieben bewirkt. Dermatansulfat hat keinen
"template"-Effekt. Der gleiche Effekt ist auch fir die Reaktion von AT mit Thrombin von
Bedeutung

Neben dem beschriebenen Inhibitionsmodell in der Abwesenheit von GAGs, bei dem die
Hemmung von Thrombin ausschlie3lich Gber das reaktive Zentrum erfolgt, scheint es auch
denkbar, dalR bei einem geringen Anteil der HCII-Molekile sich der saure aminoterminale
Bereich spontan, ohne GAG-Einflul? von seiner Bindung an der GAG-Bindestelle I6st. Dieser
geringe Anteil konnte dann aufgrund seiner deutlich erhdhten Reaktivitdt gegentber
Thrombin zu einem signifikanten Anteil an der Hemmung von Thrombin in der Abwesenheit
von GAGs beitragen.

Den beiden sauren Blocken im N-terminalen Bereich von HCIl werden in der Literatur
unterschiedliche Funktionen zugeordne¥om zweiten sauren Block (AS 69-78) wird
angenommen, daf3 er mit der Heparin-Bindestelle von HCIl in Abwesenheit von GAGs
interagiert, da die Entferung von sauren Aminosauren aus diesem Bereich zu einer deutlichen
Steigerung der HCII-Affinitat fur Heparin fuhrt. Zudem wird die HCII-Aktivitat in der
Abwesenheit von GAGs gesteigert. Mutationen im ersten sauren Block (AS 53-64) haben nur
wenig Einflud auf die Heparin-Affinitat. Diese Ergebnisse passen auch zu der antiparallenen
Anordnung des N-Terminus und der GAG-Bindestelle, wie in Abbildung 8 gezeigt.

Dem ersten sauren Block von HCIl (AS 53-64) wird eine groRere Bedeutung bei der
Interaktion mit der Thrombin-Exosite | zugesprochen, da seine Entfernung weitgehend die
Fahigkeit zur GAG-stimulierten Hemmung von Thrombin zerstort. Die zusatzliche
Entfernugg des zweiten sauren Blockes hat nur eine geringfligige Steigerung dieses Effektes
zur Folgé.

! Sheehamet al. 1994, Liawet al. 1999

2 Danielssoret al. 1986

% Ragget al. 1990 b, Wemhoff & Church 1999
4van Deerlin & Tollefsen 1991
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Das vorgeschlagene Modell zur Aktivierung von HCII durch GAGs wird durch zahlreiche
indirekte Hinweise unterstutzt:

Bei Varianten von Thrombin, bei denen die Exosite | fehlt oder inaktiviert ist, kommt es zu
keiner wesentlichen Steigerung der Inhibition durch HCIl bei Zugabe von &GAGs
Reaktionsgeschwindigkeit entspricht in ihrer GréRenordnung etwa der in Abwesenheit von
GAGs.

Bei intaktem Thrombin wurde gezeigt: a), dal3 ein C-terminales Peptid von Hirudin, von dem
bekannt ist, dall es an Exosite | bindet, konzentrationsabhangig die Inaktivierung von
Thrombin durch HCIl in der Gegenwart von GAGs stdrhd b), daR ein synthetisches
Peptid, das den aminoterminalen Aminosauren 54-75 von HCII entspricht, denselben Effekt
hat und mit Hirudin um die Bindung an Thrombin Exosite | konkurtrietudem wurde
beschrieben, dal® es nur an Exosite | von Thrombin bindet und die Bindung von Fibrin an
diese Stelle stort, es aber keinen EinfluR auf die proteolytische Aktivitdt des reaktiven
Zentrums hat.

Umgekehrt wurde gezeigt, da? Deletionen bzw. Mutationen der sauren Aminosauren im N-
Terminus von HCII ebenfalls bewirken, dal’ die Reaktion von HCIl mit Thrombin nur noch
unwesentlich durch GAGs stimuliert werden kann und mit einer Reaktionsgeschwindigkeit
ablauft, die in etwa derjenigen in Abwesenheit von GAGs entshricht

Die Deletion des N-Terminus mit den beiden sauren Blécken von HCII fihrt zudem zu einem
deutlichen Anstieg der Affinitat von HCIl gegeniiber Heparin-Sephar@es spricht fiir

eine gegenseitige Beeinflussung von GAG-Bindestelle und N-Terminus in Abwesenheit von
GAGs.

Ein Austausch von funf basischen Aminosauren in der GAG-Bindestelle gegen neutrale
bewirkt, daf? HCII eine 130-fach hohere Aktivitdt in der Abwesenheit von GAGs hat als
Wildtyp-HCII, und dal3 durch Zugabe von GAGs keine wesentliche Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit mehr erreicht werden Rann

Zudem haben zahlreiche Arbeiten gezeigt, dal} die Mutation von basischen Aminosauren der
GAG-Bindestelle zu einer verminderten Reaktionsgeschwindigkeit zwischen HCIl und
Thrombin in der Gegenwart von Heparin und/oder Dermatansulfaf fiihrt

Eine direktere Untersuchung uber die Interaktion von N-Terminus und GAG-Bindestelle
wurde bisher jedoch nicht beschrieben aus und soll in dieser Arbeit durchgefuhrt werden
(siehe Zielsetzung der Arbeit Seite 25).

Anhand eines synthetischen Peptids bestehend aus den Aminoséuren 165 bis 195 von HCII,
das die GAG-Bindestelle enthalt, konnte gezeigt werden, dal} sichiadicale Anteil dieses
Bereiches von 7% ohne GAGs auf 32% bei Heparinzugabe bzw. 55% bei Dermatansulfat-
Zugabe erhofit Die Konformationsanderungen, die bei der Anlagerung von GAGs an die
GAG-Bindestelle einer HCII-Mutante mit einer Deletion der ersten 74 Aminosauren
stattfinden, scheinen aber keinen Einflu auf die Konformation der reaktiven Schleife dieser
Mutante zu haben, da durch Dermatansulfat-Zugabe keine Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit mit Thrombin erreicht werden kdnnfzie Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit durch Heparin bei dieser Mutante dirfte auf den "template"-Effekt
des Heparins zurtickgefuhrt werden.

L van Deerlin & Tollefsen 1991, Philligt al. 1993, Sheehaet al. 1994, Myleset al. 1998

2 van Deerlin & Tollefsen 1991, Liaet al. 1999

% Hortinet al. 1989

* Ragget al. 1990 a & b, van Deerlin & Tollefsen 1991, Sheffield & Blajchman 1995, liaal. 1999, Colwell
et al. 1999, Wemhof & Church 1999, Baumann & Church 1999, Hayale\wah 2000 a

® Ragget al. 1990 a, van Deerlin & Tollefsen 1991, Liaval. 1999, Bauman & Church 1999, Béhme 2001

® Liaw et al. 1999

"Ragget al. 1990 a & b, Blinder & Tollefsen 1990, Whine&al. 1991, Liawet al. 1999, Colwellet al. 1999

& Whinna & Church 1994
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Zum Vergleich soll kurz auf die Aktivierung von AT durch Heparin hingewiesen werden: Die
GAG-Bindestelle von AT beschrankt sich nicht nur auf dielelix D, sondern beinhaltet
insgesamt sieben wichtige basische Aminosauren, die sich neberH#dix D noch im N-
terminalen Bereich, der-Helix A und imB-Faltblatt A befindeh Die Bindung von Heparin

filhrt zu Konformationsanderungen, die wesentliche Teile des Molekiils betréftesitzlich

andert sich die Konformation der reaktiven Schleife von einer partiellen Insertion ix das
Faltblatt A zur vollen Exposition.

Neben Heparin, Heparansulfat und Dermatansulfat aktivieren zahlreiche andere Polyanionen
wie Polysulfate, Fucoidan, Dextransulfat, Pentosan-Polyphosphate und Polycarbonate die
Inhibition von Thrombin durch HCHI

AulRer dem beschriebenen Aktivierungsmechanismus durch GAGs gibt es Hinweise daftr,
dal sulfatierte Polysaccharide aus Pflanzen bzw. Algen ohne Beteiligung der Heparin- oder
der Dermatansulfat-Bindestelle und ohne Freisetzung des N-Terminus die Inhibition von
Thrombin durch HCII stimulieren kdnnénAm Beispiel von Calcium-Spiruldnwurde
gezeigt, dal’ a) Lys173 und Arg189, wichtige Aminosauren fur die Aktivierung durch Heparin
bzw. Dermatansulfat, mutiert werden kdnnen, ohne daf3 dies einen Einflul3 auf die Hemmung
von Thrombin hat, und daf3 b) eine HCII-Mutante, welcher der N-Terminus mit beiden sauren
Blocken fehlt, Thrombin in der Gegenwart von Ca-Spirulan ebenso effektiv inhibiert wie
Wildtyp-HCII.

B.5.3 Physiologie

Hauptsyntheseort von HCII ist die LeBervon wo aus HCIl ins Plasma sezerniert wird.
Neben der Leber konnten HCI-mRNAs mittels RT-PCR auch in Lunge, Herz, Niere,
Plazenta und Gehirn nachgewiesen werden, jedoch in deutlich geringeren Mengen

Die Plasmakonzentration von HCII betragt ca. 90 pg/ml (1,37 1HGII liegt damit etwa im
molaren Verhaltnis von 1:1 mit Prothrombin vor. Ein wesentlicher Anteil liegt jedoch in nicht
zirkulierender Form mit GefaBwanden assoziiert vor oder befindet sich im extrazellularen
Raum. Im Kaninchenmodell wurden ca. 80 % des Inhibitors als nicht zirkulierendes HCII
detektiert, ein gréRerer Anteil als bei AT (ca 78%Fin "Turn-over-Experiment" mit
markiertem HCIl am Menschen zeigte, daR ca. 40% des HClls extravaskular vert&ilt sind
Die Gewebeverteilung von HCII und AT weist deutliche Unterschiede Bi@ll dominiert
gegenuber AT in der Plazenta, wohingegen mehr AT in der Leber vorhanden ist. HCII und
AT konnen ebenfalls in Lunge, Herz und Niere nachgewiesen werden, jedoch kaum im
Gehirn.

Die Halbwertszeit von HCIl im Plasma betrdgt beim Menschen ca. 2,5 Tage, im
Kaninchenmodell wurde eine Halbwertszeit von 1,6 Tagen bestimmt
HCII-Thrombinkomplexe werden sehr viel schneller von der Leber aus dem Plasma entfernt,
die Halbwertszeit liegt hier etwa bei zehn Minuten. Als Rezeptoren fir Enzym-Serpin-

! Ersdal-Badjiet al. 1997

2 Skinneret al. 1997, Pikeet al. 1997, Jiret al. 1997

3 Gettins 199@t al, Colwell et al. 1999

* Hayakaweet al. 1996, Hayashet al. 1997, Hayakawat al.2000 a & b
® Hayakaweet al. 1996, Hayakawat al. 2000 a

® Jaffeet al. 1985, Ragg 1986, Ragg & Preibisch 1988, Zhetrgj. 1994
" Kampet al. 2001

8 Tollefsenet al. 1982

° Hattonet al. 1997

0 sjéet al. 1985 b

1 siéet al. 1985 b, Hattoret al. 1997
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Komplexe wurden deverydow-densitydipoproteing eceptor (VLDLR) und das low-density-
lipoprotein-receptorelatedprotein (LRP) identifiziert

Die physiologische Funktion von HCII ist bislang nur unvollstdndig verstanden. HCII-
Thrombin-Komplexe wurden sowohl im Plasmals auch in der Plazenta und, jedoch in
deutlich geringeren Mengen, in Lunge und Niere nachgewleserder Plazenta inhibiert

HCII etwa gleich groRe Mengen Thrombin wie AT, wohingegen im Plasma nlfg saviel
Thrombin durch HCIl gehemmt wird wie durch ATDies beweist, daB HCIl ein
physiologischer Inhibitor von Thrombin ist.

Auf der anderen Seite scheint die Bedeutung von HCII fur die Wahrung der Haemostase in
der Zirkulation geringer zu sein als die von“ATh einer Veréffentlichung von 1989vurden

zwei Schwestern beschrieben, die beide eine homozygote HCII-Defizienz besitzen, was zu
HCII-Aktivitdten von nur ca. 10 % des Normalwertes fihrte. Bei einer der beiden Schwestern
waren bis zum 34. Lebensjahr trotz thrombotischer Risikofaktoren (Schwangerschaften,
chirurgische Eingriffe, Einnahme oraler Kontrazeptiva) keine Thrombosen aufgetreten. Die
zweite Schwester hatte mehrere thrombotische Vorfélle durchlaufen. Bei ihr wurde allerdings
zusatzlich eine heterozygote AT-Defizienz diagnostiziert. Zum Vergleich: Eine komplette
AT-Defizienz ist bei Mausen bereits im embryonalen Stadiun letal

Der Zusammenhang zwischen HCII-Defizienz und Thrombosen ist in zahlreichen Studien
untersucht worden. Einige Arbeiten sehen einen Zusammenhang zwischen familiarer HCII-
Defizienz und Thrombosén Epidemiologische Studien zeigen jedoch, daR heterozygote
HCIl-Defizienz unter gesunden Patienten ebenso haufig ist, wie unter Patienten mit
thrombotischer Vorgeschiclite Heterozygote HCII-Defizienz scheint demnach, wenn
Uberhaupt, nur ein gering erhdhtes Thromboserisiko zu bewirken. HCII-Defizienzen
manifestieren sich durch Thrombosen meist nur dann, wenn zuséatzliche prothrombotische
Defekte vorliegen, wie z.B. bei AT-, Protein C- oder Faktor V-DefiZitnz

In mehreren Arbeiten wurde jedoch bewiesen, dal? HCII eine physiologische Funktion bei der
Hemmung von Thrombin nach Gefal3schadigung hat. So wurde beispielsweise anhand eines
Rattenmodells beschrieben, dal3 HCIl an geschadigten GefaRwanden die Bildung des
Thrombus in konzentrationsabhangiger Weise am Ort der Lasion verlahygaduch ohne
EinfluR auf die Geschwindigkeit der Thrombinbildung zu haben. In einem Kaninchentnodell
wurde dargestellt, daf HCII nach Verletzung der Aorta HCII-Thrombinkomplexe im Bereich
der GefalRschadigung bildet. In der nicht geschadigten Aorta findet sich nur unkomplexiertes
HCIl. Es wurde jedoch auch gezeigt, dal3 sich innerhalb der ersten Minute nach
Lasionsauslosung ca. 2,8 mal soviel AT wie HCIl im Bereich der Gefallverletzung
akkumulierte.

Bei AT-Defizienz wurde beschrieben, dal der Anteil an Thrombin, der durch HCII
komplexiert wird, zunimnit. HCII kann AT in seiner antikoagultorischen Wirkung jedoch
nicht vollstandig ersetzéh

! Kounnaset al. 1996, Kaszat al. 1997

2 Anderssoret al. 1992, Liuet al. 1995, Anderssoat al. 1996

% Kampet al.2001

4Liu et al.1995

® Hattonet al. 1999

® Villa et al. 1999

" Ishiguroet al. 2000

8 Siéet al. 1985 a, Traret al. 1985, Simionkt al. 1990, Weisdorf & Edson 1991
9 Bernardi et al 1996, Bertiret al. 1987, Touloret al. 1991 a & b
Vvilla et al. 1999, Bernardét al. 1996

1 Yamanagat al. 2000

2 iu et al. 1995

13 Griffith et al. 1983
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Da HCII, ungleich AT, auch durch Dermatansulfat aktiviert wird, welches sich nur aul3erhalb
des Lumens von BlutgefaRen befindet, wird angenommen, daR HCII seine Funktion als
Thrombin-Inhibitor verstarkt im Gewebe ausibt bzw. unter Bedingungen, bei denen eine
erhohte Dermatansulfat-Konzentration vorlfedinterstiitzt wir diese Hypothese durch die
Tatsache, daB in der Plazenta, die reich an Dermatansulfat-haltigen Proteoglykapamaist
gleiche Mengen an Thrombin durch HCII und AT inhibiert werdemohingegen es im
Plasma nur cdl/s ist. Zudem findet man im Blut von Schwangeren, in dem sich ein erhohter
Level an Dermatansulfat befindeauch vermehrt HCIl und HCII-Thrombin-Kompléxe

Erhohte HCII-Plasma-Level finden sich aul3er bei Schwangerschaft auch bei der Einnahme
oraler Kontrazeptiva, bei nephrotischem Syndrom und bei tiefer Venenthrdinbose

Erniedrigte HCII-Plasma-Level findet man bei Fehlfunktion der Leber, bei Praeklampsie, bei
Sichelzellanamie, bei Thalassamie, sowie bei HIV-Infiziérten

Mehrere Veroffentlichungen lassen darauf schlieen, dal3 HCIl ein Akutphasen-Protein ist,
d.h. seine Synthese durch Entziindungen gesteigerf. ifisdist jedoch nicht gelungen, die
Synthese von HCII in verschiedenen Hepatozyten-Zellinien durch Entziindungszytokine zu
stimuliere. Ebenso konnte kein stimulierender EinfluR von Phorbolester oder ein
inhibierender Einflul3 von entziindungshemmender Salicylsaure auf die Produktion von HCII
in der Leberzellinie HepG2 nachgewiesen weten

Bei dem Versuch die physiologische Funktion von HCII zu verstehen, darf nicht vergessen
werden, dal? Thrombin neben der Spaltung von Fibrinogen noch zahlreiche zellulare Effekte
ausuibt’. Die Hemmung von Thrombin durch HCII dirfte auch darauf einen EinfluR haben,
allerdings gibt es hierzu kaum Veroffentlichungen.

Interessanterweise haben, durch neutrophile Elastase abgespaltene aminoterminale Peptide
von HCII eine chemotaktische Wirkung auf Leukozyten, was eine Funktion von HCII in der
Entziindungsreaktion vermuten [#Rt

Die durch Dermatansulfat katalysierte Inhibition von Thrombin durch HCII unterscheidet sich
gegenuber der Heparin-katalysierten Reaktion dadurch, dal Dermatansulfat aktiviertes HCII
in der Lage ist, Thrombus-gebundenes Thrombin zu inaktiierBie Heparin-katalysierte
Reaktion, ebenso wie die Inhibition von Fibrin-gebundenem Thrombin durch AT ist stark
verlangsanif. Dermatansulfat ist damit eine sinnvolle Ergénzung ggf. Alternative zur
Verwendung von Heparin als Antikoagulanz zur Verhinderung bzw. Therapie von
Thromboserr.

! McGuire & Tollefsen 1987

2 Delormeet al. 1998

3 Kampet al. 2001

4 Andrewet al. 1992

® Liu et al. 1995, Anderssoat al. 1996

® Liu et al. 1995, Anderssoat al. 1996, Massoulet al. 1989, Mackieet al. 1990, Touloret al. 1992, Touloret
al.1991 b

"Tollefsen & Pestka 1985, Bellaet al. 1998, Chitolieet al. 1996, Touloret al. 1993

8 Sandset & Andersson 1989, Touletnal. 1991 b; Karicet al. 1992

° Koike et al. 1996

' Hellweg 2000

1 Goldsacket al. 1998

2 Hoffmanet al. 1989, Churctet al. 1991

13 Bendayaret al. 1994

14 Beckeret al. 1999

15 Agnelli et al. 1992, Bristeet al. 1994, Di Carlcet al. 1999
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B.6 Glykosaminoglykane und Proteoglykane

Proteoglykane sind Makromolekile, die sich aus einem Kern (core)-Protein bestehen, an das
Glykosaminoglykan-Ketten kovalent gebunden sind. Die Glyosaminoglykane (GAGSs) selber
sind saure unverzweigte Polymere aus sich wiederholende Disaccharideinheiten, von denen
eine Saccharideinheit immer ein Aminozucker ist. Als Aminozucker treten D-Glucosamin
oder D-Galactosamin auf, als zweite Zuckereinheit Hexuronséuren (D-Glucuronsaure oder L-
Iduronsaure) oder Galactose, die unterschiedliche Sulfatisierungen aufweisen.

Die GAGs lassen sich in drei Gruppen untertéilen

- Glucosaminoglykane, bestehend aus einer Hexuronsédure undddosamin. Die Gruppe
unterteilt sich in Heparansulfat und Heparin.

- Galactosaminoglykane, bestehend aus einer Hexuronsdure und D-Galactosamin. Die Gruppe
unterteilt sich in Chondroitinsulfat und Dermatansulftat.

- Keratansulfat bestehend aus Galactose und D-Glucosamin. Auf diese Gruppe wird nicht
naher eingegangen.

Heparin und Heparansulfat werden beide ausgehend von einem Polymer aus

[D-Glucuronsaure—£+2 5 N-Acetyl-D-Glucosamin—22 ], synthetisiert. Dieses Polymer

durchlauft komplexe Modifikationen aus N-Deacetylierungen, N-Sulfatierungen,

Epimerisierungen von D-Glucuronsaure zu L-lduronsdure und verschiedene O-
Sulfatierungen. Die entstehenden Produkte sind hoch variabel. Generell gilt, dal Heparin
mehr N- und O-Sulfatgruppen und einen hoheren Anteil an Iduronsdure enthalt als
Heparansulfat, welches mehr N-Acetyl-D-Glucosamin und D-Glucuronsaure enthalt. Der
Ubergang zwischen Heparin und Heparansulfat ist jedoch flieBend, weshalb es sinnvoll
erscheint den Begriff Heparin fir Glucosaminoglykane zu reservieren, die von Mastzellen
produziert werden und alle anderen Glucosaminoglykane als Heparansulfat zu bezeichnen.

Galactosaminoglykane werden beginnend von einem linearen Disaccharidpolymer aus

[D-Glucuronsaure—22 N-Acetyl-D-Galactosamin—£*%— ], synthetisiert. Das N-Acetyl-
D-Galactosamin bleibt zwar acetyliert, es kommt jedoch auch hier zu Hexuronsaure-
Epimerisierung und diversen O-Sulfatierungen, so dal3 auch Galactosaminoglykane hoch
variabel sind. Per Definition besitzt Chondroitinsulfat keine Iduronsaure, wohingegen alle
Iduronsaure-haltigen Galactosaminoglykane als Dermatansulfat bezeichnet werden.

Die biologischen Funktionen von Proteoglykanen sind ebenfalls sehr varigtelreichen

von simplen mechanischen Funktionen bis zu Beteiligungen an zahlreichen komplexen
Funktionen wie Gewebeorganisation, Zellwachstum, Reifungsvorgangen von Geweben,
biologischen Filtern, Modulation der Aktivitat von Wachstumsfaktoren, Regulation der
Blutgerinnung, Regulation der Kollagen-Fibrillogenese, Einflul3 auf Tumorwachstum und
Invasion u.v.m.

Proteoglykane sind ein wesentlicher Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM) von Zellen.
Die ECM umgibt Zellen und fullt die meisten extrazellularen Hohlrdume. Sie ermdglicht so
einerseits die Zellverankerung, andererseits kénnen Uber sie Signale fur Bewegung,
Wachstum und Zelldifferenzierung vermittelt werden. Neben Proteoglykanen sind u.a.
Kollagen, Elastin, Hyaluronsauren und Fibronectin wichtige Bestandteile der ECM.

! Kjellén & Lindahl 1991
%lozzo 1998
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Das Vorkommen der fur HCIl und AT wichtigen GAGs Heparin, Heparansulfat und
Dermatansulfat zeigt deutliche Unterschiede. Heparin ist zwar ein Kklinisch wichtiges
Antikoagulanz, sein natirliches Vorkommen in sekretorischen Granula von Mastzellen dient
jedoch der Regulation bei Entziindungsvorgangen und immunologischen Reaktionen und
nicht der Regulation der Gerinnunddas Vorkommen von Dermatansulfat ist auf Bereiche
aulRerhalb des Lumens von BlutgefalRen beschrankt. Ebenso kommen Dermatansulfat-
Proteoglykane in Haut, Knochen und Knorpel vor. So produzieren beispielsweise
Fibroblasten und glatte Muskelzellen Dermatansulfat-haltige Proteogfykdeparansulfat-
Proteoglykane kommen neben dem extravaskuldren Raum auch auf der Lumenseite von
GefaRen vort

Die Heterogenitat der GAGs hat eine relevante Bedeutung fur die Funktion von HCII und AT.
So wird AT durch eine spezielle Pentasaccharidsequenz aktiviert, die nur in ca. 4% der
Heparin- und weniger als 4% der Heparansulfat-Sequenzen vorkomimtReaktion von

HCIl mit Heparin und Heparansulfat benotigt keine bestimmte Saccharidsequenz, sondern
erfolgt vorwiegend durch die Akkumulation negativer Ladurgddie Aktivierung durch
Dermatansulfat geschieht bei HCII durch ein bestimmtes Hexasacchariymetiches in ca.

2% der Dermatansulfat-Polymere vorkommit.

H,0S0;

HO

Abbildung 9: oben: Heparin-Pentasaccharid-Fragment, das mit hoher Affinitdt an AT bindet.
unter: Dermatansulfat-Hexasaccharid, das mit hoher Affinitdt an HCII bindet.

! Zehnder & Galli 1999

2 Mc Guire & Tollefsen 1987, Hiramoto & Cunningham 1988, Whienhal. 1993
3 de Agostiniet al. 1990, Shirlet al. 1996,

* Lindahlet al. 1984

® Hurstet al. 1983

® Maimone & Tollefsen 1990
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C Zielsetzung der Arbeit

Fur das Modell der allosterischen Aktivierung von HCIlI durch GAGs, nach dem der saure
Hirudin-ahnliche N-terminale Bereich des HCII-Molekils eine Positionsanderung durchlauft,
gibt es bislang vorwiegend indirekte Hinweise. Die in Abschnitt B.5.2 aufgefiihrten

Literaturdaten zeigen jedoch drei Eckpunkte, die fir die Aktivierung von HCIl durch GAGs

von essentieller Bedeutung sind:

1) Der saure N-Terminus von HCII interagiert nach HCII-Aktivierung durch GAGs mit
Exosite | von Thrombin

2) Die Aktivierung von HCII durch GAGs erfolgt Uber die GAG-Bindestelle und Ubertragt
sich auf den sauren N-Terminus. Mutationen innerhalb der GAG-Bindestelle betreffen
auch die, durch den N-Terminus vermittelte Reaktion mit Thrombin

3) N-Terminus und GAG-Bindestelle beeinflussen sich auch in Abwesenheit von GAGs, da
eine Deletion des N-Terminus zu einer deutlichen Steigerung der apparenten HCII-
Affinitat gegeniiber Heparin fuHrt

Die in der Literatur beschriebenen Vorarbeiten sprechen somit klar fir eine gekoppelte
Interaktion zwischen GAG-Bindestelle und N-Terminus bei der HCII-Aktivierung durch
GAGs. Dem Modell nach, welches durch zahlreiche Vorarbeiten indirekt unterstiitzt wird,
geschieht dies Uber eine Positionsanderung des N-Terminus gegenuber dem Molekulkern.
Ein direkterer Hinweis fir diese gekoppelte Positionsédnderung des N-Terminus steht bislang
jedoch aus. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Vorgang der Aktivierung von HCII durch
GAGs und den Einflu3 auf den N-Terminus ndher zu untersuchen. Dies soll dadurch
geschehen, dal3 zwei Codons der cDNA von HCII in geeigneten Positionen zu Codons fir
Cysteine mutiert werden. Zwischen diesen beiden Cysteinresten soll sich eine Disulfidbriicke
ausbilden, die den sauren N-Terminus von HCII kovalent mit dem Kern des Molekils
verknupft.

Das Funktionsprinzip der einzubauenden Disulfidbriicke ist in Abbildung 10 dargestellt:

Thrombin ,
Exositell
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&)
Qé}é}@ Exositel

Thrombin _
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Exosite |

F

Abbildung 10 Funktionsweise der neu ins HCII einzufligenden Disulfidbriicke.
A) Thrombininhibition bei geschlossener Disulfidbriicke, B) Thrombininhibition bei reduzierter Disulfidbriicke

! Hortin et al. 1989, van Deerlin & Tollefsen 1991, Phillips al. 1993, Sheehaet al. 1994, Myleset al. 1998,
Liaw et al. 1999

2 Ragget al. 1990 a & b, Blinder & Tollefsen 1990, Whineaal. 1991, Liawet al. 1999, Colwellet al. 1999

% van Deerlin & Tollefsen 1991, Liaet al. 1999, Bohme 2001
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Bei geschlossener Disulfidbriicke (Teil A) ist der N-Terminus von HCIl kovalent am Kern
des Molekdls fixiert. Auch bei Anwesenheit von GAGs kann er durch diese nicht verdréangt
werden. Dies bedeutet, dal3 die postulierte Positionsanderung gegeniber dem Kern des
Molekuls nicht stattfinden kann und daf? der N-Terminus von HCIl dadurch nicht mit der
Exosite | von Thrombin interagieren kann.

Die Reduktion, und damit Offnung der Disulfidbriicke (Teil B), sollte die HCII-Variante
wieder in die Lage versetzen durch GAGs allosterisch aktiviert zu werden und so Thrombin
uber die Interaktion mit Exosite | effektiv zu inhibieren.

Ein Ausbleiben der reaktionsbeschleunigenden Wirkung von GAGs auf die Hemmung von
Thrombin bei geschlossener Disulfidbriicke und die Wiederherstellung dieses Effekts bei
reduzierter, gedffneter Disulfidbriicke wirde das Modell einer gekoppelten Positionséanderung
des sauren N-Terminus von HCIl gegenuber dem Kern des Molekils bei der HCII-
Aktivierung durch GAGs unterstitzen.
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D Material & Methoden

D.1 Material

D.1.1 Gerate

Gerat

Begasungsbrutschrank, Modell 3336
DNA-Sequencer 1500
Electroporator Gene PulSell mit Capacitance Extender Plus
ELISA-Reader EL808 Microplate Autoreader
Fluoreszenzmikroskop Axioskop
FPLC®-System
Liquid Chromatography Controller LCC-501 Plus
High Precision Pump P-500
Mixer 24 V, 50-60 Hz, 5 MPa
Conductivity Monitor
Monitor UV-1
FPLCdirector Software V1.1
Fraktionssammler FRAC-100
HiTraf Affinitatssaule 5 ml, Heparin-Sepharose CL-6B
Gelelektrophoresekammern fir Agarosegele
Hybridisierungsofen OV2
Heizblock, Thermostat 5320
Li-Cor DNA-Sequencer 4000
Mikroskop Axiovert 25 C
Mikrowelle
Milli-Q ®-Anlage
Pipetten
Polyacrylamid-Gelelekrophorese-System / Blottingsystem
Xcell 1l Mini-Cell Gelelektrophoresesystem
Xcell 1l Blot Module
Netzgerat Electrophoresis Power Supply PS 3002
Netzgerat BIO-RAD Model 200/2.0
Schlauchpumpe FE 411
Schwenkschittler Duomax 1030
Schiittler Centromé&tU
Spannungsgerat Desatronic 500/500
Spectrophotometer UV-1602
Technoflow Cleanbench 2F120-11 GS
Thermocycler
DNA Thermal Cycler 480
Thermocycler Progene
Transilluminator 312 nm
UV-Stratalinker 2400
Vortex Genie 2, G-560 E
Waagen:
Analytische Waage A120S
Universalwaage U4800 P
Wasser-Schittelbad 1083
Zentrifugen:
Biofuge 28 RS
RC5C Sorvall-Zentrifuge, Rotoren: SS-34; GS-3
Tisch-Zentrifuge 5415 C
Vakuum-Zentrifuge BA-VC-300H, beheizbar
Megafuge 1.0

Hersteller

Forma Scientific Inc.
GATC
Bio-Rad
Bio-Tec Instruments Inc.
Zeiss

Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Werkstatt der technischen F4
Biometra
Eppendorf
Li-Cor
Zeiss
Siemens
Millipore
Bio-Rad, Eppendorf, Dunn, Gilso

Novex
Novex
Life Technologies
Bio-Rad
B. Braun
Heidolph
B. Braun
Desaga
Shimadzu
Integra Bioscience

Perkin Elmer

Thermo-Dux
Biometra
Stratagene
Scientific Industries

Sartorius
Sartorius
GFL

Heraeus

Sorvall Instruments, Du Pont
Eppendorf

Bachhofer

\kultat

Heraeus
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D.1.2 Dokumentation

Produkt

CCD-Videokamera
Entwickler D-19
Fixierer UNIFIX

Hersteller

MWG-Biotech
Kodak-Pathé
Kodak-Pathé

GloScreei" UV Conversion Screen Stratagene

Hyperfilm ECL® Amersham Pharmacia Biotech
Transilluminator (312 nm) Biometra

D.1.3 Kits

Kit Hersteller

BioCycle Sequencing Kit Perkin Elmer
DIG-Nucleic Acid Detection Kit Boehringer Mannheim
Jetsorb DNA Gel Extraction Kit Genomed
Lipofectamin Plus Life Technologies
PCR-Script" SK(+) Cloning Kit Stratagene

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit Bio-Rad

Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Sequencing Kit

Amersham Pharmacia Biotgch

D.1.4 Enzyme

D.1.4.1 Restriktionsendonucleasen und Puffer

Enzym Erkennungssequenz

vom Hersteller Hersteller
empfohlener Puffer

AlwNI 5 CAGNNNYCTG 3’ 4 New England Biolabs
Aod 5 CC'TNAGG 3’ L Boehringer Mannheim
BanH| 5 G'GATCC 3’ M Genecraft

Dral 5TTTYAAA 3 4 New England Biolabs
EcoRl 5 G'AATTC 3’ H Genecraft

HindlIl 5 AYAGCTT 3 B Genecraft

Msd 5 TGG'CCA 3 4 New England Biolabs
Nca 5 CCA'TGG 3’ 4 New England Biolabs
Ndd 5 CAYTATG 3 4 New England Biolabs
Nca 5 CCA'TGG 3’ 4 New England Biolabs
PfIMI 5" CCANNNNYNTGG 3’ 3+ BSA New England Biolabs
Pst 5 CTGCA'G 3’ 3 New England Biolabs
Pvul 5 CAGYCTG 3’ 4 New England Biolabs
Rcd 5 TYCATGA 3’ B Boehringer Mannheim
Rsd 5 GT'AC 3’ L Boehringer Mannheim
Sal 5 G'TCGAC 3’ Sal + BSA New England Biolabs
Scd 5 AGTYACT 3 H Boehringer Mannheim
Sma 5 CCC'GGG 3’ 4 New England Biolabs
St 5 GCCCGGGC ¥ universal buffer Stratagene

Xhad 5 CYTCGAG 3’ 2 + BSA New England Biolabs
Xmn 5 GAANNYNNTTC3’ 2 + BSA New England Biolabs

Die Spaltstellen der Restriktionsendonucleasen sind durch ein schwarzes Dreggteqinzeichnet.

Die Inkubation erfolgt bei allen Restriktionsendonucleasen mit Ausnahmgsmar25 °C)

bei 37 °C.
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Komponente Puffer
Konzentrationen in mM

A B L M H 1 2 3 4 Sal
Tris-Acetat 33 - - - - - - - 20 -
Tris-HCI - 10 10 10 50 - 10 50 - 10
Bis-Tris Propan-HCI - - - - - 10 - - - -
Magnesiumacetat 10 - - - - - - - 10 -
MgCl, - 5 10 10 10 10 10 10 - 10
Kaliumacetat 66 - - - - - - - 50 -
NaCl - 100 - 50 100 - 50 100 - 150
Dithioerytol (DTE) - - 1 1 1 - - - - -
Dithiothreitol (DTT) 0,5 - - - - 1 1 1 1 1
B-Mercaptoethanol - 1 - - - - - - - -
pH-Wertbei25°C | 79| 80| 75 75 78 70 786 7pb 79 79

Tabelle 3: Reaktionspuffer fur Restriktionsendonucleasen (1-fach konzentriert)

BSA-L6sung (100-fach konz.): 100 pg/ml BSA

Stratagene universal buffer: Uber die Zusammensetzung des Puffers werden vom Hersteller

keine naheren Angaben gemacht.

D.1.4.2 weitere Enzyme

Enzym Hersteller

clonedPfu DNA-Polymerse Stratagene

Klen Therm DNA-Polymerase Genecraft

Klen Thermase Sequenase Genecraft

Shrimps alkalische Phosphatase Roche Diagnostics
Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat GATC

T4 DNA-Ligase Genecraft

Thrombin aus Humanplasma 250U / 2910 NIH units/mg Sigma (Best.-Nr. T-1063)
Trypsin (in Gebrauchslosung 1-fach konzentriert) Sigma

Trypsin-EDTA (in Gebrauchslésung 1-fach konzentriert) Sigma

clonedPfu-DNA-
Polymerase (10-fach
Tris-HCI: 200 mM
MgSOy: 20 mM
KCI: 100 mM
Triton X-100:  1%(w/v)
BSA: 1 mg/mi

pH 8,8 bei 25 °C

Klen Therm DNA-
Polymerase (10-fach

Tris-HCI: 670 mM
(NH,).SO;: 160 mM
MgCl,: 35 mM
BSA: 0,15% (w/v)
pH 9,1 bei 25°C

Shrimps alkalische
Phosphatase (10-fac

Tris-HCI: 0,5M
MgCly: 50 mM
pH 8,5 bei 20 °C

T4 DNA-Ligase

H)LO-fach)

Tris-HCI: 600 mM
MgCly: 100 mM
Dithioerytol: 10 mM
ATP: 10 mM
pH 7,6

Tabelle 4: Reaktionspuffer fir Enzyme
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D.1.5 DNA-Langenstandards

DNA-La&ngenstandards dienen zur Bestimmung von Fragmentlangen doppelstréangiger
linearer DNA nach elektrophoretischer Auftrennung (siehe D.2.4.3).
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende DNA-Langenstandards verwendet:

- 1 kB DNA Leiter (LM X) der Firma Life Technologies. Der Langenstandard wird nach-
folgend als "LM X" bezeichnet.

- DNA Molecular Weight Marker VIII der Firma Boehringer Mannheim. Der Langenstandard
wird nachfolgend als "LM VIII" bezeichnet.

Die DNA-Langenstandards werden in 1-fach konzentriertem Auftragspuffer (siehe D.2.4.3)
verwendet.

Abbildung 11 zeigt die DNA-Fragmente der verwendeten DNA-Langenstandards nach der
Auftrennung in einem 2 % (w/v) Agarosegel.
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Abbildung 11: Darstellung der DNA-Fragmente der DNA-Langenstandards LM X und LM VIII (in Bp) nach
Auftrennung in einem 2 % (w/v) Agarosegel.
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D.1.6 Proteingrof3enmarker

Proteingrol3enmarker dienen zur Bestimmung der apparenten Grof3e von Proteinen nach
elektrophoretischer Auftrennung in einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (siehe
D.2.5.9).

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende ProteingroRenmarker der Firma Amersham
Pharmacia Biotech verwendet:

LMW-GroéRenmarker HMW-SDS-GrolRenmarker
(LMW = Low Molecular Weight) (HMW = High Molecular Weight)

Protein Proteingrof3e in kDa | Protein Proteingrof3e in kDa
Phosphorylase b 97 Myosin 220

BSA 66 a-2-Macroglobulin 170
Ovalbumin 45 B-Galactosidase 116
Carboanhydrase 30 Transferrin 76
Trypsin-Inhibitor 20,1 Glutamatdehydrogenase 53
a-Lactalbumin 14,4

Abbildung 12 zeigt die Auftrennung der Markerproteine nach einer SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese.

LMW HMW-SDS
97.0 %%g 8
66.0 - ”5_
45 () = ;&
30.0 18-
20.1 - R — e
14.4 -
15%T: 2,7 % C 7.5 %T: 2,7 %C

Abbildung 12: Darstellung der Proteinbanden der verwendeten ProteingréRenmarker nach einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. (GréRenangaben in kDa)

D.1.7 Antibiotika

Antibiotikum Hersteller Endkonzentration Stammlésung

Ampicillin Sigma 35-100 pg/mi 100 mg/ml in @B, Lagerung bei —20 °Q

Carbenicillin Roth 35-100 pg/mi 50 mg/ml in b Lagerung bei —20 °C

G 418 PAA-Laboratories 600 pg/ml --

Kanamycin Merck 40 pg/ml 40 mg/ml in @B, Lagerung bei —20 °C

Penicillin G Biochrom 63 pg/mi 6,3mg/ml in @bl Lagerung bei —20 °C

Streptomycinsulfat  Biochrom 100 pg/ml 10 mg/ml in@HLagerung bei —20 °C

Tetracyclin Merck 7,5 ug/ml 5 mg/ml in Ethanol, lichtgeschutzte
Lagerung bei —20 °C
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D.1.8 Primer
Primer Sinn | 5” Startpunkt: | Sequenz (553") besondere Eigenschaften
(+/-) | bei Position *
HC2/1813/- - 1813 HO-GGG GCC TGG TGG AGA
AAGGCTT
HC2/Ala316/- - 950 HO-TGC TGC GAG GAA GTT|
CCCCTT
HC2/Cys195/- - 600 HO-GCA GTG TGT ATC Mutation F195C
CAC AATTCCTCCT Erzeugung einer stillen Mutation in
Gly196 entfernRsd Schnittstelle
HC2/Cys52/+ + 141 HO-ACT AAC GAC TGG ATT| Mutation P52C
TGT GAG GGG GAG GAG Erzeugung einer stillen Mutation in
Thr47 entfernPflMI Schnittstelle
HC2/Cys52/- - 170 HO-CTC CTC CCC CTC ACA komplementar zu HC2/Cys52/+
AAT CCA GTC GTT AGT
HC2/Cys54/+ + 141 HO-ACT AAC GAC TGG ATT| Mutation G54C
CCA GAG TGT GAG GAG Erzeugung einer stillen Mutation in
GAC GAC Thr47 entfernPflMI Schnittstelle
HC2/Cys54/- - 176 HO-GTC GTC CTC CTC ACA komplementar zu HC2/Cys52/+
CTC TGG AAT CCA GTC GTT|
AGT
HC2/Cys68/+ + 198 HO-ATA TTT TGT GAA GAC | Mutation S68C
GAC GAC TAC ATC Erzeugung einer stillen Mutation in
Phe67 entfernKmrl Schnittstelle
HC2/Cys68/- - 225 HO-GAT GTA GTC GTC GT(Q komplementar zu HC2/Cys 68/+
TTC ACA AAATAT
HC2/Glu228/+ + 684 HO-GAG GCC CAG ATA GCT
GACTTCT
HC2/Glu429/+ + 1288 HO-AAG GCA CCC AAG CCA
CCACTGT
HC2/Leul10/+ + 331 HO-TCA ACG CCA AGT TCG
CTTTCAA
HC2/Leu254/- - 764 HO-GAG GCC CTT GGT GAG
CTT CAT
HC2/Lys391/- - 1173 HO-TCA GGG ACT CCA CTA
GAT TGT AG
HC2/Ser273/2/+ + 810 HO-ATT CTC AAC TCC ATC| Mutation C273S
TAC TTC AAA GGT TCC TGG| Erzeugung einer stillen Mutation in
GTG A Gly278 zerstérBanmH| Schnittstelle
HC2/Ser273/2/- - 846 HO-TCA CCC AGG AAC CTTkomplementér zu HC2/Ser273/2/+
TGA AGT AGA TGG AGT
TGAGAAT
HC2/Ser323/+ + 958 HO-AGG AGC TAG ACT CC@GMutation C323S / Erzeugung eine
ACATCCT stillen Mutation in Leu321 entfernt
AlwNI und PfIMI Schnittstellen
HC2/Serd67/+ + 1392 HO-CGC ACC AGC TCC CT@EMutation C467S
CTCTTCA Mutation zerstort gleichzeitig eine
Pvul Schnittstelle
HC2/Ser467/- - 1414 HO-TGA AGA GCA GGG AG|komplementar zu HC2/Ser467/+
TGG TGC G
Ncol-Glyl + 3) HO-CCG GCG ATG ®C ATG | Ncol Schnittstelle vor Basen 3 bis
GGG AGC AAA GGC CCG CTf23 der HCIlI-cDNA(Codons flr
GAT Glyl bis Asp7 im HCII Protein )
Dag 21 - (201) HO-GGG AAT TCA TAT CTT | EcoRI Schnittstelle vor HCII-
CTC CAG GTC CAG ATA GT | cDNA-Sequenz beginnend bei Bage
201 im Codon fiir Phe67

Tabelle 5: HCII-spezifische Primer: Position und ihre Orientierung

* Die Nummerierung bezieht sich auf Ragg, H.: A new member of the plasma protease inhibitor gene family.
Nucleic Acids Res. 1986,4: 1073-1088 (siehe hierfur H.1)
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Primer Sinn | 5” Startpunkt: bei Posi-| Sequenz (553)

(+/-) |tion*
HC2/1601/+/IRD800 + 1601 IRD 800 AGA GAG GCT TGT TGG AAT CAAT
His-3/+/IRD800 + #(s.u.) IRD 800-ACT CAT TAAACG CACTTC TCATT|
Leul10/+/IRD800 + 331 IRD 800-CAA CGC CAAGTT CGC TTT CAA
Met344/+/IRD800 + 1034 IRD 800-GTC TGG GAT GAA GAC CCT CG
Phe234/+/IRD800 + 703 IRD 800-CTC AGA CCC TGC CTT CAT ATC

Tabelle 6: HCII spezifische Primer mit IRD800 Markierung fur DNA-Sequenzierung mit LI-COR DNA-
Sequencer 4000

* Die Nummerierung bezieht sich auf Ragg, H.: A new member of the plasma protease inhibitor gene family.

Nucleic Acids Res. 1986,4: 1073 — 1088 (siehe hierflr H.1)

# Das 5" Ende des Primers His-3/+/IRD800 liegt in dem Codon der HCII-cDNA, welches fir die Aminosaure in

Position His3 des HCII-Signalpeptids codiert.

Die Primer wurden von den Firmen Life Technologies oder MWG-Biotech bezogen. IRD800-

markierte Primer wurden ausschlief3lich von der Firma MWG-Biotech bezogen.

D.1.9 Bakerienstamme

Stamm Genotyp Lieferant

E. coliMC 1061/P3  F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM1AslacX74 deoR Invitrogen
recAl ara139,A(araABC-leu)7697, galU galK, rpsL (StrR) endAl
nupG {P3: KanR mpR (amber) TetR (amber)}

E. coliXL1-Blue F’::Tn10 proAB” lacl” A(lacZ)M15/ rec A1 endAl gyrA96 (Nal  Lehrstuhl fur
thi hsdR17 (f m.") ginV44 relAl lac Genetik

Epicurian coli® A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMRmrr) 173 endAl supE44 thi-1 Stratagene
XL1-Blue MRF" Kan recAl gyrA96 relAl lac [F'proAB laéZAM15 Tn5 (Kan)]

D.1.10 Zellinien

Zellinie Lieferant

CHO DUKX B1 Dr. Karl Thomae GmbH

COS 7, CRL-1651, Batch F 13498 American Type Culture Collectjon
D.1.11 Antikdrper

Antikorper Konzentration und Lagerung Herstellgr

monoklonaler Maus-anti-human-HCIl IgG 1,79 mg/ml in PBS; -80°C Hoechst
2b, (188/2/1)

monoklonaler Peroxidase gekoppelter Maud- mg/ml in 50 mM Tris-HCI, pH 7,4; -80°C Hoechst
anti-human-HCII IgG1Antikorper, (92/2/12)

polyklonales anti-human-HCII-Antiserum  1:10 in PBS, -80°C Hoechst
Kanlaus Kaninchen, Blutabnahmen 6 u.7

Anti-Kaninchen-1gG Peroxidase gekoppeltegelagert in PBS pH 7,5 1% (w/v) BSA, mit Amersham
1gG aus Esel antimikrobiellem Zusatz (keine naheren Pharmacia
Angaben des Herstellers), +4°C Biotech
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D.1.12 weitere Chemikalien und Verbrauchsmittel

Produkt

Agarose, Typ 15510-027

Bacto-Tryptone

Blot-Membran Hybond P- PVDF

Blotpapier

Bovine Serum Albumin Fraktion V (BSA) standard grade
Bromphenolblau

Coomassie R350-Farbetabletten

Dermatansulfat (Chondroitinsulfat B) aus Schweinemukosa
Dialyseschlauch MWCO 12-14000 Daltons
4-6-Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid (DAPI)
Dulbecco’s modified Eagle Medium (Pulver) (DMEM)

ECL" Western-Blotting Detektionsreagenzien
Eosin

Fotales Kalberserum (FCS)

GATC Nylon Blottingmembran
Halbmikrokiivettern Einwegware

Hefeextrakt

Heparin grade I-A (~ 170 USP units/mg) aus Schweinemukosa
Humantransferrin

Isopropyl$-D-thiogalactosid (IPTG)

Lennox L Agar

Lennox L Broth Base

Maxisorb F96 Multititerplatten

Methylenblau

Microsept™ Mikrokonzentratoren (Cutoff 30 K)
N’,N°,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nutrient Mixture Ham’s F12

Polyacrylamid-Gelldsungen 19:1,

40 % (National Diagnostics), 30 % (GATC)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pipettenspitzen

Rinderinsulin

Roti-Phenol

Sequenator

Slide-A-Lyzer 3500 MWCO
Standard-Humanplasma

Sterilfilter 0,2 um Porendurchmesser
Trypanblaulésung

belegte Brétchen

TMB Microwell Peroxidase System
Tris[hydroxymethyllaminomethan (Tris-Base)
Tris-Glycin Gele 6%, 10 %, 14%, 1mm, 10/ 12 /15 wells
Triton X-100

Tween 20

Xylencyanol

Zellkulturgefalie

Hersteller

Life Technologies
Difco
Amersham Buchler
Schleicher & Schiill
Serva
Sigma
Pharmacia
Sigma (Best.-Nr.C-3788)
Medicell International
Serva
Life Technologies
(Best.-Nr.: 31600-091)
Amersham Pharmacia Biotech
Merck
PAA Laboratories
GATC
Brand
Difco
Sigma (Best.-Nr. H-3393)
Life Technologies
Hoechst
Life Technologies
Life Technologies
Nunc
Sigma
Filtron
Serva
Life Technologies
(Best.-Nr.: 21700-018)

National Diagnostics/ GATC
Sigma
Alpha, Eppendorf
Sigma
Roth
GATC
Pierce
Behring (Best.-Nr. ORKL 13)
Sartorius
Sigma
Eddi in der Uni
Kickegaard & Perry Laboratory
Roth
Novex
Serva
Serva
Sigma
Nunc

Alle anderen verwendeten Chemikalien waren von p.A. Qualitdt und stammten von den

Firmen Aldrich, Baker, Fluka, Merck, Roth, Serva oder Sigma.
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D.1.13 Software

Software Funktion Hersteller

BaselmagelR V. 4.1 Auswertung von Licor Sequenzierungen Li-Cor

Clone V.4.01 Konstruktion und Darstellung von Plasmidkarten Scientific & Educational Software

FPLCdirector V.1.1 Steuerung der FPLC-Anlage und Dokumentation Pharmacia

MicroWin V. 3.15 Steuerung des ELISA-Readers Mirotech Laborsysteme

Oligo V.4.0 — 2004 Primerdesign Wojciech Rychlik

Photo Finish Zsoft V.3.0 Verarbeitung und Dokumentation von CCD- WordStar Atlanta Technology
Videokameradaten Centef

Rasmol V2.5 und V2.6 Darstellung von pdb-Files Roger Sayle

uUv1602 Vv 3.5 Kinetische Messungen mittels Photometer Shimatsu

WinCam V.2.2 Auswertung von Gelelektrophoresen / Cybertech

Densitomerie /ProteingréRenbestimmungen

D.1.14 Datenbanken

Datenbank Verwendungszweck Internet-Adresse
Clustalw Alignment von DNA-Sequenzen http://www.ebi.ac.uk/clustalw
EMBL DNA- und Protein-Datenbank http://www.ebi.ac.uk/embl/
PeptideMass Proteinspaltungen und Berechnung der http://www.expasy.ch/tools/pept|d
FragmentgroRen e-mass.htmi
Protein Data Bank (PDB) 3-D makromolekulare Strukturdaten http://lwww.rcsb.org/pdb/
Swiss-Modell V1.1 und V 3.5 Protein Modelling http://expasy.hcuge.ch/swissmod/
SWISS-MODEL.html
Webcutter 2.0 Restriktionsspaltung von DNA-Sequenzdritp://ccsi.com/firstmarket/cutter
und Suche nach Indikatormutationen cut2.html

Anmerkung

Im Laufe der Doktorarbeit &nderten folgende Firmen ihren Namen bzw. wurden dbernom-
men:

- Boehringer Mannheim: Ubernahme durch Roche; neuer Firmenname: Roche Diagnostics

- Heraeus: Fusion mit Sorvall Instruments, Du Pont; neuer Firmenname: Kendro

- Hoechst: Fusion mit Rhéne-Poulenc; neuer Firmenname: Aventis

- Pharmacia: Fusion mit Amersham Buchler; neuer Firmenname: Amersham Pharmacia

Biotech

- Sorvall Instruments, Du Pont: Fusion mit Heraeus; neuer Firmenname: Kendro

- Novex: Ubernahme durch Invitrogen
Im Abschnitt "Material & Methoden" ist jeweils der auf dem verwendeten Produkt
angegebene Firmenname aufgefuhrt.
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D.2 Methoden
D.2.1 Mikrobiologische Methoden

D.2.1.1 Medien fur E. coli-Kulturen

Medien / Lésungen

Lennox L Broth Base

Lennox L Agar

LB-Flussigmedium

LB-Agar

LB-Flissigmedium & Amp

LB-Flussigmedium & Carb & Tc

LB-Agar & Amp

LB-Agar & Carb & Tc

EMB-Stammlésung

Laktose-IPTG-L6sung

EMB-LB-Agar & Amp

SOC-Flussigmedium, pH 6,9

Zusammensetzung

50 % SELECT Peptone 140
25 % SELECT Hefe Extrakt
25 % NaCl

33,3 % SELECT Peptone 140
16,6 % SELECT Hefe Extrakt
16,6 % NacCl
37,5 % SELECT Agar

20 g Lennox L Broth Base
dH0ad 11

37 g Lennox L Agar
dH0ad 11

LB Flussigmedium
+ 100 pg/ml Ampicillin

LB Flissigmedium
+ 35 pg/ml Carbenecillin
+ 7,5 pg/ml Tertracyclin

LB Agar
+ 100 pg/ml Ampicillin

LB Agar
+ 35 pg/ml Carbenecillin
+ 7,5 pg/ml Tertracyclin

3M KEPQ,
90 mM Eosin
25 mM Methylenblau

585 mM Laktose
6,3 mM IPTG

37 g Lennox L Agar

+10 ml EMB Stammlésung
dH,0 ad 950 ml

+ 50 ml Laktose-IPTG-L6sung
+ 100 pg/ml Ampicillin

5 g Hefeextrakt
20 g Bactotryptone
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgSQ
2 mM Glukose
dH,0ad 11
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Alle Medien werden bei 121°C fur 30 Minuten autoklaviert, mit Ausnahme der Laktose-
IPTG-LOsung und der Antibiotika-Stammldsungen (siehe D.1.7). Diese werden sterilfiltriert
und den autoklavierten Medien erst bei einer Temperatur < 50°C zugesetzt.

D.2.1.2 Anzucht und Lagerung vonE. coli-Kulturen

Bakterien werden mittels einer sterilen Pipette oder eines sterilen Zahnstochers auf
Agarplatten (siehe D.2.1.1) aufgetragen. Ein sogenannter Einzelkolonieausstrich ermdglicht
es, Bakterienkolonien zu erhalten, die aus einer einzelnen Bakterienzelle hervorgegangen
sind. Die Inkubation des Bakterienausstrichs erfolgt bei 37°C 0.N. im Warmeschrank. Die
bewachsenen Platten kénnen fir mehrere Monate bei 4°C gelagert werden.

Zur Anzucht von Bakterien in Flissigkultur werden 3 ml Flissigmedium (siehe D.2.1.1) mit
einer Einzelkolonie beimpft und G.N. bei 37°C und 120 UpM auf einem Schittler inkubiert.

Zur Anzucht grol3erer Bakterienmengen bis zu 100 ml Flussigkultur erfolgt die Kultivierung
in 1 Liter-Flaschen, fur Volumen bis 250 ml im Schittelkolben bei 200 UpM.

Das Wachstum der Bakterienkultur kann mittels eines Spektralphotometers bei einer
Wellenlange von 600 nm verfolgt werden. Als Referenz dient unbeimpftes Flissigmedium.

Zur Langzeitlagerung werden Bakteriensuspensionen mit Glycerin auf eine Glycerin-
endkonzentration von 15 % (v/v) eingestellt und bei —80°C gelagert.

D.2.1.3 Transformation von Bakterienzellen?

Unter Transformation versteht man in der Bakteriengenetik die Ubertragung von DNA in
Bakterienzellen. Eine natirliche Kompetenz, d.h. die Fahigkeit Merkmale durch isolierte
DNA zu Ubernehmen, kommt nicht nur I&trepotococcus pneumonjadem Bakterium, bei

dem das Prinzip der Transformation entdeckt wunder, sondern auch bei zahlreichen
anderen Bakterienarten wigacillus subtilisoder Salmonellen. Der Grad der Kompetenz
hangt vom physiologischen Zustand der Zelle ab. Sie ist in der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase am héchsten, und sinkt danach rasch auf ein Minithum ab

E. coli besitzt kein naturliches System zur Aufnahme von DNA. Durch eine chemische
Behandlung, beispielsweise mit CaCkannE. coli jedoch chemisch kompetent gemacht
werden, d.h. in die Lage versetzt werden, DNA aufzunehmen.

D.2.1.3.1 Herstellung kompetenterE. coli-Zellen

50 ml LB-Flussigmedium (siehe D.2.1.1) werden mit 1 ml elBecoli MC1061/P3 oder

E. coli XL 1-Blue U.N.-Kultur beimpft und bei 37°C und 200 UpM auf dem Schiittler bis zu
einer OQpo von 0,4 oder 0,9 inkubiert. 10 ml dieser Bakteriensuspension werden fir 10 min
bei 5000 x g und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand anschlieBend verworfen, das Pellet in 5
ml kaltem 50 mM CaGlresuspendiert und anschlieend fir 30 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen werden erneut fiir 10 min bei 5000 x g und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 1 ml kaltem 50 mM Gagdlost. Die Zellen bleiben bei
Lagerung im Kuhlschrank 1-2 Tage kompetent.

Epicurian Col® XL1-Blue MRF" Kan wird bereits in chemisch kompetenter Form im PCR-
Script™ SK(+) Cloning Kit geliefert. Nahere Angaben zur Herstellungsmethode werden vom
Hersteller nicht gemacht.

! Mandel & Higa 1970
2 Averyet. al 1944
3 Schlegel 1985
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D.2.1.3.2 Transformation

LOsungen:

- TCM-Puffer, pH 7,5: 10 mM Tris-HCI
10 mM MgCh
10 mM CaC}

- SOC-Flussigmedium: siehe D.2.1.1

- EMB-LB-Agar & Amp Platten: siehe D.2.1.1

- LB-Agar & Carb & TC Platten: siehe D.2.1.1

Zur Transformation vonE. coli MC1061/P3 bzw.E. coli XL 1-Blue wird folgender
Reaktionsansatz bei 0°C hergestellt:

200 pl kompetente Zellen (siehe D.2.1.3.1)

100 pl TCM-Puffer

1,0 pl 2-Mercaptoethanol

0,01 - 1,0 pg Plasmid-DNA oder 5 - 30 pl Ligationsprodukt

Der Transformationsansatz wird 1 Stunde auf Eis unter mehrfachem Invertieren inkubiert und
anschlieBend fir 3 Minuten einem Hitzeschock von 42,5°C im Wasserbad ausgesetzt. Nach
Zugabe von 700 pl 37°C warmem SOC-Flussigmedium wird der Transformationsansatz fur
eine Stunde unter Schutteln bei 37°C inkubiert.

Anschliel3end werden verschiedene Volumina des Ansatzes auf antibiotikahaltige Selektiv-
Agarplatten ausplattiert.

Fur transformierteE. coli MC 1061/P3-Zellen wurden LB-Agarplatten & Carb & TC
verwendet, d&. coli MC 1061/P3 ausschliel3lich mit Plasmiden transformiert wurde, die ein
Derivat des Plasmids pCDMS8 sind, welches Resistenz gegen Tetracyclin, Ampicillin und
Carbenicillin vermittelt (siehe D.2.4.10). FiE. coli XL 1-Blue-Zellen wurden LB-
Agarplatten & Amp verwendet.

Die Transformation irEpicurian col® XL1-Blue MRF~ Kan mit Derivaten des pCR-Script
Amp SK(+) Vektors erfolgt entsprechend dem Protokoll des PCR-8cpt(+) Cloning

Kit 1. Als Selektivmedium dienten EMB-LB-Agarplatten & Amp.

D.2.2 Zellkulturmethoden

Tierische und pflanzliche Zellen lassen sich unter geeigneten Bedingungen in Kultur halten
und vermehren Die Nutzung von Zellinien bietet den Vorteil, daR diese Zellen, im
Gegensatz zu den meisten primaren Zellen, die nach einer begrenzten Anzahl von
Zellteilungen absterben, immortalisiert sind und sich unbegrenzt teilen kénnen.

Mittels der Technik der Transfektion (siehe D.2.2.7) 14t sich fremde DNA in Zellen
einbringeri und exprimieren. Die Nutzung eukaryotischer Zellen fiir die Expression bietet den
Vorteil, dal? rekombinate eukaryotische Proteine durch das eukaryotische
Proteinbiosynthesesystem in den meisten Fallen korrekt gefaltet werden und
posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise Glykosylierungen durchlaufen.

! Stratagene Instruction Manual, 1994
>Han & McKeehan, 1979
% Vaheri & Pagano, 1965
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D.2.2.1 Medien und Ldsungen fur die Kultivierung tierischer Zellen

Medien / Lésungen

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

100 x Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep)

DMEM & Pen/Strep
DMEM & Pen/Strep & 10 % FCS

DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans

Ham’s F12

Ham’'s F12 & 10 % FCS

ProCHO4-CDM

Einfriermedium

PBS-Puffer (phosphate buffered saline) pH 7,4

Elektroporationspuffer pH 7,4 (nicht autoklavieren)

Trypsin-EDTA-LAsung

Trypsin-L6sung

DAPI-Stammlésung (50-fach)
DAPI-Methanol-Lésung

Zusammensetzung

10 g/l DMEM Fertigmedium
3,6 g/l NaHCQ
0,479/l L-Glutamin
3 g/l Glukose

630 mg Penicillin G
1000 mg Streptomycinsulfat
dH,0 ad 100 mi

DMEM
+ 1 % (v/v) 100 x Penicillin-Streptomycir

DMEM & Pen/Strep
+ 10 % (v/iv) FCS

DMEM & Pen/Strep
+ 10 mg/l Insulin
+ 10 mg/l Transferrin

10 g/l Nutrient Mixture F12 Ham
1,176 g/l NaHCQ
1 % (v/v) 100 x Penicillin-Streptomycin
3,2 mM L-Glutamin
0,3 mM L-Prolin

Hams F 12
+ 10 % (viv) FCS

ProCHO4-CDM-Fertigflussigmedium
+ 50 uM Hypoxanthin

+ 8 UM Thymidin

1 % (v/v) 100 x Penicillin-Streptomycin
3,2 mM L-Glutamin

0,3 mM L-Prolin

jeweiliges Kulturmedium
+ 10 % (v/v) DMSO

137 mM NaCl
2,7 mM KCI
5,4 mM NaHPO,
1,8 mM KH,PG,

30,8 mM NaCl
120,7 mM KCI
8,1 mM NgHPQ,
1,46 mM KH,PO,
5 mM MgClh

0,5 g/l Trypsin
0,2 g/ EDTA
in Gebrauchslésung

2,5 g/l Trypsin
in Gebrauchslésung

5 mg/mlin ¢

200 pl DAPI Stammldsung
Methanol ad 10 ml
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Alle Medien und Loésungen fur die Zellkultur mit Ausnahme von PBS-Puffer, DAPI-
Stammldsung und DAPI-Methanol-Losung werden mittels eines Sterilfilters sterilfiltriert.
PBS-Puffer wird fir 30 Minuten bei 121°C autoklaviert.

DAPI-Stammlésung und DAPI-Methanol-L6sung werden nicht sterilisiert.

D.2.2.2 Passagieren von Zellen

Wenn in vitro die Oberflache der Zellkulturgefal3e von adharenten Zellen vollstandig
eingenommen wurde, spricht man von einer konfluenten Kultur. Fir die weitere Expansion
mul3 eine solche konfluente Kultur verdinnt werden.

Dieser Vorgang wird als Passagieren bezeichnet, d.h. die Zellen werden unter Verdiinnen von
alten KulturgefaBen in neue uberfihrZzum Ablésen der Zelle von der Oberflache der
KulturgefalRe werden die COS7-Zellen (siehe D.2.2.6) mit Trypsin-EDTA-L6sung behandelt,
CHO DUKX B1-Zellen (siehe D.2.2.8) mit Trypsin-Loésung. Beide Substanzen sind
cytotoxisch und missen nach Ablésung der Zellen von der Unterlage inaktiviert werden. Dies
geschieht mit FCS-haltigem Medium.

LOsungen:Zusammensetzung siehe D.2.2.1

- PBS-Puffer
- Trypsin-EDTA-L6sung
- Trypsin-L6sung
- FCS-haltiges Medium
Alle Lésungen werden vor Verwendung auf 37°C temperiert.

Fur das Passagieren wird der Zellkulturiberstand entfernt und die Zellen einmal mit dem
gleichen Volumen PBS-Puffer gewaschen. Anschliel3end wird soviel Trypsin-haltige Lésung
zugegeben, dal? die Zellen gerade bedeckt sind. Danach werden die Zellen bei 37°C im
Brutschrank solange inkubiert, bis sie sich durch leichtes Schwenken oder StoRen an das
Zellkulturgefal® von der Unterlage ablésen. Die vollstandige Ablésung der Zellen wird unter
dem Lichtmikroskop kontrolliert. AnschlieRend werden die Zellen in FCS-haltigem Medium
aufgenommen und in der gewiinschten Verdinnung auf neue Zellkulturgefal3e Gberfuhrt.

D.2.2.3 Trypanblau-Ausschluf3farbung

Fur die Bestimmung der Zellzahl und der Zellviabilitat werden adharente Zellen zuerst mit
Trypsin-EDTA-L6sung von der Unterlage abgelost und in FCS-haltigem Medium
resuspendiert (siehe D.2.2.2). Anschlieend werden 40 pl Zellsuspension mit 40 pl
Trypanblaulésung gemischt und die Zellzahl lichtmikroskopisch in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmtLebende Zellen erscheinen dabei farblos, da die intakte Zellmembran
das Eindringen des Farbstoffs in die Zellen verhindert. Tote Zellen erscheinen blau.

! Lindl & Bauer 1994
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D.2.2.4 Kryokonservierung

Fur die Kryokonservierurfgwerden adharente Zellen zuerst durch Trypsinisieren von der
Unterlage gelost (siehe D.2.2.2), danach die Zellzahl bestimmt (siehe D.2.2.3) und
anschlieBend bei 500 x g fir 5 Minuten bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und die Zellen mit einer Dichte von 2Bis 10 Zellen/ml in Einfriermedium (siehe D.2.2.1)
aufgenommen. Die Langzeitlagerung erfolgt in Kryordhrchen in der Gasphase eines
Flussigstickstofftanks bei -150°C bis -160°C.

Das Auftauen der Zellen erfolgt im Wasserbad bei 37°C. Anschlie3end werden die Zellen, um
das cytotoxische DMSO zu entfernen, zu 8 ml FCS-haltigem Medium gegeben und fir 5 min
bei 500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die Zellen in geeignetem
Nahrmedium resuspendiert und in ZellkulturgefalRe Uberflhrt.

D.2.2.5 DAPI-Test auf Mycoplasmen

Mycoplasmen sind die kleinsten selbstandig vermehrungsfahigen Prokaryoten. Sie besitzen
keine Zellwand und habe eine GroRe von 0,22 - 2,0 um. Die Grolle des Genoms
verschiedener Mycoplasmen entspricht nur einem ViertelEdesolrGenoms. Sie haben
damit das kleinste Genom von zur Autoreplikation befahigten Prokafydgstematisch
stellen die Mycoplasmen eine eigene Bakterienklasse dar, die Mollicutes (Weichhautler).

Die geringe Grol3e der Mycoplasamen und das Fehlen einer festen Zellwand stellen ein
Problem fir die verwendeten Sterilisationsmethoden in der Zellkulturtechnik dar, da
Mycoplasmen in der Lage sind die ublichen Sterilfilter, deren mittlere Porengrof3e um 0,2 pm
betragt, zu passieren.

Kontaminationen von Zellkulturen mit Mycoplasmen sind héaufig, sie sind lang andauernd und
meist schwierig zu behandeln. Mycoplasmen bewirken nicht immer drastische Effekte und
bleiben deshalb oft lange unentdeckt, obwohl sie vielféltig in den Stoffwechsel der befallenen
Zellen eingreifen.

Kontaminationen mit Mycoplasmen lassen sich am einfachsten durch Anfarben der
Mycoplasmen-DNA mit dem an DNA bindenden Fluorochrom DAPI (4-6-Diamidino-2-
phenylindol-di-hydrochlorid) nachweis&én Mycoplasmen erscheinen als gleichmaRig
geformte helle Punkte oder Ansammlungen von solchen in befallenen Zellen. Mitochondriale
DNA wird von DAPI kaum angefarbt, wohingegen der Zellkern und die DNA von Bakterien
und Pilzen zwar angefarbt werden, aber sehr viel groBer und anders geformt sind als
Mycoplasmen, so daf3 sie problemlos zu unterscheiden sind.

LOsungen:Zusammensetzung siehe D.2.2.1

- PBS- Puffer
- DAPI-Methanol-Losung

Fur den Mycoplasmentest sollten die adharenten Zellen eine Konfluenz von 50 — 70 %
aufweisen. Der Zellkulturiberstand wird entfernt und die Zellen einmal mit PBS-Puffer und
einmal mit DAPI-Methanol-Losung gewaschen. AnschlieRend werden die Zellen mit DAPI-
Methanol-Losung Uberschichtet und fir 15 Minuten bei 37°C im Brutschrank gefarbt. Die
Farbeldsung wird entfernt und die Zellen mehrfach mit PBS-Puffer gewaschen.

! Lindl & Bauer 1994
2 Schlegel 1985
% Russellet al. 1975
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Der Nachweis der Mycoplasmen erfolgt mittels des Fluoreszenzmikroskops Axioskop und
einem 100 x Olimmersionsobjektiv. Als Filtersatz wird die Filterkombination UV-H365, BP
365/12, FT 395 und LP 397 verwendet. Das Fluorochrom wird dabei mit UV-Licht der
Wellenlange 365 nm angeregt und emittiert Licht der Wellenlange 488 nm.

Die verwendeten Zellinien wurden in regelmafiigen Abstanden auf Befall mit Mycoplasmen
untersucht.

D.2.2.6 COS-Zell System

Die Abkirzung COS steht fiZV1 Origin SV40. Die verwendete Zelline COS7 (ATCC Nr:
CRL-1651) leitet sich von der etablierten adharent wachsenden Zellinie CV1 ab, einer Affen-
Nierenzellinie aus der afrikanischen griinen Meerkatze (african green m@eppithecus
aethiop$. Die Zellinie wurden mit einer replikationsdefekten (origin defective) Mutante des
Affentumorvirus SV40 (Simian Virus 40) transformfertlie u.a. fiir das T-Antigen codiert.

Das T-Antigen ist zur Replikation der viralen DNA essentiell. Das Protein bindet u.a. an den
viralen Replikationsursprung (origin of replicatibnDas T-Antigen wird in COS-Zellen
konstitutiv exprimiert, die Zellen produzieren jedoch keine Viruspartikel.

Das COS-System wird bevorzugt zur transienten Expression rekombinanter Proteine
eingesetzt. Hierfir werden meist sog. Schaukelvektoren verwendet, die in die Zellen
transfiziert werden (siehe D.2.2.7). Neben den Elementen, die fur die Replikation im
bakteriellen System benétigt werden, besitzen die Vektoren noch einen SV40
Replikationsursprung. Mit Hilfe des von den COS-Zellen produzierte T-Antigen wird der
Vektor in den Zellen bis zu einer Anzahl von ca. 100000 Kopien repfizi€as
Fremdprotein befindet sich meist unter der Kontrolle eines starken Promotors wie
beispielsweise dem pCMV-Promot@us dem humanen Cytomegalovirus CMV .

Die Kultivierung der COS7 Zellen erfolgt adhéarent in Zellkulturgefaf3en bei 37°C in einer mit
Wasserdampf gesattigten Atmosphare mit einem-E&tialdruck von 10%. Das DMEM-
Zellkulturmedium wird, sofern die Zellen nicht durch Passagieren ausverdinnt werden (siehe
D.2.2.2), alle 2-4 Tage gewechselt, um optimale Kultivierungsbedingungen zu gewéahrleisten.

D.2.2.7 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fir die Untersuchung eukaryotischer Genregulation und die Expression von (rekombinanten)
Proteinen stellt die Transfektion eine effiziente Methode dar, welche die Einfihrung und
Expression von Nucleinsduren in eukaryotische Zellen erméglicht.

Neben den traditionellen Methoden der Transfektion wie DEAE-Transféktiomd
Calciumphosphat-Ko-Prazipitatibkann DNA auch mittels kationischer Lipigenan spricht

von Lipofektion, oder durch physikalische Methoden wie MikroinjeKtideiektroporatiof

oder Mikropartikeli? in die Zelle eingebracht werden.

! Gluzman 1981

2 Fanning & Knippers 1992

% Mellon et al. 1981

“ Boshartet al. 1985, Foecking & Hofstetter 1986
® Vaheri & Pagano 1965

® Graham & van der Eb 1973

" Felgneret al1987

8 Capecchi 1980

® Neumanret al. 1982

Yyeet al. 1990
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Man unterscheidet zwischen stabiler und transienter Transfektion. Bei der stabilen
Transfektion integriert die eingeschleuste DNA in die chromosomale DNA der Wirtszelle.
Dieser Vorgang findet jedoch nur mit geringer Effizienz statt. Zur Selektion stabil
transfizierter Zellinien mul3 zusétzlich ein Selektionsmarker wie das DHFR-Gen oder das
G418-Resistenzgen eingebracht werden, Uber den stabil transfizierte Zellen Uber mehrere
Zellteilungszyklen selektioniert werden kdonnen.

Bei der transienten Transfektion wird die Fremd-DNA nicht in das Genom integriert und die
Fremd-DNA wird nur fur einige Tage exprimiert.

Das geeignete Transfektionsverfahren mul3 individuell fir eine spezielle Zellinie ausgewahlt
und optimiert werden.

Die Konzentrationen der fir die Transfektionen verwendeten DNA-L6sungen wurden nach
Agarosegelelektrophorese (siehe D.2.4.3) densitometrisch ermittelt (siehe D.2.4.5.2).

D.2.2.7.1 Transiente Lipofektion von COS7-Zellen

Bei der Liposomen-vermittelten Transfektion wird die DNA mittels kationischer Lipide in die
Zelle eingeschleust. Dabei interagiert die kationische Kopfgruppe des Lipids mit den negativ
geladenen Phosphatresten der Nucleinsaure. Die DNA wird in multilamellaren Strukturen
gebunden, die aus alternierenden Lipid-Doppelschichten (lipid bilayer) und DNA-
Einzelschichten (DNA-monolayer) bestehelie Aufnahme der Liposomen in die Zelle
erfolgt tiber Proteoglykan-vermittelte Endocytose

Die Lipofection der COS7-Zellen erfolgte mit dem Lipofectamin plus Kit der Firma Life
Technologies. Bei Lipofectamin handelt es sich um ein Gemisch aus dem polyanionischen
Lipid DOSPA (2-3-Dioleyloxy-N[2sperminecarboxamido)ethyl]N,N-dimethyl-1-propan-
aminium trifluoroacetat) und dem neutralen Lipid DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin)
im Verhéltnis 3:1 (w/w) in WasseérBeim "Plus"-Reagenz handelt es sich um ein sog.
kationisches Enhancer Reagenz, durch welches die DNA auf kleinem Raum kondensiert
werden kann, was ohne Enhancer aufgrund der gegenseitigen Abstol3ung der negativ
geladenen Phosphatgruppen nicht moglich ware. Nahere Angaben Uber die Zusammensetzung
werden vom Hersteller nicht gemacht.

Die Zellen werden einen Tag vor der Transfektion so ausverdinnt, dal sie am Tag der
Lipofektion eine Konfluenz von 50 — 80 % haben. Fir die Transfektion einer Zellkulturplatte
mit einer Oberflache von 8,8 érwerden 0,4 — 0,6 ug sterile Plasmid-DNA in 100 pl FCS-
freies Medium gegeben. Nach Zugabe von 6 ul Plus-Reagenz wird, vorsichtig gemischt und
anschlieBend fur 15 Minuten bei RT inkubiert. Parallel dazu werden 4 ul Lipofectamin in
100 pl FCS-freies Medium gegeben. Nach Ablauf der 15 Minuten werden die beiden Ansétze
gemischt und fur weitere 15 Minuten bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wird das Medium
von den Zellen abgezogen, die Zellen werden zweimal mit FCS-freiem Medium gewaschen
und mit 800 ul FCS-freiem Medium Uberschichtet. Die DNA-Lipofectamin-Plus-Lésung wird
vorsichtig zu den Zellen gegeben, durch Schwenken gleichmé&Rig verteilt und der Ansatz fur
2,5 bis 3 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Schlie3lich werden 2,0 ml DMEM &
Pen/Strep & Ins/Trans (siehe D.2.2.1) zugegeben. Der Zellkulturiberstand wird nach drei
Tagen abgenommen und tote Zellen durch 5-mindtige Zentrifugation bei 500 x g entfernt.

! Radleret al 1997
2 Mislick & Baldeschwieler 1996, Frienet al. 1996
% Hawley-Nelsoret al. 1993
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D.2.2.7.2 Elektroporation von COS7-Zellen zur transienten Produktion von
rekombinantem HCII

Bei der Elektroporation werden suspendierte Zellen in ein Elektroporationsgefal3 mit zwei
Elektroden gebracht und kurzen elektrischen Pulsen hoher Feldstarke ausgesetzt. Dabei
entstehen kurzfristig Poren in der Zellmembran, durch die Makromolekile wie DNA in die
Zelle gelangen kénnénDie Effizienz der Elektroporation ist abhéngig von einer Reihe
physikalischer und biologischer Faktoren:

- Feldstérke und Impulsdauer

- Temperatut

- Elektroporationsmediufn

- DNA-Konzentration, -Topologie und -Reinheit

Die Elektroporationsparameter muissen fur jede Zellinie optimiert werden. Fur die meisten
Zellinien werden Bedingungen gewabhlt, bei denen 20 — 50 % der Zellen den Elektroporations-
vorgang (iberlebén

Fur die Elektroporation von COS7-Zellen wurde ein Protokoll entwickelt, das auf den
Methoden von Bauret al, Blaseyet alundCataldo et af basiert.

Die beschriebenen Bedingungen wurden in Vorversuchen fir das COS7-System optimiert.
(Ergebnisse nicht dargestellt)

LOsungen:Zusammensetzung siehe D.2.2.1

-PBS- Puffer

- Trypsin-EDTA-LOsung

- Elektroporationspuffer

- sterile Plasmid-DNA geldst in Elektroporationspuffer
- DMEM & Pen/Strep & 10 % FCS

- DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans

Alle Lésungen werden auf Raumtemperatur temperiert.

Der nachfolgende tabellarische Ablauf ist fur die Elektroporation von COS7-Zellen ausgelegt,
die auf T-Zellkulturflaschen mit einer Kultivierungsoberflache von 175 @rt75-Flaschen)
gezlchtet werden.

1) Zellen einen Tag vor der Elektroporation ausverdinnen (siehe D.2.2.2), so dal3 sie sich am
Tag der Elektroporation in der logarithmischen Wachstumsphase befinden und eine
Konfluenz von ca. 80 % aufweisen.

2) Zellen von 2 - 3 T175-Flaschen durch Behandlung mit Trypsin-EDTA-L&sung von der
Unterlage ablésen (siehe D.2.2.2) und in insgesamt 50 ml DMEM & Pen/Strep & 10%
FCS aufnehmen.

! Zimmermann & Vienken 1982

2 Andreason & Evans 1988

3 Andreason & Evans 1989

* Neumanret al. 1982

° Boggset al. 1986, Reisgt al. 1986, Chiet al 1987, Sambrookt al. 1989
® Baumet al. 1994, Blaset al. 1996, Catalde@t al.1998;
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3) Zellen bei 500 x g fur 5 Minuten bei RT abzentrifugieren, Uberstand verwerfen und Zellen
anschlieBend in 10 ml Elektroporationspuffer vorsichtig resuspendieren.

4) Zellzahl bestimmen (siehe D.2.2.3). Die Gesamtzellzahl sollte nicht kleiner als 2 x 10
sein.

5) Zellen erneut fur 5 Minuten bei 500 x g abzentrifugieren und anschlieend in insgesamt
400 ul Elektroporationspuffer vorsichtig aufnehmen.

6) 40 — 50 ug sterile Plasmid-DNA gel6st in Elektroporationspuffer zugeben und vorsichtig
mischen. Die DNA-Menge ist unabhéangig von der Zellzahl. Die DNA-Konzentration sollte
nicht kleiner als 1 pg/ul sein. DNA-Zellésung anschlieend 5 Minuten auf Eis kihlen.

7) Elektroporation mit 260 V, 900 pF. Zellen anschlie3end erneut 5 Minuten auf Eis kiihlen.

8) Zellen in 40 ml DMEM & Pen/Strep & 10 %FCS (siehe D.2.2.1) aufnehmen und in eine
T175-Flasche geben.

9) Am néchsten Tag Medium wechseln und 50 ml DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans (siehe
D.2.2.1) zugeben.

Die Produktionsphase dauert bis zu 6 Tage, wobei alle 2 Tage das Medium gewechselt wird.
Tote Zellen werden aus dem gewonnenen Zellkulturiberstand durch Zentrifugation bei
500 x g fur 5 Minuten abzentrifugiert.

D.2.2.8 CHO Zellsystem

Der Name CHO steht fi€hineseHamsterOvary und stammt von einer Kultur, die im Jahre
1958 von Puck et dlaus den Ovarien eines Goldhamst@soetulus griseusisoliert wurde.

Die verwendete Zellinie CHO DUKX B1 (ATCC Nr: CRL-9010) leitet sich von der
Ursprungs-CHO-Zellinie von 1958 ab, besitzt jedoch einige wichtige phanotypische
Unterschiede, wie beispielsweise Defekte bei der Synthese von Prolin, Glycin, Dihydrofolat-
Reduktase (DHFR) und Thymidin DHFR-defiziente CHO-Zellinien werden oft fiir die
Etablierung stabiler Zellinien verwendet, bei denen Fremd-DNA stabil in das Genom der
Wirtszelle integriert wird. Hierfir wird meist das Zielgen zusammen mit einem Gen fir
Dihydrofolat-Reduktase in die Zellen transfiziert, was eine Koselektion und Koamplifikation
mit Methotrexat erméglicAt Dabei fungiert DHFR als rezessiver Selektionsmarker. Neben
dem DHFR-Methotrexat-System konnen zur Selektion auch das Aminoglykosid-
Antibiotikum G418, welches die Funktion der eukaryotischen S80 Untereinheit der
Ribosomen ststtund das entsprechende Resistenzgen verwendet werden

Die Kultivierung der adhéarent wachsenden CHO-Zellen erfolgt bei 37°C in einer mit
Wasserdampf gesattigten Atmosphare bei einergRatialdruck von 5 %. Das Ham’s F12

& 10 % FCS-Zellkulturmedium (siehe D.2.2.1) wird, sofern die Zellen nicht durch
Passagieren ausverdinnt werden (siehe D.2.2.2), alle 2-4 Tage gewechselt.

! Pucket al. 1958

2 Urlaub & Chasin 1980, Kuranet al. 1990

3 Urlaub & Chasin 1980, Ringolet al. 1981, Kaufman & Sharp 1982, Schimke 1988
“ Danielset al. 1973

5 van Hoveet al. 1996
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D.2.2.8.1 Etablierung einer rekombinanten CHO DUKX B1 Zellinie

Fur die Etablierung einer stabil HCll-exprimierenden Zellinie wurde das Plasmid pSBR21
(siehe D.2.4.10.3) in CHO DUKX B1 Zellen transfiziert. pSBR21 enthalt die cDNA fir die
humane HCII-Variante HCNC F195C/P52C unter der Kontrolle des pCMV-Promdtatsr

auch in CHO-Zellen effizient erkannt witdSelektionsmarker ist das ResistenZggegen

G418, welches sich ebenfalls auf dem Plasmid befindet. pPSBR21 wurde, um eine willktrliche
Offnung des Plasmids bei der Integration ins Genom zu verhihdéser die singular§cd
Schnittstelle linearisiert (siehe D.2.4.6), mit Kaliumacetat und Isopropanol geféllt (siehe
D.2.4.4.5), in PBS resuspendiert, die Konzentration nach Agarosegelelektorphorese (siehe
D.2.4.3) densitometrisch bestimmt (siehe D.2.4.5.2) und mittels Lipofection, wie im
Abschnitt D.2.2.7.1 beschrieben, in die Zellen transfiziert. Als Kulturmedium nach der
Transfektion wurde Ham’s F12 & 10 % FCS (siehe D.2.2.1) verwendet.

Zur Selektion von stabil transfizierten Zellen wurden die Zellen ab dem zweiten Tag nach der
Transfektion mit Ham’s F12 Medium &10 % FCS kultiviert, dem 600 pg/ml G418 zugesetzt
wurde. Diese G418-Konzentration hatte sich in Vorversuchen als ausreichend zur Abtétung
nicht-transfizierter Zellen nach ca. einer Woche erwiesen (Ergebnisse nicht dargestellt).
Zellen, die die Fremd-DNA nicht stabil in ihr Genom integriert haben, sterben ebenfalls nach
einiger Zeit ab. Zur Kontrolle wurden nicht-transfizierte CHO DUKX B1 Zellen ebenfalls mit
G418-haltigem Medium kultiviert. Drei Wochen nach der Transfektion wurden
Einzelzellklone der transfizierten Zellen isoliert. Hierfir wurden die Zellen so stark
ausverdunnt, dal3 deutlich von einander getrennte Kolonien entstanden, die jeweils aus einer
einzelnen Zelle hervorgegangen waren. Einzelne Kolonien wurden durch sterile, mit
Silikonfett eingefettete Enden von Pipettenspitzen umschlossen und so raumlich vom Rest der
Zellkulturschale getrennt. In dieser Abtrennung konnten die Kolonien durch Passagieren
(siehe D.2.2.2) auf neue Zellkulturschalen Uberfihrt werden. Die einzelnen Klone wurden auf
ihre HCII-Produktion mittels ELISA (siehe D.2.5.1) getestet. Die Arbeiten zur Selektion und
Untersuchung von Einzelklonen wurden von Annemarie Strathmann durchgefihrt.

In der AG zellulare Genetik liegt zudem eine CHO DUKX B1-Zellinie vor, in welcher die
cDNA fiir humanes Wildtyp-HCII stabil ins Genom integrierf.idbie Transfektion eines
Plasmids, welches die HCII-cDNA enthielt, sowie eines zweiten Plasmids, welches eine
Dihydrofolat-Reduktase-Genkassette enthielt, erfolgten mittels der Polybren-Methode
Selektion und Koamplifikation erfolgten tiber das Methotrexat-DHFR-System

Fir die Produktion von HCII wurden beide Zellinien in T175-Flaschen mit DMEM &
Pen/Strep & 10% FCS bis zu ein einer Konfluenz von ca. 95% - 100% kultiviert. Das FCS-
haltige Medium wurde entfernt, die Zellen zwei mal mit PBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit 100 ml DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans Medium (siehe D.2.2.1)
Uberschichtet, dem 0,7 mg/l Thymidin zugesetzt wurde. Die Produktionsphase dauerte vier
Tage.

! Boshart et al. 1985, Foecking & Hofstetter 1986

2 Wernicke & Will 1992

% Southern & Berg 1982

* Invitrogen Manual 1999

® Strathmann, Béhme, Ragg unverdffentlicht

® Chaneyet al. 1986

" Urlaub & Chasin 1980, Ringolket al. 1981, Kaufman & Sharp 1981, Schimke 1988
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D.2.3 Dreidimensionale Proteinmodellierungen

Fur die Erstellung von dreidimensionalen Strukturmodellen von humanem HCII wurden die
Versionen 1.1 und 3.5 des Swiss Model Servers (siehe D.1.14) der Glaxo Wellcome
Experimental Research in Genf benutzt.

Swiss Model extrapoliert ein Proteinstruktur-Modell fiir eine vorgegebene Proteinsequenz
auf der Basis von 3D-Strukturen verwandter Proteine derselben Proteinfamilie. Fur die
Methode werden daher auch die Begriffe "modeling by homology" und "comparative model
building" benutzt. Die Verlalilichkeit des errechneten Modells ist dabei um so groRer, je hoher
die Homologie zwischen der zu modellierenden Proteinsequenz und den verwendeten
Vorlagen ist.

Sofern keine 3D-Strukturen von "Template-Proteine” vorgegeben werden, sucht das
Programm in der Protein Data Bank (PBB3iehe D.1.14) nach verwandten Proteinen mit
bekannten experimentell ermittelten 3D-Strukturen.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde ein dreidimensionales HCII-Modell mit Version
1.1 des Swiss Model Servers modelliert, basierend auf Réntgenstrukturdaten der nachfolgend
aufgelisteten Serpine. Zu diesem Zeitpunkt (Mai 1996) waren RoOntgenstrukturdaten von
ungespaltenen Serpinen mit Ausnahme von Ovalbumin nur von solchen Serpinen vorhanden,
die im Ubergang von Helix D und am Beginn von Strang B4iRaltblatt A, verglichen mit

HCIl zusatzliche Aminosduren oder Deletionen von Aminosauren haben. Wie im Abschnitt
E.1 dargestellt, wurde bei dieser Modellierung von HCII darauf Wert gelegt, daf3 nur Serpine
zur Modellierung verwendet wurden, die keine Aminosaureinsertionen oder Deletionen hinter
der Helix D gegenuber HCIl aufweisen. Das einzige ungespaltene Serpin, dessen Struktur zur
Modellierung zur Verfiigung stand war Ovalbumin. Von allen anderen geeigneten Serpinen
waren nur Strukturdaten der gespaltenen Proteine vorhanden, die in ihrere Struktur erheblich
von der jeweils ungespaltenen Form abweichen (siehe auch B.4.1).

Protein Eigenschaften PDB-Eintrag

Ovalbumin ungespalten 10VA

humanes;-Antitrypsin gespalten im reaktiven Zentrum, |7APP
Aminosauren 1- 11 fehlen

humanesy;-Antichymotrypsin gespalten im reaktiven Zentrum 2ACH

humaner Protein C Inhibitor theoretisches Modell 1PAI’
gespalten im reaktiven Zentrum

Tabelle 7 : Verwendete Serpin-Strukturdaten aus der Protein Data Bank flr die Modellierung va836Cl|

Aufgrund der Vielzahl von weiteren Serpin-Rontgenstrukturdaten die in Laufe der
vorliegenden Arbeit veroffentlicht wurden, wurden in Dezember 1999 zur Uberpriifung der
ersten Modellierung und zur Erstellung eines Modells, welches nur auf ungespaltenen
Serpinen basiert, zwei neue Modellierungen mit der Version 3.5 des Swiss Model Servers
durchgefihrt.

Hierflr wurden die nachfolgenden Réntgenstrukturdaten verwendet:

! Peitsch 1995 a & b, Peitsch 1996
2 3D-Crunch project 1998

3 Bernsteiret al. 1977

* Steinet al. 1991

® Enghet al. 1989

® Baumanret al. 1991

" Kuhnet al. 1990



Material & Methoden 48

| Protein | Eigenschaften PDB Eintrag | Proteinkette* |
Modellierung 1

humanes;-Antitrypsin ungespalten 1QLP 1QLP A

humaner Plasminogen ungespalten 1DB2 1DB2 A

Activator Inhibitor-1

Modellierung 2

humanesx;-Antitrypsin ungespalten 1QLP 1QLP A
humaner Plasminogen ungespalten 1DB2 1DB2 A
Activator Inhibitor-1

Ovalbumin ungespalten 10VA 10VA B
humanes Antithrombin ungespalten 1ANT 1ANT |

Tabelle 8: Verwendete Serpin-Strukturdaten aus der Protein Data Bank fur die Modellierungen von HCIl 1999
* Version 3.5 von Swiss Model verlangt die Definition der zu verwendenden Proteinkette, da z.T. meherere
Aminosaureketten in einen Strukturfile der PDB enthalten sind. Version 1.1 erforderte dies noch nicht.

Im Ergebnisteil sind jeweils HCII-Modelle dargestellt, bei denen bereits Phenylalanin 195
gegen Cystein ausgetauscht ist. Dies erlaubt es, die Orientierung des neue eingeflhrten
Cysteinrestes zur Helix D zu beurteilen, da eine Orientierung zum Kern des Proteins
wahrscheinlich unginstig fur die Ausbildung einer Disulfidbricke mit dem sauren
Aminoterminus von HCIl wére, der nach dem Modell mit der zur Oberflache zeigenden Seite
der Helix D interagiert.

D.2.4 Genetische Methoden

Alle genetischen Arbeiten wurden gemald dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Gen-
technikgesetz-GenTG) vom 21.12.1993 durchgefiuihrt und fallen unter die Sicherheitsstufe 1.

Anmerkung: Fir alle genetischen Methoden wird untejOditemineralisiertes autoklaviertes
(Milli-Q ©-) Reinstwasser verstanden.

D.2.4.1 Polymerase Kettenreaktion

Die 1983 von Kary B. Mullis erfundene Polymerase-Kettenreak(BER) ist eine Methode

zurin vitro-Vervielfaltigung von DNA. Sie ermdglicht es, in kurzer Zeit eine definierte DNA-
Sequenzn vitro gezielt zu vervielfaltigeh Der DNA-Doppelstrang wird im ersten Schritt
durch Hitzebehandlung (90 — 95°C) denaturiert. AnschlieBendes Abkuhlen auf 40 — 60°C
erlaubt, daR die im groBen UberschufR (Faktaf® gegeniiber der Zielsequenz) eingesetzten
synthetischen Oligonucleotid-Primer (Kurzbezeichnung: "Primer") an die komplementaren
Sequenzen der DNA-Zielsequenz ("Template") hybridisieren. Dieser zweite Vorgang wird als
"Annealing" bezeichnet. Einer der Primer ist dabei komplementdr zum Plus-Strang der
Template-DNA, der zweite Primer ist komplementar zum Minus-Strang, so dal3 der zu
amplifizierende Bereich der DNA durch die Primer flankiert wird. Die fir das Annealing
verwendete Temperatur ist abhéngig von der Sequenz der Primer. Die Schmelztemperatur
eines DNA-Doppelstranges, und damit auch die optimale Anlagerungstemperatur der Primer

L Elliott et al. 1998

2 Naret al.2000

3 Steinet al.1991

4 Carrellet al. 1994

5> Mullis & Faloona1987, Mullis 1990
® Saikiet al. 1985
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an die DNA, laRt sich in erster Naherung aus der Anzahl der G-C- und A-T-Basenpaare und
ihrer Abfolge vorhersagen. Die genauste Methode zur Berechnung der Schmelztemperatur
einer DNA-Sequenz ist die "Nearest-Neighbour-Methds# ist jedoch sehr aufwendig. In
der Praxis wird die Schmelztemperatw ion DNA-Hybriden nach folgender vereinfachten
Regel berechnét

Tm= 2°C*n(A+T) + 4°C*n(G+C)
Hierbei steht "n(A+T)" fir die Anzahl von A- und T-Nucleotiden und "n(G+C)" fir die
Anzahl von G-und C-Nucleotiden.
Fur die PCR ist anzustreben, zwei Primer mit gleichen oder sehr ahnlichen Schmelz-
temperaturen zu verwenden
Die an die DNA hybridisierten Primer dienen als Startpunkte fir die im dritten Schritt meist
bei 72 °C stattfindendin vitro DNA-Synthese, die beginnend vom 3’-terminalen Ende der
Primer jeweils in 5~ 3" Richtung erfolgt. Hierfir werden thermostabile DNA-Polymerasen
aus thermophilen Bakterien wie z. Bhermus aquaticysPyrococcus fulminansoder
Thermus flavusrerwendet, die z.T. gentechnisch modifiziert wurden (z.B. Unterdriickung
der 3-Exonucleaseaktivitat). Bei dieser DNA-Polymerisationen entstehen jeweils zum
Template-Strang komplementare Gegenstrange. Im ersten PCR-Zyklus wird ein DNA-
Einzelstrang synthetisiert, dessen 3’-Ende uber die zu amplifizierende Sequenz hinaus
verlangert wird. Ab dem zweiten Zyklus wird dann die, von den beiden "upstream"- und
"downstream"-Primern eingegrenzte Sequenz amplifiziert, wobei mit jedem Zyklus die
Anzahl der amplifizierten DNA-Molekuile verdoppelt wird. Entsprechend der exponentiellen

Vermehrung der Reaktionsprodukte vc?m \Bobei n die Zahl der PCR-Zyklen angibt, ergibt

sich nach 20 PCR-Zyklen eine theoretische Ausbeute #(ca. 16) DNA-Molekiilen je
eingesetztem Ausgangsmolekiil. In der Praxis wird allerdings nur eine Ausbeute von ca. 85 %
erreicht, da die Ausbeute von Zyklus zu Zyklus variiert und es mit steigender Menge an PCR-
Produkt zu einer vermehrten Re-Hybridisierung der PCR-Produkte Rordemh sog. g-

Effekt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die thermostabilen DNA-Polymerasen Klen Therm DNA-
Polymerase und clondefu DNA-Polymerase verwendet.

Bei der Klen Therm DNA-Polymerase handelt es sich um ein FragmeniadgDNA-
Polymerase auShermus aquaticushr fehlt die 553" Exonuclease-Aktivitat und sie weist
gegenuber defag DNA-Polymerase eine hohere Thermostabilitat und eine um den Faktor
zwei geringere Fehlerrate auf

Die Pfu DNA-Polymerase wurde urspriinglich aus dem Archaebaktd?iynmcoccus furiosus
isoliert’. Sie besitzt neben der-53° Polymerase-Aktivitit noch eine-35" Exonuclease-
Aktivitat. Diese Eigenschaft, die als "proof reading” (Korrekturlesen) bezeichnet wird, senkt
die Fehlerhaufigkeit bei der DNA-Synthese gegeniuberTaey DNA-Polymerase um den
Faktor 12 Pfu DNA-Polymerase hat mit einer Fehlerhaufigkeit von 1,3 je0Basenpaar je
Duplikation die niedrigste Fehlerquote aller kommerziell erhaltichen DNA-Polymérasen
Diese Eigenschaft mactifu DNA-Polymerase besonders attraktiv fir Anwendungen, bei
denen die DNA des PCR-Produktes bei der spateren Verwendung exprimiert werden soll. Aus
diesem Grund wird das Enzym beispielsweise gerne bei der PCR-Mutagenese eingesetzt die
als Vorbereitung zur Erzeugung rekombinanter Proteine verwendet wird.

! Breslaueet al. 1986

2 Suggset al.1981

3 Rychlik 1995

* Gelfand & White 1990

5 Mathieu-Daudét al 1996, Suzuki & Giovannoni 1996
® Barnes 1992, Barnes 1994

" Lundberget al. 1991

8 Stratagene Manual 1997, Clieeal. 1996
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Lésungen:

- Primer : 20 uM in dkD

- dNTP Mix : je 25 mM in d&=0
- Klen Therm DNA-Polymerase: 10 U/ul

- clonedPfu DNA-Polymerase: 2,5 U/ul

- 10 x Klen Therm Puffer: siehe D.1.4.2

- 10 x clonedPfu-Puffer: siehe D.1.4.2

- DNA-Template

Sofern nicht anders vermerkt, wurden PCR-Reaktionen nach folgenden Reaktionsansétzen
durchgefuhrt. In der Negativkontrolle wurde statt DNA-TemplatgOdtingesetzt.

PCR mit Klen Therm DNA-Polymerase

PCR mit cloifd DNA-Polymerase

Komponente Volumen| Konzentration Komponente Volumen Konzentration
in ul in der PCR in ul in der PCR

upstream Primer 0,5 0,5 uM upstream Primer 0,5 0,5 uM
downstream Prime 0,5 0,5 uM downstream Primer 0,5 0,5 uM
10 x Klen T.-Puffer 2,0 1x 10 Rfu-Puffer 2,0 1x
dNTP Mix 0,16 je 200 uM dNTP Mix 0,16 je 200 uM
DNA-Polymerase 0,2 2 U/20 pl DNA-Polymerase 0,2 0,5 U/20 |
DNA-Template 1,0-3,0 DNA-Template 1,0 - 3,0
dH,0 13,64 - 15,64 dhd 13,64 - 15,64
Gesamtvolumen 20 Gesamtvolumen 20

Tabelle 9: Reaktionsansatze fur die Polymerase Kettenreaktionen mit Klen Them DNA-Polymerase bzw. mit
clonedPfu DNA-Polymerase

Sofern nicht anders vermerkt wurden folgende Standard-PCR-Programme verwendet:

a) PCR mit Klen Therm DNA-Polymerase

Teilzyklus

1. Denaturierung

30 PCR-Zyklen

Denaturierung

Annealing

Elongation

terminale Elongation

Endloskiihlschleife

Temperatur Dauer
94°C 2 Minuten
94°C 30 Sekunden
53°C - 57°C 30 Sekunden
72°C 1 Minute je kB
72°C 5 Minuten

10°C
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b) PCR mit clonedPfu DNA-Polymerase

Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94°C 2 Minuten
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
30 PCR-Zyklen Annealing 57°C oder 59°C 45 Sekunden
Elongation 72°C 2,5 Minute je kB
terminale Elongation 72°C 5 Minuten
Endloskuhlschleife 10°C

D241.1 Kolonie-PCR

Um zu Uberprifen, ob eine Bakterienkolonie ein gewiinschtes Plasmid enthalt, kann eine PCR
mit Plasmid- oder Insert-spezifischen Primern direkt mit der Bakterienkolonie als DNA-
Template durchgefilhrt werdenDie PCR wird wie unter D.2.4.1 beschrieben mit Klen
Therm DNA-Polymerase durchgefiihrt. Als Template dient 1 pl Bakterienflissigkultur (siehe
D.2.1.2) oder es wird mittels eines sterilen Zahnstochers eine Bakterienkolonie direkt von
einer Agarplatte (siehe D.2.1.2) in den PCR-Ansatz ubertragen. Dabei ist darauf zu achten,
daR kein Agarmaterial in den Reaktionsansatz gelangt.

In eigenen Vorversuchen hatte sich gezeigt, daf® die Primer so gewahlt werden sollten, dal3
das entstehende PCR-Produkt kleiner als 1000 Bp ist, da es sonst oft zu falsch negativen
Ergebnissen kommt (Ergebnisse nicht dargestellt).

D.24.2 PCR-Mutagenese

Bei der PCR handelt es sich um eine repititive Neusynthese und exponentielle Amplifikation
von DNA. Diese Tatsache pradestiniert die PCR als methodisches Werkzeug zur gezielten
vitro Einfuhrung von Mutationen in DNA-Strdnge. Hierzu sind zahlreiche Varianten
entwickelt worden, die zur Erzeugung von Deletionen, Insertionen und Substitutionen von
DNA-Sequenzen oder der Herstellung von chimérer DNA dfenéremplarisch firr die
Vielzahl der PCR-Mutagenese-Methoden sind in den Ful3noten einige frihe Verdéffentlichung
zu diesem Thema zitiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden gezielt einzelne Nucleotide der cDNA von HCIl mutiert,
mit dem Ziel die Aminosauresequenz des Proteins zu verandern und Restriktions-
endonuclease-Erkennungsstellen mittels stiller Mutationen zu entfernen.

Die Mutagenese erfolgte dabei Gber mutagene Primer, die gegentber der Ausgangs-DNA in
einigen Positionen Veranderungen aufweisen. Die Primer sind trotz dieser sog. "mismatches"
in der Lage, an die Template-DNA zu hybridisieren. Die daraus entstehenden PCR-Produkte
weisen somit gegeniber der Ausgangssequenz eine veranderte Nucleotidsequenz auf.

! Hoffman & Brain 1991, Dallas-Yanet al. 1998
2 Mullis & Faloona 1987, Higuctet al. 1988, Kadowaket al. 1989, Valletteet al. 1989, Hoet al. 1989
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Neben den Mutationen, die fur eine veranderte Proteinsequenz kodieren, wurden in die
mutagenen Primer sogenannte Indikatormutationen eingefiihrt. Hierbei handelt es sich um
stille Mutationen, die Restriktionsendonuclease-Erkennungsstellen entfernen. Diese Technik
ermoglicht es, den Erfolg der Mutagenese indirekt Uber das veradnderte Restriktions-
schnittmuster zu erkennen, da die gewlnschte Mutation und die Indikatormutation Uber
denselben Primer eingefugt wurden.

Aufgrund der 355" Exonucleaseaktivitat détfu DNA-Polymerasé miissen die mutagenen
Primer so konstruiert werden, dal3 sich stromaufwarts der "mismatches” mindestens 10
korrekt passende Basen befinden, da sonst aufgrund der "proof-reading-Aktivitat" der
Polymerase die beabsichtigten Mutationen zur Orginalsequenz zuriickkorrigiert werden
kdnnen. Ebenso wird empfohlen, dal sich auf der 3"-Seite der "Mismatches" 10 korrekt
passende Basen befinden

Die Primer fur die PCR-Mutagenesen wurden so gelegt, daf3 sich innerhalb der entstehenden
PCR-Mutagenese-Produkte Restriktionsschnittstellen befinden, Uber die das PCR-
Mutagenese-Produkt einfach gegen die entsprechende Orginalsequenz in der cDNA
ausgetauscht werden kann.

D.2.4.2.1 PCR-Mutagenese nach Picaret al?

Die beschriebene PCR-Mutagenesemethode nutzt die Tatsache, dal? auch doppelstrangige
DNA-Segmente wie z.B. PCR-Produkte als Primer fungieren kénnbie Methode
ermdglicht es mittels eines mutagenen Primers, eines "upstream”- und eines "downstream-
Primers ein PCR-Mutagenese-Produkt zu erhalten, bei dem die Lage der auf3eren Primer frei
gewahlt werden kann, was fur nachfolgende Arbeiten, beispielsweise den Austausch von
DNA-Segmenten durch Restriktionsspaltung von grof3em Vorteil ist.

Die PCR- Mutagenese gliedert sich in drei Teile (siehe Abbildung 13):

Im ersten Schritt wird mit dem mutagenen Primer und dem "upstream"-Primer ein kurzes
PCR-Produkt erzeugt, welches bereits die gewiinschte Mutation enthélt. Dieses PCR-Produkt,
dessen Grol3e 400 Bp nicht tberschreiten sollte, fungiert im n&chsten Schritt als Megaprimer.
Die Primer der ersten Runde werden nur in einer Konzentration von 100 pmol/l eingesetzt,
um die Bildung ungewollter PCR-Produkte in der 2. PCR-Runde zu minimieren. In den
nachfolgenden beiden Schritten ist die Konzentration der zugegebenen Primer in der PCR
jeweils 0,5 pmol/l.

Im zweiten Schritt wird der "downstream"-Primer zugegeben. Er bildet mit dem in der ersten
Runde gebildeten Megaprimer das gewinschte PCR-Mutagenese-Produkt.

Im dritten Schritt wird noch einmal "upstream"-Primer zugegeben, um die Ausbeute der PCR-
Mutagenese zu steigern.

Der Vorteil der beschriebenen Methode liegt in der einfachen Durchfliihrung ohne zusatzliche
Aufreinigungsschritte. Ihr Nachteil ist, daf3 durch die im PCR-Ansatz vorhandenen beiden
auRReren Primer und die Template-DNA auch nicht mutiertes PCR-Produkt entsteht.

! Lundberget al. 1991
2 Picardet al. 1994
3 Sarkar & Sommer 1992
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Erzeugung des Megaprimers durch
"upstream”- und mutagenen Primer

Erzeugung des PCR-Mutagenese-Produktes
durch Zugabe des "downstream"-Primers

Steigerung der Ausbeute durch erneute
Zugabe des "upstream"-Primers

u: "upstream"-Primer

d: "downstream"-Primer
m: mutagener-Primer
mp: Megaprimer

u A
= - > Schritt 1:
mp l
< v
< vV
— MPp A d
= > Schritt 2:
A
< v >
A
= v >
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u A ‘:> Schritt 3:
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Abbildung 13 : Prinzip der PCR-Mutagenese nach Pietad.

LOsungen:

- "upstream"-Primer :

- mutagener Primer :

- "downstream"-Primer:
- dNTP Mix :

- clonedPfu DNA-Polymerase:

- 10 x clonedPfu-Puffer:
- DNA-Template

5uM und 20 uM in ¢M

5uM in gél
20 uM in gl
je 25 mM in dHO
2,5 U/ul
siehe D.1.4.2
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PCR-Programm:

Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94°C 2 Minuten
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
10 PCR-Zyklen Annealing 55°C oder 57°C 45 Sekunden
Elongation 72°C 2,5 Minuten je kB
terminale Elongation 72°C 5 Minuten
Endloskuhlschleife 10°C

Fur den ersten Schritt der PCR-Mutagenese wird nachfolgender Reaktionsansatz hergestellt
und das oben angegebene PCR-Programm durchgefihrt.
Als Negativkontrolle wird statt DNA-Template dbieingesetzt.

Komponente Volumen Konzentration in der PCR
in ul

"upstream”-Primer (5uM) 0,4 0,1 uM
mutagener Primer (5uM) 0,4 0,1 uM
10 x clonedPfu-Puffer 2,0 1x
dNTP Mix 0,16 je 200 pM
DNA-Polymerase 0,2 0,5 U/20 pl
DNA-Template 1,0
dH;0 15,84
Gesamtvolumen 20

Fir den zweiten Teilschritt werden zum Reaktionsansatz 0,5 pl der "downstream"-Primer-
Lésung zugegeben und das PCR-Programm wie beschrieben durchgefihrt.

Zur Steigerung der Ausbeute wird im dritten Schritt 0,5 pl 20 uM "upstream”-Primer-Lsung
zugegeben und das beschriebene PCR-Programm ein drittes Mal durchlaufen.

D.2.4.2.2 PCR-Mutagenese durch Overlap-Extension-PCR

Das wesentliche Element der Mutagenese durch Overlap-Extensionig?@R Verwendung
komplementarer mutagener Primer, deren PCR-Produkte in der Lage sind, aneinander zu
hybridisieren.

Im ersten Schritt entstehen in getrennten Reaktionen zwei PCR-Produkte, die bereits die
gewinschten Mutationen tragen, und an ihren Enden zueinander komplementar sind (siehe
Abbildung 14). Anschliel3end werden diese PCR-Produkte aufgereinigt.

YHoet al. 1989
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Im dritten Schritt werden etwa gleich groRe Mengen der gereinigten PCR-Produkte in einen
gemeinsamen Reaktionsansatz miu DNA-Polymerase und dNTPs gegeben. In flnf
Hybridisierungs- und Elongationszyklen Zyklen kénnen die komplementaren Bereiche der
beiden PCR-Produkte aneinander hybridisieren und werden durch die DNA-Polymerase zum
vollstandigen doppelstrangigen Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkt erganzt.

Im letzten Schritt werden die beiden &uf3eren nicht-mutagenen Primer zugegeben und zur
Steigerung der Ausbeute eine herkémmliche PCR durchgefuhrt.

Der Vorteil der beschriebenen Methode liegt darin, da3 als PCR-Mutagenese-Produkt nur
mutierte DNA entstehen kann. Durch die Verwendung von mehreren PCR-Produkten mit
komplementaren Enden kénnen zudem gleichzeitig mehrere Mutationen eingefiihrt werden

Der Nachteil der Methode liegt in dem zusatzlichen Arbeitsschritt der Aufreinigung der PCR-
Produkte. Zudem hatte sich in Vorversuchen gezeigt, da? die Menge an eingesetzten
aufgereinigten PCR-Produkten der ersten Runde einen wesentlichen Einfluf3 auf die Ausbeute
der Overlap-Extension-PCR hat, weshalb zusatzlich jede Mutagenese erst optimiert werden
mul3. (Ergebnisse nicht dargestellt)

a A
- >
<
A
c Vv d
A >
Schritt 1
l\—’ 2 unabhingige PCRs
< Vv
Aufreinigung der PCR-Produkte Schritt 2
Schritt 3
e = > Hybridisierung

LT ]
v & Elongation

— A Schritt 4
< > PCR mit den
v 4d— duberen Primem

a _ b ~mutagene
Legende: = Primer ‘—A—, komplementire
d C

Primer

Abbildung 14 : Prinzip der Overlap-Extension-PCR-Mutagenese

! Ge & Rudolph 1997
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LOsungen:

- Primer: 20 uM in dKD

- dNTP Mix : je 25 mM in d&=0
- clonedPfu DNA-Polymerase: 2,5 U/ul

- 10 x clonedPfu-Puffer: siehe D.1.4.2

- DNA-Template

Hybridisierungs- und Elongations-Programm:

Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94°C 2 Minuten
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
5 Zyklen Hybridisierung 50°C 60 Sekunden
Elongation 72°C 2 Minuten
terminale Elongation 72°C 5 Minuten
Endloskuhlschleife 10°C
PCR-Programm:
Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 94°C 2 Minuten
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
20 PCR-Zyklen Annealing 55°C 45 Sekunden
Elongation 72°C 2,5 Minuten je kB
terminale Elongation 72°C 5 Minuten
Endloskuhlschleife 10°C

Im ersten Schritt der Overlap-Extension-PCR-Mutagenese werden zwei unabhangige PCR-
Reaktionen miPfu DNA-Polymerase und den Primerkombinationen a + b bzw. ¢ + d (siehe
Abbildung 14) -wie unter Abschnitt D.2.4.1 beschrieben- durchgefihrt.

Die entstehenden PCR-Produkte werden im 2. Schritt mittels einer Gelelektrophorese (siehe
D.2.4.3) in einem 2 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt, die PCR-Produktbanden aus dem Gel
ausgeschnitten und mit Hilfe des JetSorb Gel Extraction Kit (siehe D.2.4.4.1) extrahiert. Bei

diesem Schritt werden die PCR-Produkte von den Primern getrennt.

Aliquots der extrahierten PCR-Produkte werden zur Kontrolle der Ausbeute einer erneuten
Agarosegelelektrophorese unterworfen.
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Fur den dritten Schritt, die Hybridisierung und Elongation wird folgender Reaktionsansatz mit
etwas gleich grol3en Mengen der beiden PCR-Produkte (die Abschatzung erfolgt tUber die
Agarosegelelektrophorese der aufgereinigten PCR-Produkte) hergestellt und das
Hybridisierungs- und Elongations-Programm durchgefinhrt.

Komponente Volumen Konzentration in der PCR

in pl

PCR-Produkt 1 0,5-2,0

PCR-Produkt 2 05-20

10 x clonedPfu-Puffer 2,0 1x

dNTP Mix 0,16 je 200 uM

DNA-Polymerase 0,2 0,5U/20 pl

dH;0 13,64 - 16,64

Gesamtvolumen 20

Fur den letzten Schritt werden je 0,5 pl der beiden &ufReren Primer a und d (siehe
Abbildung 14) zugegeben und das angegebene PCR-Programm durchgefihrt.

Als Negativkontrolle wird statt DNA-Template d® eingesetzt. Als Kontrolle, welche ein
PCR-Produkt der gewiinschten Lange, aber ohne Mutation bildet, wird ein PCR-Ansatz mit
den beiden auf3eren Primern a und d -wie unter Abschnitt D.2.4.1 beschrieben- durchgefihrt.

D.2.4.3 Agarosegelelektrophorese von DNA

Bei der Agarosegelelektrophoréswandert DNA aufgrund der negativen Ladung ihrer
Phosphatgruppen zur Anode. Die DNA bewegt sich je nach Gréf3e und Konformation mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die Gelmatrix.

Agarose ist ein lineares Kohlehydrat aus roten Meeresalgen, das im wesentlichen aus D-
Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose besteht.

Fir lineare DNA besteht dabei Uber einen weiten Grol3enbereich eine lineare Abh&ngigkeit
zwischen dem dekadischen Logarithmus der Lange des Fragments (in Bp) und der relativen
Wanderungsdistanz im Agarosegel

Die Wanderungsgeschwindigkeit linearer DNA-Fragmente hangt zusatzlich von der
Agarosekonzentration, der angelegten Spannung, der Art des Laufpuffers, sowie der
Anwesenheit interkalierender Farbstoffe ab. Fur die Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente
werden Agarosegele mit hoherer Agarosekonzentration verwendet als fur die Auftrennung
groRerer DNA-Fragmente

Durch den Vergleich mit einer bekannten Menge an aufgetragenem DNA-La&ngenstandard
konnen GroRRe und Konzentration der eingesetzten DNA abgeschéatzt werden. Daflur wird die
DNA meist mit Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid)
angefarbt, welches in der Lage ist in die DNA zu interkalieren. Der interkalierte Farbstoff
kann durch UV-Licht angeregt werden und emittiert orange-rotes Licht der Wellenlange
590 nm.

Die Wanderungsgeschwindigkeiten zirkularer DNA superhelikaler oder offener Struktur
hangen in erster Linie von der Konzentration des Agarosegels ab. In der Regel wandert die
superhelikale Form der DNA schneller im Gel als die lineare. Offen zirkulare DNA wandert
im Agarosegel wesentlich langsamer als superspiralisierte oder lineare DNA.

! Southern 1979
2 McDonnellet al. 1977, Kozulic 1995
3 Sambroolet al. 1989
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LOsungen:

- 1 x TAE-Puffer pH 8,0: 40 mM Tris-HCI
10 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

- 10 x Auftragspuffer pH 7,5: 50 % (v/v) Glycerin
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylencyanol
0,1 M EDTA

- Ethidiumbromid-Farbelosung: 40 pg/l in éH

Je nach GroRRe der zu untersuchenden DNA werden 0,7 — 3 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-
Puffer im Mikrowellenherd aufgekocht, bis die Losung klar wird und anschlie3end in eine
Gelelektrophoresekammer mit einem Probenkamm gegossen. Das Gel hartet innerhalb einer
halbe Stunde aus und wird dann mit 1 x TAE-Puffer tiberschichtet.

Die DNA-haltige Lésung (maximal 20 pl) wird mit 1/10 Volumen 10 x Auftragspuffer
gemischt und in die Geltaschen aufgetragen. Zur GroRenbestimmung und ggf. zur
Konzentrationsbestimmung wird eine definierte Menge DNA-Langenstandard (siehe D.1.5) in
eine Geltasche gegeben.

Die Elektrophorese lauft fur ca. ¥2 Stunde bei einer Feldstarke von 20 V/cm. Anschlie3end
wird das Gel fur 10 Minuten in das Ethidiumbromid-Féarbebad gelegt und danach fur
10 Minuten zur Entfernung von nicht-interkaliertem Ethidiumbromid aus der Gelmatrix in
dH,0 gewassert.

Die Auswertung und Dokumentation erfolgt bei einer Wellenlange von 312 nm auf dem
Transilluminator mit Hilfe einer CCD-Videokamera und der Photo Finish Zsoft Software
(siehe D.1.13). Mit Hilfe der WinCam Software (siehe D.1.13) kann die DNA-Konzentration
densitometrisch bestimmt werden (siehe D.2.4.5.2), ebenso die GrolRe von linearen DNA-
Fragmenten.

D.2.4.4 Reinigung von DNA

D.2441 Isolation von DNA aus Agarosegelen mit dem Jetsorb DNA Gel
Extraction Kit

Die Isolation von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem Jetsorb DNA Gel Extraction Kit
der Firma Genomed.

Das DNA-haltige Agarosegelfragment wird dabei bei 50°C im mitgelieferten Puffer

verflissigt und die DNA an Kieselgel gebunden. Nach zwei Waschschritten erfolgt die
Elution mit 20 pl 5 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,5.

Die Reinigung erfolgt entsprechend den Anweisungen des Herstellers

! Genomed Manual 1994
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D.2.4.4.2 Isolation von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel Extraction

Kit
Bei der Isolation von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel Extraction Kit der Firma
Qiagen wird das DNA-haltige Agarosegelfragment bei 50°C in den mitgelieferten Puffern
verflissigt und anschlieBend an eine Siliziumdioxid-Membran gebunden, welche sich in
einem Zentrifugensaulchen befindet. Die Elution erfolgt nach zwei Waschschritten mit dem
mitgelieferten Tris-EDTA-Puffer.
Die Reinigung erfolgt entsprechend den Anweisungen des Herstellers

D.2.4.4.3 Isolation von Plasmid-DNA mittels Quantum Pref® Plasmid Miniprep Kit

Fur die Isolation von Plasmiden aus Bakterienflissigkulturen bis zu 3 ml wurde das Quantum
Preg’ Plasmid Miniprep Kit der Firma Bio-Rad verwendet.

Die Bakterien von bis zu 3 ml Flussigkultur (siehe D.2.1.2) werden hierbei durch alkalische
Lyse lysiert, die DNA an Kieselgel gebunden, Zelltrimmer abzentrifugiert und die DNA nach
zwei Waschschritten mit 70 pl 5 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,5 von der Siliziumdioxid-Matrix
eluiert.

Die Isolation erfolgt entsprechend den Anweisungen des Herstellers

D.2.4.4.4 Plasmid Maxi-Prep

Die Methode dient zur Isolation von Plasmiden aus bis zu 50 ml Bakterien-Flissigkultur.
Grundlage der Methode ist das Protokoll von Zlebwal®, welches um einen zusatzlichen
Phenol-Chloroform-Reinigungsschritt erweitert wurde.

Die Plasmidisolierung gliedert sich in fiinf Abschnitte:

Der erste Schritt ist eine alkalische Lyse der BaktéireEDTA-haltigem Puffer mit NaOH

und SDS. SDS I6st dabei als Detergenz die Phospholide und Proteinkomplexe der Zellwand,
NaOH denaturiert chromosomale DNA sowie Proteine. Das Lysat wird anschlieBend mit
saurer Kaliumacetat-Losung neutralisiert. Dabei entstehendes Kaliumdodecylsulfat ist
wesentlich schlechter in Wasser |6slich als Natriumdodecylsulfat und fallt unter den
herrschenden hohen Salzkonzentrationen aus. Denaturierte Proteine, hochmolekulare RNA,
denaturierte chromosomale DNA und bakterieller Debris bilden in Anwesenheit von
Kaliumdodecylsulfat unlésliche Komplexe, werden mit dem Salz prazipitiert und kénnen
abzentrifugiert werden. Die kleinen Plasmidmolekule bleiben dabei in Losung.

Zur Entfernung verbleibender Proteinverunreinigungen wird im zweiten Schritt eine Phenol-
Chloroform-Behandlung durchgefiifirProteine werden dabei denaturiert und bleiben bei der
Phasentrennung durch Zentrifugation in der Interphase zwischen organischer Phase und
walriger Phase.

Die letzten drei Schritte umfassen eine Isopropanol-Féllung, eine RNase A-Behandlung zur
Entfernung von RNA und eine Polyethylenglykol-Fallung.

! Qiagen Manual 1999

2 Bio-Rad Manual

3 Zhouet al. 1997

* Birnboim & Doly 1979

® Feliciello & Chinali 1993
® Sambroolet al. 1989
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LOsungen:

- GTE-Puffer pH 8,0: 25 mM Tris-HCI
50 mM Glukose
10 mM EDTA

- Lyse-LOsung: 0,2 M NaOH

1% (w/v) SDS

- Neutralisations-Losung: 80 ml 5 M Kaliumacetat-Lésung
11,5 ml Eisessig
8,5 ml dH0

- TE-Puffer pH 8,0: 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

- PEG-MgC}-L6sung: 30 mM Mgd
40 % (w/v) PEG 8000

- RNase A Losung: 20 pg/ml RNase A
in TE-Puffer
Zur Inaktivierng von DNase-Aktivitat wird die Losung 10 Minuten auf 94°C erhjtzt.
- Roti-Phenol
- Chloroform
- Isopropanol

- 70 % (v/v) Ethanol

GTE-Puffer, TE-Puffer und PEG-Mg&Llésung werden fur 30 Minuten bei 121°C autoklaviert. Die Lyse-
Losung mul3 vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Der Ablauf der Plasmidisolation ist nachfolgend stichpunkthaft dargestellt:

1) Bis zu 50 ml Bakterienkultur, die in LB-Flissigmedium kultiviert wurden (siehe D.2.1.2)
5 min bei 5000 x g abzentrifugieren, den Uberstand vollstandig entfernen und die Zellen in
1,2 ml eiskaltem GTE-Puffer resuspendierten.

2) 2,4 ml Lyse-L6sung zugeben und mehrmals invertieren, bis die Losung klar wird.

3) 3,6 ml eiskalte Neutralisations-Losung zugeben und durch Invertieren griindlich mischen.

4) Lésung 10 Minuten bei >15000 x g und RT zentrifugieren und den klaren Uberstand an-
schlieBend in ein neues Zentrifugenréhrchen dberfuhren.

5) 2 ml Roti-Phenol zugeben und gut mischen, anschlieRend 1,5 ml Chloroform zugeben und
erneut gut mischen.

6) Zur Trennung der Phasen wird 10 Minuten bei >15000 x g und RT zentrifugiert und
anschlie3end die obere walrige Phase in ein neues Zentrifugenréhrchen tberflihren. Es ist
wichtig, daf’ dabei keine Interphase mit Gberfuhrt wird.
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7) Zur Abtrennung des restlichen Phenols erneut 1,5 ml Chloroform zugeben, erneut gut
mischen und 10 min bei >15 000 x g und RT zentrifugieren. Die obere walirige Phase wird
anschlieRend in ein neues Zentrifugenréhrchen tberfuhrt.

8) 50 % (v/v) Isopropanol zugeben, durch Invertieren mischen und 15 min bei >15000 x g bei
RT zentrifugieren. Die Nucleinsduren werden bei diesem Schritt als weil3es Pellet
abgetrennt.

9) Uberstand vollstandig entfernen, Pellet in 1 ml RNase A Lésung resuspendieren und zum
Abbau der RNA 60 Minuten bei 37 °C inkubieren.

11) 500 pl PEG-MgGtLOsung zugeben, grindlich mischen, Lésung in 1,5 ml Reaktions-
gefalie Uberfiihren, und 30 min bei >15000 x g und RT zentrifugieren

12) Uberstand vollstandig abziehen, vorsichtig 1,5 ml 0°C kaltes 70 %-iges Ethanol zugeben
und 10 min bei >15 000 x g zentrifugieren.

13) Ethanol vollstandig abziehen, DNA lufttrocken und in 100 ul TE Puffer resuspendieren.
(ggf. 10 Minuten Inkubation bei 56°C)

D.2.4.4.5 Fallung von DNA

Zur Fallung von DNA wird der DNA-LO6sung 1/10 Volumen 3 M Kaliumacetat (pH 5,2)
zugesetzt und anschlieRend 2 Volumen (bezogen auf das Volumen nach Kaliumacetat-
Zugabe) 96 %-iges Ethanol. Die Losung wird gemischt, 1 - 2 Stunden bei RT inkubiert und
anschlieBend bei13000 x g fur 15 Minuten bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wird restlos
entfernt, das DNA-Pellet mit 1 ml 0°C kaltem 70%-igem Ethanol vorsichtig tUberschichtet
ohne das Pellet abzulésen und fir 5 Minuter=tt8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird
erneut restlos entfernt, die DNA luftgetrocknet und in geeignetem LOsungsmittel
resuspendiert.

D.2.45 Konzentrationsbestimmung von DNA

D.2.4.5.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nucleinsduren

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA basiert auf ihrer UV-
Absorption mit einem Absorptionsmaximum der Nucleinsauren bei 260 nm. Fir die
Absorption sind dabei die aromatischen Ringe verantwortlich. Die Messung erfolgt in
Quarzkuvetten, da Quarzkivetten kein UV-Licht absorbieren. Nicht basengepaarte
Nucleinsauren besitzen eine hohere Absorption als basengepaarte Nucleinséauren, ein Effekt,
der als Hyperchromie bezeichnet wird, weshalb fur RNA und einzelstrangige DNA andere
Extinktionskoeffizienten gelten, als flr doppelstrangige DNA.
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In der Praxis verwendet man nachfolgende Naherungswerte fir die Konzentrations-
bestimmung von NucleinsaurerBei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht 1,6, einer
Konzentration von : 50 pg/ml doppelstrangiger DNA

40 pg/ml einzelstrangiger DNA

33 pug/ml einzelstrangiger RNA

20-30 pg/ml Oligonucleotiden

Die Reinheit einer Nucleinséaurelésung lafldt sich anhand des Verhdltnis der Extinktion bei
260 nm und 280 nm abschéatzen, da Proteine ein Absorptionsmaximum von 280 nm besitzen.
Eine reine DNA-LOsung besitzt ein Qdgnn{OD2gonnrVerhéltnis von 1,8, eine reine RNA-
LOsung von 2,0.

D.2.45.2 Densitometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration eine DNA-L6sung kann durch den Vergleich mit einer DNA-L6sung
bekannter Konzentration ermittelt werden. Dazu wird mit verschiedenen Verdinnungsstufen
der zu untersuchenden DNA-Probe zusammen mit einer bekannten Menge DNA,
beispielsweise einem DNA-Langenstandard, eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt
(siehe D.2.4.3). Nach der Ethidiumbromidfarbung wird das Gel mittels einer CCD-
Videokamera digital dokumentiert und anschlieRend die Konzentration der zu untersuchenden
DNA-L6sung mit Hilfe der WinCam V.2.2. Software (siehe D.1.13) bestimmit.

D.2.4.6 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsendonucleasen vom Typ Il erkennen definierte, meist palindrome DNA-
Erkennungssequenzen von meist vier bis acht Basenpaaren und spalten den DNA-
Doppelstrang innerhalb oder nahe der Erkennungssequenz. Dabei werden die Phosphodiester-
Bindungen beider DNA-Strange hydrolysiert, so dafl3 das 5°-Ende der entstehenden Fragmente
an der Desoxyribose eine 5°-Phosphatgruppe tragt, das andere Ende eine 3"- Hydroxylgruppe.
Die Schnitte kbnnen dabei versetzt sein, so dal3 Uberstehende Enden, sog. "sticky ends"
entstehen, oder die Schnitte kdnnen an identischen Positionen in der komplementéren
Sequenz erfolgen, was zur Ausbildung glatter Enden, sog. "blunt ends" fuhrt. Die Spaltung
von DNA kann allerdings in manchen Fallen verhindert werden, wenn die Erkennungsequenz
durch Basenmethylierung modifiziertist

Die Nomenklatur der Typ Il Restriktionsendonucleasen basiert auf ihrem jeweiligen
Herkunftsorganismus. So steBtoRI| beispielsweise fur das erstd @us dem Bakterium
EscherichiaCdi StammRY 13 isolierte Restriktionsenzym.

Die Inkubation mit Restriktionsenzymen erfolgt in (meist von Hersteller mitgelieferten)
Puffern, deren Salzkonzentration und pH-Wert eine moglichst hohe spezifische Aktivitat der
Enzyme gewabhrleistet. Einige Enzyme weisen jedoch, besonders bei suboptimalen
Pufferbedingungen eine unspezifische Spaltaktivitat auf, die sog "star"-Aktivitat.

Die Aktivitat der Restriktionsendonucleasen wird in Units (U) angegeben, dabei ist eine Unit
die Menge an Restriktionsenzym, welche 1 pg Ziel-DNA in einem Reaktionsansatz von 50 pl
innerhalb einer Stunde unter den vom Hersteller empfohlenen Puffer- und Temperatur-
bedingungen vollstandig spalftet

! Sambrook et al. 1989

% Smith & Birnstiel 1976

3 May & Hattmann 1975, Geier & Modrich 1979
* New England Biolabs 2000/2001
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Fur eine Restriktionsspaltung von DNA in einem Volumen von 20 ul wird folgender
Reaktionsansatz hergestellt:

Komponente Volumen Konzentration im Ansatz
DNA + dH,0 X i

10 x Reaktionspuffer 2,0 pl 1x

ggf. 100 x BSA-L6sung 0,2 ul 1x
Restriktionsenzym(e) je 10 U/20 pl
Gesamtvolumen 20 pl

Das Volumen der Glycerin-haltigen Enzyml6sungen sollte 10 % (v/v) nicht tUberschreiten.

Die verwendeten Restriktionsenzyme und Reaktionspuffer sind in Abschnitt D.1.4.1

aufgefuhrt. Die Inkubation, sofern nicht anders vermerkt, erfolgt, mit Ausnahme von

Restriktionsspaltungen m8ma (25°C), bei 37°C fur 45 bis 300 Minuten. Die Inaktivierung

der Restriktionsenzyme erfolgt durch 10-minitige Inkubation bei 65°C oder durch Zugabe
von 10 x Auftragspuffer (siehe D.2.4.3).

Die spezifischen Reaktionsbedingungen (Enzyme, Puffer und Inkubationsdauer), sowie
Abweichungen von den beschriebenen Bedingungen sind ggf. in den jeweiligen Abschnitten,
in denen Restriktionsspaltungen durchgefuhrt wurden, angegeben.

D.2.4.7 Dephosphorylierung von DNA

Die alkalische Phosphatase (SAP) aus der arktischen Gafhelmrealid katalysiert die
Dephosphorylierung des 5°-Phosphatrestes von DNA und RNA. Sie laf3t sich im Gegensatz zu
alkalischer Phosphatase aus Rinderdarm duch 10-minltige Behandlung bei 65°C inaktivieren.
Fur die Dephosphorylierung von DNA wird dem Restriktionsansatz (siehe D.2.4.6) nach der
Hitzeinaktivierung 1/10 Volumen des mitgelieferten 10-fach konzentrierten Reaktionspuffers
(siehe D.1.4.2) sowie 1 Unit SAP je 50 ng DNA zugesetzt und fur 20 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wird das Enzym 10 Minuten lang bei 65 °C hitzeinaktiviert.
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D.2.4.8 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von DNA stehen prinzipiell zwei unterschiedliche Methoden zur
Verfiigung: Die heute kaum noch verwendete DNA-Sequenzierung nach Maxam &'Gilbert
welche auf einer basenspezifischen chemischen Spaltung von DNA beruht und die
enzymatische Sequenzierung nach S&ngereses auch als Kettenabbruchmethode oder
Didesoxy-Methode bezeichnete Verfahren nutzt die Fahigkeit von DNA-Polymerasen einen
Oligonucleotidprimer zu verlangern, welcher an ein DNA-Template hybridisiert ist. In vier
getrennten basenspezifischen Reaktionsansatzen befinden sich dabei DNA-Template, ein
Primer, DNA-Polymerase, alle vier dNTPs und je eines der vier 2"-3"-Didesoxynucleosid-5"-
Triphosphate ddGTP, ddATP, ddTTP oder ddCTP. Diese sogenannten Didesoxyanaloge
unterscheiden sich von normalen Nucleotiden dadurch, dafl3 sich an der Ribose keine 3'-
Hydroxylgruppe befindet, welche bei der Verlangerung eines DNA-Stranges einen
nucleophilen Angriff auf dasa-Phosphoratom eines dNTPs fihrt. Der Einbau eines
Didesoxyanalogons in einen sich verlangernden DNA-Strang fuhrt damit zum Abbruch der
DNA-Synthese. Wegen dieser Eigenschaft der ddNTPs kommt es bei der Verlangerung des
DNA-Stranges selektiv bei "G", "A", "T" oder "C", je nachdem, welches ddNTP zugesetzt
wurde, statistisch an jeder Position des DNA-Stranges zu einem Kettenabbruch und damit zu
jeweils unterschiedlich langen neu synthetisierten DNA-Ketten.

Eine Weiterentwicklung der Sanger-Methode stellt das Cycle-SequencihdgHikbei wird

eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet und eine Polymerase-Kettenreaktion,
allerdings nur mit einem Primer durchgefihrt. Hierdurch kommt es zu einer linearen
Amplifikation der eingesetzten DNA, wodurch deutlich weniger Template-DNA eingesetzt
werden mul3.

Die  Sequenzanalyse erfolgt elektrophoretisch  mittels eines denaturierenden
Polyacrylamidgels nachdem die entstandenen DNA-Fragmente bei 95°C denaturiert und
anschlieBend auf Eis gekuhlt wurden, um intra- bzw. intermolekulare Basenpaarungen von
DNA-Strangen zu verhindern. Voraussetzung fur die Detektion ist, dal3 die neusynthetisierte
DNA eine Markierung besitzt, Uber welche sie nachgewiesen werden kann. Hierfur gibt es
zahlreiche Methoden, wie beispielsweise die radioaktive Markierung, die Markierung mit
Biotin oder Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die vier Reaktionsprodukte werden
nebeneinander aufgetragen und erzeugen bei der Elektrophorese eine "Leiter" von Banden,
wobei sich jede "Stufe" hinsichtlich ihrer Gré3e um eine Base von der nadchsten Stufe
unterscheidet. Durch diese Aufeinanderfolge unterschiedlich langer Fragmente in den vier
Spuren G, A, T und C kann die DNA-Sequenz abgelesen werden.

! Maxam & Gilbert 1977
2 Sangeet al. 1977
® Murray 1989
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D.2.4.8.1 DNA-Sequenzierung mit dem DNA-Sequencer 1500

Bei dem verwendeten Sequenziersystem handelt es sich um ein Direct-Blotting System, bei
dem die DNA-Fragmente bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese das Sequenziergel
vollstandig durchlaufen und am Ende des Gels aus diesem wieder austreten. Sie werden dabei
direkt auf eine Nylon-Membran geblottet, welche direkt unter den Enden der Glasplatten des
Elektrophoresesystems entlanggefuhrt wird, so dal3 sich durch die Bewegung der Membran
die kurzen DNA-Fragmente vorne auf der Membran befinden, die langen Fragmente am
Ende. Zur Detektion werden Biotin-markierte ddNTPs verwendet, welche lber ein Biotin-
bindendes Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat hachgewiesen werden.

Fur die kolorimetrische Detektion der Fragmente auf der Membarn dient das NBT/BCIP
Farbesystem. Die Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase bindet dabei an die Biotin-
markierten ddNTPs und spaltet die Phosphatgruppe vom BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyphosphat) ab. Nach der Oxidation fallt am Entstehungsort ein blauer Indigofarbstoff
aus. Die Farbreaktion wird durch NTP (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) noch zusatzlich
verstarkt.

Das Prinzip der Methode ist in Abbildung 15 dargestellt.

Sequenzierreaktionen Hybridisierung mit SA-AP
dsDNA (Matrize) alkalische Phosphatase
> Primer — O (AP)
— ptavidin (SA)
> mit ddNTPEBiotin endende ssDNA
_—
Auftrennung im PAA-Gel und Blotting l
GATC GATC Farbnachweis > blauer
O |- - Niederschlag
O SN € > BCIP/NBT

Abbildung 15: Prinzip der DNA-Sequenzierung mit dem DNA-Sequencer 1500
Die Abbildung wurde freundlicherweise von Dr. Paul-Bertram Kamp zu Verfligung gestellt.

Mit dem GATC Sequencer 1500 System wurden, bis zum Erwerb des Li-Cor DNA 4000
Sequenziersystems, die in die Vektoren neu eingesetzten Inserts sequenziert.

Tabelle 10 listet die teilweise sequenzierten Plasmide und die daflir verwendeten Primer auf.

Plasmid Sequenzierprimer (siehe D.1.8)

pWTBIl Dag 21

pSBR3 HC2/Glu429/+

pSBR4 HC2/Glu228/, HC2/Ser273/2/+, HC2/Lys 391/-
pHCII F195C HC2/Leull0/+

pHCII C273S/C323S | HC2/Glu228/+, HC2/Lys391/-

Tabelle 10: Kombination der teilweise sequenzierten Plasmide und der dafir verwendeten Sequenzierprimer
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D.2.4.8.1.1 Sequenzierreaktionen

Fir die Sequenzierreaktionen wurde das Biocycle Sequencing Kit der Firma GATC
verwendet. Es verwendet anstelle von dGTP dITP (Desoxy-Inosintriphosphat), wodurch es zu
einem verstérkten Signal und zu verringerter Sekundérstrukturbildung koSequenator ist

ein Enzym-Puffer-Gemisch, das zu verbesserten Sequenzierergebnissen fuhrt (keine naheren

Angaben des Herstellers).

LOsungen:

- Plasmid-Ldsung

- Primer (20 uM) in d&D

- 10 x Klen Them Puffer (siehe D.1.4.2)

- dITP-Mix (aus Biocycle Sequencing Kit) (enthalt dITP, dATP, dTTP, dCTP)
- Sequenator

- Klen Thermase Sequenase (10 U/ul)

- ddNTP-L6sungen (aus Biocycle Sequencing Kit)

- Stop-L6sung (aus Biocycle Sequencing Kit)

Fur die Sequenzierreaktion wird folgender Reaktionsansatz hergestellt:

Komponente Volumen
in pl
Primer 0,5
10 x Klen Therm Puffer 2,1
dITP Mix 2,0
Klen Thermase Sequenase 0,8
Sequenator 5,0
DNA-Template (1-5 pg) €H.0 10,6
Gesamtvolumen 21

Der Reaktionsansatz wird auf vier Ansatze zu je 5 pl verteilt, jeweils 1 pl einer der vier
ddNTP Losungen zugegeben und nachfolgendes PCR-Programm durchgefihrt.

Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 95°C 3 Minuten
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
55 PCR-Zyklen Annealing 57°C 10 Sekunden
Elongation 65°C 35 Sekunden
terminale Elongation 65°C 4 Minuten
Endloskuhlschleife 10°C

Nach dem Ende der PCR werden zu jedem Ansatz 4 ul Stop-Losung zugegeben.

! GATC Manual Biocycle Sequencing Kit
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D.2.4.8.1.2 Gellauf mit GATC-Long Run System und Detektion

Das Vorbereiten der Glasplatten, das Giel3en des Sequenziergels sowie Vorbereitung und
Durchfugrung des Sequenzierlaufes erfolgen entsprechend den Angaben des GATC-
Manuals.

Nach Beendigung des Vorlaufes werden die Proben fir drei Minuten bei 95 °C denaturiert
und anschliel3end sofort in Eiswasser abgekunhlt. Bis zu 3,5 ul Probe kénnen pro Tasche des
Sequenziergels aufgetragen werden. Die Nylonmembran wird mit einer Geschwindigkeit von
10 cm/Stunde gestartet, sobald die Farbstoffront aus dem Gel austritt.

Nach Abschluf des Blotts wird die Membran im UV-Stratalinker fir 30 Sekunden bestrahlt
und anschliel3end fur 20 Minuten bei 80°C getrocknet.

Die Detektion erfolgt mit dem DIG-Nucleic-Acid-Detection Kit entsprechend der Vorschrift
Dabei werden abweichend von der Vorschrift 2,5 pl Streptavidin-alkalische-Phosphatase-
Konjugat verwendet.

D.2.4.8.2 DNA-Sequenzierung mit dem Li-Cor DNA Sequencer 4000

Das Li-Cor DNA 4000 Sequenziersystem beruht auf der Detektion von laserangeregten
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sequenzierprodukten. Das in dieser Arbeit verwendete
System benutzt fir das Cycle-Sequencing Primer, welche mit dem Farbstoff IRD800 markiert
sind. Der Farbstoff wird durch eine Laserdiode mit der Wellenlange 788 nm angeregt. IR800
hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 795 nm und emitiert Licht der
Wellenlange 819 nm. Die Detektion erfolgt dabei wahrend der Elektrophorese. Laser und
Detektionseinheit des Systems sind auf den unteren Bereich des Polyacrylamidgels gerichtet
und detektieren die unterschiedlich langen DNA-Fragmente in den vier Reaktionsansatzen
wenn sie an der Laser-Detektionseinheit vorbeiwandern. Mittels der zum System gehdrenden
Software kann die DNA-Sequenz anschlie3end ermittelt werden.

Fur das Cycle Sequencing wurde das Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer
Sequencing Kit der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Es enthélt vier sog.
Basenreagenzien, die sich folgendermal3en zusammensetzen:

G-, A-, T-, C-Basenreagenz Tris-HCI pH 9,5
(keine naheren Angaben vom Hersteller) MgCl,
Tween 20
Nonidet P-40

2-Mercaptoethanol

dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP
thermostabile Pyrophosphatase
ThermoSequenase

jeweiliges ddNTP

LOsungen:

- Plasmid-L6sung

- IRD800-markierte Primer: 2 uM in gBl (siehe D.1.8)

- G-, A, T-, C-Basenreagenzien (aus Sequenzierkit)

- Formamid-EDTA-Fuchsin-Lésung (aus Sequenzierkit)
- DMSO

! GATC Manual DNA Sequencer 1500
2 Boehringer Mannheim Manual
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Fur die Sequenzierreaktion wird folgender Reaktionsansatz mit 0,25 pmol DNA-Template
hergestellt:

Komponente Volumen
in pl
IRD800-markierter Primer 1,05
DMSO 1,0
DNA-Template + d&O 18,95
Gesamtvolumen 21

Der Reaktionsansatz wird auf vier Ansatze zu je 5 ul verteilt, jeweils 1,5 ul des G-, A- |T-
oder C-Basenreagenz zugegeben und nachfolgendes PCR-Programm durchgefihrt.

Teilzyklus Temperatur Dauer
1. Denaturierung 95°C 2 Minuten
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
40 PCR-Zyklen Annealing 57°C 30 Sekunden
Elongation 70°C 30 Sekunden
Endloskuhlschleife 10°C

Nach Abschlul3 der PCR werden zu jedem Reaktionsansatz 6 pl Formamid-EDTA-Fuchsin-
Losung zugegeben. Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben auf das Sequenziergel werden
die Proben 2 Minuten bei 72 °C denaturiert und anschlieend sofort in Eiswasser abgekuhlt.

Das Vorbereiten der Glasplatten, das Giel3en des 41 cm langen Rapid XL-Sequenziergels und
die Vorbereitung des Sequenzierlaufes erfolgen entsprechend den Angaben der Li-Cor
BedienungsanweisuhgDer Vorlauf erfolgt fiir 15 Minuten, wobei folgende Limits iiber das
System eingestellte werden:

Spannung: 2000 V

Stromstarke: 35 mA

Leistung: 35 W

Temperatur: 45°C
AnschlieRend werden in die Probentaschen bis zu 1,5 pl Probe aufgetragen. Der
Sequenzierlauf wird mit denselben Parametern wie der Vorlauf durchgefuhrt, allerdings fur
eine Dauer von 3-4 Stunden. Die vom System eingescannten Daten kdnnen anschliel3end mit
Hilfe der Baselmage IR V. 4.1 Software (siehe D.1.13) ausgewertet werden.

Der kodierende Bereich der HCII-cDNA in den Plasmiden pWTBIl, pHACJi
pHCIIAC F195C, pHCWC F195C/P52C, pHCAC F195C/G54C und pHQIC
F195C/S68C wurde mit den Primern (siehe D.1.8) His-3/+/IRD800, Leull0/+/IRD80O0,
Met344/+/IRD800 und Phe234/+/IRD800 sequenziert. Zusatzlich wurde der restliche Teil des
3’-nicht-kodierende Bereiches der HCII-cDNA und der Ubergang in den Ausgangsvektor
pCDM8 beim Plasmid pWTBIl mit dem Primer HC2/1601/+/IRD800 sequenziert.

! Licor Manual 1998
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D.2.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4 DNA-Ligase

Das Einfugen von DNA in mit Restriktionsenzymen geschnittene Vektoren erfolgte mittels
der T4 DNA-Ligase. T4 DNA-Ligase stammt urspringlich aus dem Bakteriophagen T4, wird
aber inzwischen rekombinantin coli hergestellt.

Das Enzym katalysiert die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer
5’-Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxylgruppe von Ribose oder Desoxyribose in
doppelstrangiger DNA oder doppelstrangiger RNMabei verbindet das Enzym sowohl
"blunt ends", als auch "sticky ends". Die Aktivitdt von T4 Ligase wird haufig in Weiss Units
angegeben

Fir die Ligation wird ein Vektor-Insert Verhéaltnis von 1:3 empfohlen. Die Konzentration der
DNA-Fragmente wird dafiir densitometrisch geschéatzt (siehe D.2.4.5.2) und die Menge an
einzusetzendem Insert nach folgender Formel berethnet

ng Vektor DNA x kB Grofie d. Inserts x molares Verhaltnis Insert__ ng Insert DNA
kB GroBe d. Vektors Vektor

Fur die Ligation wird folgender Reaktionsanssatz hergestellt:
Komponente Volumen Konzentration im Ansatz
DNA-Fragmente + dk0 26,0 pul
10 x Reaktionspuffer (siehe D.1.4.2) 3,0 pl 1x
T4 DNA-Ligase (10 Weiss Units/ul) 1,0 pl 10 Weiss units/30 pl
Gesamtvolumen 30 pl

Der Ansatz wird G. N. in einem Thermocycler jeweils 30 Sekunden abwechselnd bei 10°C
und 27°C inkubieft Die Ligase wird anschlieRend fiir 15 Minuten bei 65°C inaktiviert und
das Ligationsprodukt in kompeterie coli Zellen transformiert (siehe D.2.1.3).

! Engler & Richardson 1982
> Weisset al. 1968

3 Promega 1996

* Lundet al. 1996
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D.2.4.10 Konstruktion von Plasmiden

Fur den Nachweis des allosterischen Akivierungsmechanismus von HCII durch GAGs sollte
rekombinantes HCIl produziert werden, in welchem die drei natirlich vorkommenden
Cysteine durch Serin ersetzt sind, und bei dem der saure Aminoterminus des Proteins Uber
eine Disulfidbricke an den Kern des Molekils gebunden ist. Hierflr sollten zwei neue
Cysteinreste in das Molekul eingefuihrt werden.

Zur Produktion von rekombinantem HCIl stand bereits der Shuttle-Vektor pWEBil
Verfiigung. Bei pWTBIl handelt es sich um ein Derivat des pCDM8 Véktiorsiessersad-
Schnittstelle die, ebenfalls mBad geschnittene HCII-cDNA, in der fir die Expression
korrekten Orientierung hinter dem CMV-Promdteingebaut ist.

SvaOori Col E1 ori Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung

-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13

-sup F: amber-Suppressor tRNA Gen

-CMV-Promotor: viraler Promotor aus

humanem Cytomegalovirus

-HCII-cDNA: Heparinkofaktor I cDNA

-MCS: multiple cloning site

-Splice & Polyadenylierungssignale

-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-

Polyoma ori & Enhancer
M13 ori

Splice- & PolyadenylierungssignaleSup = k

pPWTBIl
6571 Bp

CMV-Promotor

T7-Promotor

’ - Sad, 2121 ursprung und Enhancer des Polyoma-
Sad, 4336 virus
.)£m|?1f||\g|4426394 -SV40 ori: Replikationsursprung des
HCII-cDNA ' SV40 Virus
Pvul, 3649 _ * Rsal, 2842 -Fur AlwNI, BanHl, PfIMI, Pvul,
=Pf|,'\/‘ﬁag‘2*(')é3086 Rsd und Xmri sind weitere Schnittstel-
AWNI, 3209 len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

Abbildung 16: Aufbau und Elemente des pWTBIl Shuttle-Plasmids, sowie relevante Schnittstellen.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

pWTBIl wurde im E. ColiStamm MC1061/P3vermehrt. Dieser Stamm enthalt das P3-
Plasmid, welches u. a. Resistenzgene gegen Ampicillin/Carbenicillin und Tetracyclin enthalt.
Beide Gene sind durch eine amber-Mutation unterbrochen. Die durch pWTBIl kodierte
amber-Suppressor-tRNA supF erméglichte durch ein "Uberlesen" der amber-Mutationen die
Expression der beiden Resistenzgene und diente somit als Selektionsmarker fur Bakterien, die
mit pCDM8 oder dessen Derivaten transformiert wurden. Fur die Expression der HCII-cDNA
wurde das COS-Zell System verwendet (siehe D.2.2.6).

pWTBIl diente als Ausgangsvektor fur die Konstruktion der verschiedenen HCIl Mutanten.
Die HCII-cDNA-Mutanten wurden im ersten Schritt Uber PCR-Mutagenese (siehe D.2.4.2)
erzeugt und die PCR-Mutagenese-Produkte z.T. subkloniert (siehe D.2.4.10.1). Mit Hilfe von
Restriktionsendonucleasen wurden Teile der HCII-cDNA aus pWTBIl entfernt und durch die
veranderten Sequenzen ersetzt (siehe D.2.4.6 und D.2.4.9).

Abbildung 17 auf der nachsten Seite zeigt als Ubersichtsdiagramm den "Plasmid-
stammbaum”, der den Entstehungsweg der verwendeten Plasmide unter Auslassung von
pSBR21 darstellt.

! Ragget al. 1990a

>Seed 1987

% Boshartet al. 1985; Foecking & Hofstetter 1986
4 Hanahan 1983
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pPCR Script PCR-Mutagenese pCDM8 pPCR Script PCR-Mutagenese pPCR Script PCR-Mutagenese
cloning Vektor Produkt HCII cDNA * Vektor  cloning Vektor Produkt cloning Vektor Produkt

F195C C273S/C323S C467S
Srfl\ / Sad ﬁad Srfl / Sl /

pSBR1 pPWTBIl * pSBR4 pSBR3

Aocl, Rcd Aocl, Rcd Sma. Rc
\ l%ca
pHCII l

F195C pHCII
C273S/C323S

Mscl, Sal (p) l

}

pHCII AC
Aocl, Rcd l Aocl, Rcd

Mscl, Sal

pPHCII AC
F195C
PCR-Mutagenese PCR-Mutagenese PCR-Mutagenese
Produkt Aocl Produkt Produkt
Aocl, odl, Aodl,
Psi o Psac st | s 1)
Aocl, Pst l Aocl, Pst Aocl, Pst
pHCII AC PHCII AC pHCII AC
F195C/P52C F195C/G54C F195C/S68C
* Ragg, H.et.al. J.Biol. Chem. blaue Schrift: Basisvektor pCDM8 Shuttlevektor rot: verwendete Restriktionsendonukleasen
1990,265:5211-5218 grine Schrift: Basisvektor pPCR Script cloning Vektor (p) : nur partielle Spaltung durch das Enzym

Abbildung 17: Stammbaum der verwendeten Plasmide (ohne pSBR21). In die Vektoren eingebaut, bzw ausgetauscht wurdemj@neglsl&rdtCII-cDNA.
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D.2.4.10.1 Subklonierung von PCR-Mutagenese-Produkten

Die Subklonierung von PCR-Mutagenese-Produkten erfolgte mit Hilfe des pCRYScript
SK(+) Cloning Kit der Firma Stratagene. Das Kit wurde im Laufe der Arbeit vom Hersteller
umbenannt in "pCR-Script Amp SK(+) Cloning Kit", alle Komponenten blieben dabei aber
unverandert.

Die Subklonierung stellt gewissermalRen eine "Konservierung” des PCR-Mutagenese-
Produktes dar, und ermdglicht es, Gber eine Plasmidisolation (siehe D.2.4.4.4) grol3e Mengen
des subklonierten PCR-Mutagenese-Produktes zu erhalten.

Das PCR-Produkt wird "blunt end" in den, mit dem Restriktionser&sfhtinearisierten pCR
Scripf® SK (+) cloning Vektor (sieche Abbildung 18) ligitrtDie Zugabe vorSri? zum
Ligationsansatz Offnet dabei religiertes Plasmid wieder, der Einbau von Fremd-DNA in die
Schnittstelle zerstort diese. D& fi-Schnittstelle befindet sich in der multiple cloning site,
welche sich wiederum im Lac Z Gen des Vektors befindet. Das Genprodukt des LacZ Gen,
das a-Fragment der3-Galaktosidase dient der-Komplementation de€. coli Stammes
Epicurian coli® XL1-Blue MRF" Kan (siehe D.1.9), welcher somit enzymatisch akfive
Galaktosidase erzeugen kann und in der Lage ist, Laktose abzubauen. Der Abbau von Laktose
ist mit einer Saureproduktion verbunden, welche sich auf EMB-LB-Agar & Amp Platten
(siehe D.2.1.1) durch eine Rot-Farbung der Bakterienkolonien manifesiéet Ligation

eines PCR-Produktes in das LacZ-Gen fluhrt zu einer Insertionsinaktivierung. LacZ-defiziente
Baktieren, die mit einem solche Plasmid transformiert werden, sind nicht in der Lage Laktose
abzubauen und erscheinen auf EMB-LB-Agar & Amp Platten weil3. Als Selektionsmarker fur
eine erfolgreiche Plasmidtransformation dient dala-Gen, welches Resistenz gegen
Ampicillin und Carbenicillin vermittelt.

PCR-ScriptMSK(+)

cloning Vektor Vektorelemente:

-f1(+) origin: Replikationsursprung des f1-Phagen
zur Erzeugung von ssDNA

-lacz kodiert fur a-Fragment der 3-Galac-

tosidase

-MCS: multiple cloning site

-Col E1 origin: Bakterieller Replikationsursprung

-Ampicillin:  Ampicillin- & Carbenicillin Resis-
tenzgenkla)

Abbildung 18 : Aufbau des pCR Script SK(+) cloning Vektors

! Liu & Schwartz 1992
2 Simcoxet al. 1991
3 Schlegel 1992
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Die Ligation der PCR-Mutagenese-Produkte in den Vektor und die Transformation in die
bereits superkompetent&picurian col” XL1-Blue MRF~ Kan-Zellen erfolgt entsprechend

dem Protokoll des pCR-ScriptSK(+) Cloning Kits. Die transformierten Bakterien werden

auf EMB-LB-Agar & Amp Platten ausgestrichen (siehe D.2.1.1), weil3e Bakterienkolonien
am néchstenTag auf neue Platten tUbertragen und 3 ml Flussigkulturen mit LB-Flissigmedium
& Amp (siehe D.2.1.1) hergestellt. Aus den Flussigkulturen werden die Plasmide mit Hilfe
des Quantum Pr&pPlasmid Miniprep Kits isoliert (siehe D.2.4.4.3). Die isolierten Plasmide
werden anschlieRend mittels einer Agarosegelelektrophorese charakterisiert (siehe D.2.4.3).
Dabei kdnnen Insert-enthaltende Plasmide an ihren langsameren Laufverhalten, im Vergleich
zu Plamiden ohne Insert identifiziert werden.

D.2.4.10.1.1 Konstruktion des Plasmids pSBR1

Fir die Konstruktion des Plasmids pSBR1 wurde das PCR-Mutagenese-Produkt mit der
Mutation F195C (Austausch des Codons flir Aminosaure Phenylalanin 195 gegen ein Codon
fur Cystein) "blunt end" in den pCR-ScriptSK(+) cloning Vector ligiert (siehe D.2.4.10.1).

Die PCR-Mutagenese nach der Methode von Pieardl. (siehe D.2.4.2.1) wurde mit den
Primern (siehe D.1.8) HC2/Leul10/+, HC2/Cys195/- und HC2/Leu254/- und dem Template
pWTBII durchgefihrt. Das entstehende PCR-Mutagenese-Produkt hatte eine Lange von 434
Bp und unterschied sich von der Ausgangs-DNA durch die Mutation3TIIGT welche das
Codon fur Aminoséaure Phel95 &ndert in Cys195 und eine stille Indikatormutation$6GG
GGA im Codon fur Aminosaure Gly196 einfligte, welche &tsd Schnittstelle entfernt.

Isolierte Plasmide, die sich in der Agarosegelelektrophorese (siehe D.2.4.3) als "Insert-
tragend" herausgestellt hatten, wurden zur Ermittlung der Insert-Orientierung, zur
Uberprifung der Indikatormutation und zur Charakterisierung mit den Restriktionsenzymen
Rcd, Rsd, Hindlll und Aod gespalten (siehe D.2.4.6). Die errechneten Fragmentgré3en und
die Plasmidkarte von pSBR1 befinden sich im Abschnitt E.2.1.1.

D.2.4.10.1.2 Konstruktion des Plasmids pSBR3

Fur die Konstruktion des Plasmids pSBR3 wurde das Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-
Produkt mit der Mutation C467S (Austausch des Codons fur Aminosaure Cys467 gegen das
Codon fur Serin) "blunt end" in den pCR-ScHptSK(+) cloning Vektor ligiert (siehe
D.2.4.10.1).

Hierfir wurde zunéchst das PCR-Mutageneseprodukt durch Overlap-Extension-PCR-
Mutagenese (siehe D.2.4.2.2) mit den Primerkombinationen HC2/Glu429/+ und
HC2/Ser467/- (PCR-Produkt: 127 Bp) sowie HC2/Ser467/+ und HC2/1813/- (PCR-Produkt
422 Bp) und dem Template pWTBIl hergestellt.

Das entstehende Overlap-PCR-Mutagenese-Produkt hatte eine Lange von 526 Bp und
unterschied sich von der Ausgangs-DNA durch die Mutation FSCTCC, welche das
Codon fur Aminosaure Cys467 andert in Ser467 und gleichzeitig Raidé Schnittstelle
entfernt.

Mit isolierten Plasmiden, die sich in der Agarosegelelektrophorese (siehe D.2.4.3) als "Insert-
tragend" herausgestellt hatten, wurden zur Ermittlung der Insert-Orientierung, zur
Uberprifung der Indikatormutation und zur Charakterisierung Restriktionsspaltungen mit den
RestriktionsenzymerPvul, EcoRl, Ndd und AIwNI durchgefiihrt (siehe D.2.4.6). Die
errechneten FragmentgréRen und die Plasmidkarte von pSBR3 befinden sich im Abschnitt
E.2.1.2. Das Insert wurde zusatzlich partiell sequenziert (siehe D.2.4.8.1).

! Stratagene Instruction Manual 1994
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D.2.4.10.1.3 Konstruktion des Plasmids pSBR4

Fur die Konstruktion des Plasmids pSBR4 wurde ein PCR-Mutagenese-Produkt, in dem
gleichzeitig die Codons fiur die beiden Cysteine Cys273 und Cys323 durch Codons fir Serin
ersetzt waren, "blunt end" in den pCR-SEMptSK(+) cloning Vector ligiert (siehe
D.2.4.10.1). Das Overlap-PCR-Mutagenese-Produkt von 490 Bp entstand durch eine
Kombination der PCR-Mutagenese nach Picerdal. (siehe D.2.4.2.1) und der Overlap-
Extension-PCR-Mutagenese (siehe D.2.4.2.2) jeweils mit dem Template pWTBIl wie in
Abbildung 19 dargestellt.

HC2/8er273/2/+ HC2/Ser323/+

A — N, >
« —
¥ HC2Lys391-
Y, U
——
sl A ’ >
~ .
Schritt 1:

PCR-Mutagenese nach Picard

L —,
< *y V —

HC2/Lys391/-
Schritt 3: Overlap-Extension-PCR mit aufgereinigten PCR-Produkten

Legende: Primer mutagene Primer

Abbildung 19 : Prinzip der PCR-Mutagenesen fiur die gleichzeitige Mutation von Cys273 und Cys323

Den ersten Schritt stellte eine PCR-Mutagenese nach Paaral. mit den Primern
HC2/Ser273/2/+, HC2/Ser323/+ und HC2/Lys391/- (siehe D.1.8) dar (rot dargestellt in
Abbildung 19). Das entstehende PCR-Mutagenese-Produkt hatte eine Lange von 364 Bp und
unterschied sich von der Ausgangs-DNA durch folgende Mutationen: Codon fir Cys273
(TGC) wird zu Codon fur Ser (TCC), Codon fur Gly278 (GGA) wird durch stille Mutation zu
GGT, wodurch eindBanHI-Schnittstelle entfernt wird, Codon fiir Cys323 (TGC) wird zu
Codon fur Ser (TCC) und Codon fir Leu321 (CTG) wird durch stille Mutation zu CTA,
wodurch gleichzeitig einAlwNI und einePflMI Schnittstelle entfernt werden.

Den zweiten Schritt stellte eine konventionelle PCR (siehe D.2.4. Bfoi@NA-Polymerase

und den Primern HC2/Glu228/+ und HC2/Ser273/2/- (siehe D.1.8) dar (grin dargestellt in
Abbildung 19). Das in diesem Schritt entstehende PCR-Mutagenese-Produkt mit einer Lange
von 163 Bp enthielt eine geeignete Restriktionsschnittstelle flr den spateren Einbau in den
Expressionsvektor pWTBIil bzw. dessen Derivate und unterschied sich von der Ausgangs-
DNA durch die Mutationen TGG» TCC, welche das Codon fiur die Aminosaure Cys273 zu
Ser273 andert und die stille Indikatormutation GGA GGT, die im Codon fur die
Aminosaure Gly278 eineBanH| Schnittstelle entfernt. Die beiden PCR-Mutagenese-
Produkte, welche an einem Ende zueinander komplementéar sind, wurden mit dem Jetsorb
DNA Gel Extraction Kit (siehe D.2.4.4.1) aufgereinigt. AnschlieRend wurde eine Overlap-
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Extension-PCR (Schritt 3 in Abbildung 19), wie unter Abschnitt D.2.4.2.2 beschrieben mit
den beiden Primern HC2/Glu228/+ und HC2/Lys391/- durchgeflhrt.

Insert enthaltende Plasmide wurden zur Ermittlung der Insert-Orientierung, zur Uberprifung
der Indikatormutationen und zur Charakterisierung mit den RestriktionsenzBararl,

Dral, AIwNI, Xhd, Rcd und Smd gespalten (siehe D.2.4.6). Die errechneten
FragmentgroRen und die Plasmidkarte von pSBR4 befinden sich im Abschnitt E.2.1.3 Das
Insert wurde zusatzlich partiell sequenziert (siehe D.2.4.8.1).

D.2.4.10.2 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Alle Expressionsplasmide mit Ausnahme von pSBR21 (siehe D.2.4.10.3) sind Derivate von
pWTBIl (siehe D.2.4.10). Die Ausgangsplasmide und die jeweiligen Inserts wurden mit
derselben Kombination von Restriktionsenzymen geschnitten (siehe D.2.4.6). Teilweise
wurden die DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung (siehe D.2.4.3) mit Hilfe
des Jetsorb DNA Gel Extraction Kit (siehe D.2.4.4.1) gereinigt. Die Fragmente wurden mit
T4 DNA-Ligase zum jeweiligen neuen Plasmid ligiert (siehe D.2.4.9), die Plasmide
anschlieend in kompeterie coli MC1061/P3 Zellen transformiert (siehe D.2.1.3) und die
Zellen auf LB-Agar & Carb & Tc Platten (siehe D.2.1.1) aufgebracht. Am nachsten Tag
wurden die Kolonien auf neue Platten Ubertragen und 3 ml Flissigkulturen mit LB-
Flissigmedium & Carb & Tc (siehe D.2.1.1) hergestellt, aus denen wiederum die Plasmide
mit Hilfe des Quantum PrépPlasmid Mini Prep Kits (siehe D.2.4.4.3) fiir die weitere
Charakerisierung isoliert wurden.

Tabelle 11 zeigt die Eigenschaften der HCII-cDNAs in den verschiedenen
Expressionsvektoren und die jeweiligen Indikatormutationen. Die Sequenzen der partiell bzw.
vollstandig sequenzierten cDNAs sind in Abschnitt E.3 dargestellt.

Cys273 Cys323 Cys467 Phel95 Pro52 Gly54 Ser68
\ \ \’ \ \ \ \
Ser273 Ser323 Ser467 Cys195 Cysbh2 Cys54 Cys68
Plasmid
BanHl PfIMI & Pvul Rsd PfIMI PfiMI Xmn
bei Gly278[ AlwNI bei Cys467 bei Gly196( bei Thr47 | bei Thr47 | bei Phe67
entfernt | bei Leu321 entfernt entfernt entfernt entfernt entfernt
entfernt
pWTBII - - - - - - -
pHCII F195C - - - + - - -
pHCII + + - - — - —
C273S/C323S
pHCIIAC - - - -
pHCIAC F195C + - - -
pHCIIAC + + _ _
F195C/P52C
pHCIIAC + + + + - + -
F195C/G54C
pHCIIAC + + + + - - +
F195C/S68C

Tabelle 11: Eigenschaften einschlie3lich der jeweiligen Indikatormutationen der HCII-cDNA-Varianten in den
verschiedenen Expressionsvektoren. Der Pfdikeénnzeichnet jeweils die Anderung der Aminosauresequenz

des Proteins von der Ausgangsaminosaure (oberhalb des Pfeils) zur neuen Aminosaure (unterhalb des Pfeils).
Fir cDNA- und Aminosauresequenz von HCII siehe H.1.

Die von diesen Plasmiden codierten rekombinanten Proteine werden analog zur Bezeichnung
der Plasmide als Wildtyp (WT) HCIHCII F195C, HCII C273S/C323S, HQIC, HCIIAC F195C,
HCIIAC F195C/P52C, HCNC F195C/G54C und HCAIC F195C/S68C bezeichnet.
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D.2.4.10.2.1 Konstruktion des Plasmids pHCII C273S/C323S

pHCII C273S/C323S enthélt eine HCII-cDNA, bei der die Codons fur die Aminosauren
Cys273 und Cys323 durch Codons fur Serin ersetzt sind.

Ausgangsvektoren fur pHCIlI C273S/C323S waren pWTBIl (siehe D.2.4.10) und pSBR4
(siehe D.2.4.10.1.3). Letzterer enthalt die Mutationen Cys27%er273 und Cys323»

Ser323 sowie die Indikatormutationen, die je éwheNI , PfIMI und BanHl Stelle entfernen.

Far die Konstruktion von pHCIl C273S/C323S wurden die beiden singulimgnund Rcd
Schnittstellen im Plasmid pWTBIl (siehe Abbildung 16) genutzt. Dazu wurden pWTBIl und
pSBR4 jeweils mitSmd und Rcd in einem Doppelverdau mit Puffer 4 gespalten (zur
Restriktionsspaltung siehe D.2.4.6). Bmd ein Temperaturoptimum von 25 °C hat, wurde
zuerst 40 Minuten bei 25°C inkubiert, anschlielend 40 Minuten bei 37°C. Danach wurden die
Restriktionsenzyme fir 10 min bei 65°C inaktiviert. pWTBIil wurde diBoid und Rcd in

zwei Fragmente von 329 Bp und 6242 Bp gespalten. Das 329 Bp-Fragment wurde
anschlieBend durch das entsprechende 329 Bp-Fragment aus pSBR4, welches die
gewtunschten Mutationen und Indikatormutationen enthielt, ersetzt. pSBR 4 wurd&kddrch
undSmad in finf Fragmente von 72, 329, 795, 1008 und 1247 Bp gespalten.

Fur die Ligation (siehe D.2.4.9) wurden als DNA-Fragmente die ungereinigten
Restriktionsansatze der beiden Restriktionsspaltungen verwendet. Die Methode hatte den
Nachteil, daR neben den gewilnschten Plasmiden auch ungewiinschte Ligationsprodukte
entstanden, so dal3 pHCIlI C273S/C323S unter einer Vielzahl von Klonen gesucht werden
muf3te. In Vorversuchen war es jedoch nicht gelungen, Fragmente, die mit dem Jetsorb DNA
Gel Extraction Kit isoliert waren zu ligieren (Ergebnisse nicht dargestellt). Der Grund hierfur
durfte darin liegen, dalR das Jetsorb DNA Gel Extraction Kit mit einer Kieselgel-Lésung
arbeitet, von der sich vermutlich Reste in der gereinigten DNA befanden. Es ist bekannt, dal3
Kieselgel sich stérend auf enzymatische Reaktionen auswirkt

SV40 Ori Col E1 ori

Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung

-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13

-supF: amber-Suppressor tRNA Gen

-CMV-Promoter: viraler Promotor aus

humanem Cytomegalovirus

-HCII-cDNA: Heparinkofaktor Il cDNA

-MCS: multiple cloning site

-Splice& Polyadenylierungssignale

-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
ursprung und Enhancer des Polyoma-

Polyoma ori & Enhancer
M13 ori

Splice- &Polyadenylierungssignale sup F ‘

pHCII C273S/C323S
6571 Bp

CMV-Promotor

" Sad, 2121

HCII-cDNA

Sad, 4336 virus
Smal, 3321 Real 2994 x"mifl'""'z';ligg‘l -SV40 ori: Replikationsursprung des
; \ SV40 Virus
Pvul, 3649 _ * Rsal, 2842 -Far AlwNI, BarrHI, PfIMI, Pvul,
i Cys273- Ser273 Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-
Cys323— Ser323  BamH| entfernt len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

PfIMI und AlwNI
entfernt

Abbildung 20 : Aufbau und Elemente des Plasmids pHCIl C273S/C323S.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.
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Die ligierten Plasmide wurden wie beschrieben (siehe D.2.4.10.2) transfomiert und korrekte
pHCII C273S/C323S Plasmide anhand der eingefuhrten Indikatormutationen durch
Restriktionsspaltungen manHI und AlwNI identifiziert.

Die weitere Charakterisierung von pHCII C273S/C323S erfolgte durch Restriktions-
spaltungen (siehe D.2.4.6) n8imd, Rcd, BanHl, EcoRIl, Msd und Sal. Die errechneten
FragmentgroRen sind in im Abschnitt E.2.2 dargestellt. Das Insert wurde zusatzlich
sequenziert (siehe D.2.4.8.1).

pHCII C273S/C323S unterscheidet sich von pWTBIl durch folgende Mutationen:

- Cys273— Ser273, Indikatormutation im Codon fur Gly 278 entf@&aitrH| Schnittstelle

- Cys323— Ser323, Indikatormutation im Codon fur Leu 321 entfekhwNI und PfIMI
Schnittstellen

D.2.4.10.2.2  Konstruktion des Plasmids pHCIIAC

pHCIIAC enthélt eine HCII-cDNA, bei der die Codons fur die drei natirlich im HCII
vorkommenden Cysteine durch Codons flr Serin ersetzt sind.

Ausgangsvektoren fur die Konstruktion von pHEIl waren pHCIlI C273S/C323S (siehe
D.2.4.10.2.1) und pSBR3 (siehe D.2.4.10.1.2). Letzteres enthalt das PCR-Mutagenese-
Produkt mit der Mutation Cys46% Ser467 und mit der Mutation verbunden die Entfernung
einerPvull-Schnittstelle.

pSBR3 und pHCII C273S/C323S wurden im ersten Schritt jeweils fir 60 Minuten bei 37°C in
Puffer 2 mitMsd gespalten (zur Restriktionsspaltung siehe D.2.4.6). Anschliel3end wurde zu
beiden Reaktionsansatzen 2 M NaCl-Lésung zu einer Endkonzentration von 150 mmol/l, (der
optimalen Salzkonzentration fi®al) zugegeben, sowie 1/100 Volumen 100 x BSA-L6sung
(siehe D.1.4.1). Nach der Zugabe vBal zum pSBR3-Ansatz wurde dieser erneut 20
Minuten bei 37 °C inkubiert. pSBR 3 wurde durch diese Behandlung in drei Fragmente von
2978, 440 und 68p gespalten. Das 69 Bp-Fragment enthielt die Mutation CysA&er467

und diePvul Indikatormutation und wurde in den nftal und Msd geschnittenen Vektor
pHCII C273S/C323S ligiert.

Da pHCII C273S/C323S zwei Schnittstellen &l besitzt, mul3te nach défsd-Spaltung

eine partielle Spaltung midal durchgefihrt werden. Hierfir wurden 20 UnBal zum

pHCII C273S/C323S Reaktionsansatz gegeben und fir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. In Vor-
versuchen hatten sich diese Bedingungen fiir eine partielle Spaltung als geeignet erwiesen.
pHC273S/C323S wurde durch diese Doppelspaltung bei einer vollstar@ageSpaltung in

drei Fragmente von 1125, 5377 und 69 Bp zerlegt. Bei part@dkiSpaltung des Vektors
entstanden jeweils zwei Fragment: a) entweder 1194 Bp und 5377 Bp oder b) die beiden
gewilnschten Fragmente von 6502 Bp und 69 Bp, wobei das 69 Bp Fragment gegen das
entsprechende Fragment aus pSBR3 ausgetauscht wurde.

Fur die Ligation (siehe D.2.4.9) wurden erneut die ungereinigten Restriktionsansatze der
beiden Restriktionsspaltungen verwendet. Die ligierten Plasmide wurden wie beschrieben
(siehe D.2.4.10.2) transformiert und und isolierte pACIPlasmide anhand der eingefiihrten
Indikatormutation durch Restriktionsspaltung @l identifiziert.

Die weitere Charakterisierung von pHEG erfolgte durch Restriktionsspaltungen (siehe
D.2.4.6) mitPvul, BanHI, Msd, Rcd, Sal, AlwNIl, Smd, Rsd, Ncd, PflMI, Ecdarl und

Xmn. Die errechneten Fragmentgrof3en sind im Abschnitt E.2.2 dargestellt. Der codierende
Bereich der cDNA wurde zudem sequenziert (siehe D.2.4.8.2).
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Polyoma ori & Enhancer
M213 ori

Splice- & Polyadenylierungssignalegy, F ‘

pHCII AC

6571 B
P CMV-Promotor

T7-Promotor

Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung

-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13

-supF: amber-Suppressor tRNA Gen

-CMV-Promotor: viraler Promotor aus

humanem Cytomegalovirus

-HCII-cDNA: Heparinkofaktor Il cDNA

-MCS: multiple cloning site

-Splice & Polyadenylierungssignale

" Sad, 2121 : nale
Sad 4336 Sal, 2483 -Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
' Msd, 3675 HCII-cDNA K- PfIMI, 2394 ursprung und Enhancer des Polyoma-
¢ sal, 3608 Xmni, 2446 virus o
\ Rsdl, 2842 -SV40 ori: Replikationsursprung des
Cys467—> Ser467 : =4, SV40 Virus
Pvul entfernt Cys273— Ser273 Gr Al fl
Cys323» Ser323 BamHl entfernt -Far AlwNI, Banﬂl, P MI, Pvul, _
PIMI und AN Rsd und Xmrl sind weitere Schnittstel-
entfernt len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

Abbildung 21: Aufbau und Elemente von pH&O.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

pHCIIAC unterscheidet sich von pWTBIl durch folgende Mutationen:

- Cys273— Ser273, Indikatormutation im Codon fur Gly278 entf@atrH| Schnittstelle

- Cys323— Ser323, Indikatormutation im Codon fir Leu321 entfernt die Schnittstellen far
AlWNI und PfIMI.

- Cys467— Ser467 mit gleichzeitiger Entfernung eifaril Schnittstelle

D.2.4.10.2.3  Konstruktion des Plasmids pHCIIAC F195C

LOsungen:

- L - B’-Lésung 20-fach:2 M NaCl
20 mM 2-Mercaptoethanol

pHCIIAC F195C enthalt eine HCII-cDNA, bei welcher die Codons fur die drei natirlich im
HCIlI vorkommenden Cysteine (Positionen 273, 323, 467) durch Codons flr Serin ersetzt
sind. Zusétzlich ist an Aminosaureposition 195 Phenylalanin zu Cystein mutiert.

Ausgangsvektoren zur Konstruktion von pHE&I F195C waren die Plasmide pHEO

(siehe D.2.4.10.2.2) und pSBR1 (siehe D.2.4.10.1.1). Letzteres enth&lt das PCR-Mutagenese-
Produkt fir die Mutation Phel95> Cys195 und eine zerstoriesd Schnittstelle als
Indikatormutation. Fur die Konstruktion von pHEQ F195C wurden die beiden singularen

Aod undRcd Schnittstellen in pHCAC benutzt.
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Beide Ausgangsplasmide wurden im ersten Schritt fir 4 Stunden bei 37 °C in Puffer L mit
Aod gespalten (zur Restriktionsspaltung siehe D.2.4.6). AnschlieRend wurde zu beiden
Ansétzen jeweils 1/20 Volumen & B'-Lésung zugegeben, welche Puffer L in Puffer B
verwandelt, der sich nur geringfligig von Puffer B unterscheidet. Nach Zugalieceonu

den Reaktionsansatzen wurde erneut fur 3 Stunden bei 37°C inkubiert.

pHCIIAC wurde durch diese Doppelspaltung in zwei Fragmente von 6272 Bp und 299 Bp
gespalten. Das 299 Bp-Fragment wurde anschlieBend durch das entsprechende Fragment aus
pSBR1, welches die gewunschte Mutation und die Indikatormutation enthalt, ersetzt.

pSBR 1 wurde durch die Doppelspaltung in 4 Fragmente von 299, 1167, 1008 und 921 Bp
gespalten. Die Spaltprodukte beider Restriktionsspaltungen wurden elektrophoretisch
aufgetrennt (siehe D.2.4.3) und das 6272 Bp-Fragment aus pEIGibwie das 299 Bp-
Fragment aus pSBR 1 mit Hilfe des Jetsorb Gel Extraction Kits (siehe D.2.4.4.1) isoliert. Die
gereinigten Fragmente wurden zu pH&IIF195C ligiert (siehe D.2.4.9).

Die ligierten Plasmide wurden wie beschrieben (siehe D.2.4.10.2) transformiert und isolierte
pHCIIAC F195C Plasmide anhand der eingefuhrten Indikatormutation durch Restriktions-
spaltungen miRsd identifiziert.

SV40 Ori Col E1 Ori

Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-

i & Enhancer
M13 ori

Splice- & PoIyadenylierungssignalesup = \

pHCII AC F195C

6571 B
P CMV-Promotor

T7-Promotor

" Sad, 2121
Sad, 4336 rod. 2604
HCII-cDNA > PAIMI, 2394
Real, 2994 Xmrl, 2446

» Phel95- Cys195
Rsal entfernt

Cys273— Ser273

BamH| entfernt

Cys467— Serd67 !
Pvul entfernt ;
Cys323— Ser323
PfIMI und AlWNI
entfernt

Abbildung 22: Aufbau und Elemente von pH®O F195C.

ursprung
-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13
-supF: amber-Suppressor tRNA Gen
-CMV-Promotor: viraler Promotor aus
humanem Cytomegalovirus
-HCII-cDNA: Heparinkofaktor || cDNA
-MCS: multiple cloning site
-Splice & Polyadenylierungssignale
-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
ursprung und Enhancer des Polyma-
virus
-SV40 ori: Replikationsursprung des
SV40 Virus
-Far AlwNI, BanHlI, PfIMI, Pvul,
Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-
len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

Die weitere Charakterisierung von pHEG F195C erfolgte durch Restriktionsspaltungen
(siehe D.2.4.6 ) miRsd, Smd, BanHlI, AlwNI, Pvdl, Sacl, Rcd, Aod, PfIMI, Ncd, Xmrl

undPstI. Die errechneten Fragmentgrof3en befinden sich im Abschnitt E.2.2. Der codierende

Bereich der cDNA wurde zudem sequenziert (siehe D.2.4.8.2).
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pHCIIAC F195C unterscheidet sich von pWTBIl durch folgende Mutationen:

- Cys273— Ser273, Indikatormutation im Codon fur Gly278 entf@atrH| Schnittstelle

- Cys323— Ser323, Indikatormutation im Codon fur Leu321 entfekiwNI und PfIMI
Schnittstellen

- Cys467— Ser467 mit gleichzeitiger Entfernung eifardl Schnittstelle

- Phel195- Cys195, Indikatormutation im Codon fur Gly196 entféRstl Schnittstelle

D.2.4.10.2.4  Konstruktion des Plasmids pHCII F195C

pHCIl F195C enthalt eine HCII-cDNA in der das Codon fir Phenylalanin 195 durch ein
Codon fur Cystein ersetzt ist und eine stille Indikatormutation im Codon fur Glycin 196,
welche eindRsd Schnittstelle entfernt.

Ausgangsvektoren fir die Konstruktion von pHCII F195C waren die Plasmide pWTBIl (siehe
D.2.4.10) und pSBR1 (siehe D.2.4.10.1.1).

Die Konstruktion von pHCII F195C erfolgte analog zur Konstruktion von pMCIF195C,

die Plasmide wurden allerdings in einem DoppelverdalRieet und Aod fir 5 Stunden mit
Puffer L inkubiert und die die Spaltprodukte unaufgereinigt in die Ligation (siehe D.2.4.9)
eingesetzt.

SV40 Ori Col E1 Ori

Vektorelemente:

Polyoma ori & Enhancer -Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung

-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13

-supF: amber-Suppressor tRNA Gen

-CMV-Promotor: viraler Promotor aus

humanem Cytomegalovirus

-HCII-cDNA: Heparinkofaktor || cDNA

-MCS: multiple cloning site

-Splice & Polyadenylierungssignale

M13 ori
Splice- & Polyadenylierungssignalesup F ‘

pHCII F195C

6571 B
P CMV-Promotor

7 “Sad, 2121 _polyoma ori & Enhancer: Replikations-
Sad, 4336 Aod, 2694 ursprung und Enhancer des Polyma-
HCIl-cDNA . PfIMI, 2394 virus
Real, 2994 Xmnl, 2446 . I
; -SV40 ori: Replikationsursprung des
. Phe195>Cys195 ;
Pvul, 3649 I Rsa entfernt ..SV40 Virus
© BanHI, 3086 -Fur AlwNI, BarHl, PfIMI, Pvul,
PfIMI, 3208 Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-
AwNI, 3209 len vorhanden, jedoch nicht dargestellit.

Abbildung 23: Aufbau und Elemente von pHCII F195C.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

Die Charakterisierung von pHCIlI F195C erfolgte durch Restriktionsspaltungen (siehe
D.2.4.6) mitRsd, BanHI, Rcd, Aod und Dral. Die errechneten Fragmentgrof3en befinden
sich im Abschnitt E.2.2. Das Insert wurde zuséatzlich sequenziert (siehe D.2.4.8.1).

pHCII F195 C unterscheidet sich von pWTBIl durch folgende Mutationen:

- Phel195- Cys195, Indikatormutation im Codon fur Gly196 entfdstl Schnittstelle
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D.2.4.10.2.5  Konstruktion der Plasmide pHCIIAC F195C/P52C,
pHCIIAC F195C/G54C und pHCIIAC F195C/S68C

Alle drei Plasmide leiten sich von pHGIT F195C ab (siehe D.2.4.10.2.3). Es wurde jeweils

ein Codon fur Cystein anstatt der Codons fir die Aminosauren Pro52, Gly54 bzw. Ser68
eingebaut. Die HCII-cDNAs kodieren somit fur Proteine, bei denen a) die drei natirlich
vorkommenden Cysteine in den Aminosaurepositionen 273, 323 und 467 durch Serine ersetzt
sind, die b) in Aminosaureposition 195 ein Cystein statt eines Phenylalanin tragen und c)
jeweils ein weiteres Cystein in den Aminosaurepositionen 52 oder 54 oder 68 enthalten.

pHCIIAC F195C wurde im ersten Schritt partiell rRgti gespalten. Hierfir wurde pHQIC

F195C in einem 20 pl Reaktionsansatz mit Puffer B und 1 Bsiitfir 10 Minuten bei
Raumtemperatur gespalten (zur Restriktionsspaltung siehe D.2.4.6). Die Spaltprodukte
wurden elektrophoretisch aufgetrennt (siehe D.2.4.3) und die 6571 Bp grof3e linearisierte
Form von pHCIAC F195C mit Hilfe des Jetsorb DNA Gel Extraction Kits isoliert (siehe
D.2.4.4.1).

Das gereinigte linearisierte Plasmid wurde anschlie3end fiir 3 Stunden bei 37 °C in Puffer L
mit Aod gespalten und das Spaltprodukt erneut elektrophoretisch aufgetrennt. Je nachdem,
welche der beideRst Schnittstellen im ersten Schritt gespalten wurde, ergaben sich DNA-
Fragmente von 2154 Bp und 4417 Bp oder die gewinschten FragmentgréRen 6187 Bp und
384 Bp. Das 6187 Bp-Fragment wurde mit Hilfe des Jetsorb DNA Gel Extraction Kits
isoliert.

Inserts zur Ligation mit dem partiell mRst und Aod geschnittenen 6187 Bp grof3en
pHCIIAC F195C Fragment waren drei Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkte (siehe
D.2.4.2.2) von jeweils 384 Bp, die ebenfalls Rstl und Aod geschnitten waren.

Tabelle 12 zeigt die verwendeten Primer (siehe D.1.8), die Gro3e und die Eigenschaften der
drei verwendeten Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkte. Template war jeweils
pWTBIl.

Mutagenese- Mutagenese- Mutagenese-

produkt produkt produkt
Pro52— Cysb52| Gly54 — Cys54| Ser68— Cys68
Primer 1 Ncol-Glyl Ncol-Glyl Ncol-Glyl
PCR-Produkt 1 Primer 2 HC2/Cys52/ HC2/Cysb54y- HC2/Ser68/-
Grolle PCR-Produkt 183 Bp 189 Bp 238 Bp
Primer 1 HC2/Cys195/-] HC2/Cys195}+  HC2/Cys195/-
PCR-Produkt 2 Primer 2 HC2/Cys52/+ HC2/Cys54/+ HC2/Cys68/+
GroRe PCR-Produkt 460 Bp 460 Bp 403 Bp
Grol3e Overlap-PCR-Produkt 613Bp 613 Bp 613 Bp
Mutation Pro52— Cys52| Gly54 — Cys54| Ser68— Cys68
CCA—-> TGT GGG— TGT AGT —» TGT
Thr 47 Thr 47 Phe 67
stille Indikatormutation ACC —» ACT ACC —» ACT TTC>TTT

PfIMI entfernt PfIMI entfernt Xmr entfernt

Tabelle 12: verwendete Primer und Eigenschaften der drei Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkte,
welche zur Herstellung von pHQ@IC F195C/P52C, pHCNC F195C/G54C und pHCQAIC F195C/S68C dienten.
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Die PCR-Mutagenese-Produkte wurden mit,@Hauf das doppelte Volumen erganzt,
Restriktionspuffer 3 undPst zugegeben und fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. In
Vorversuchen, in denen die PCR-Mutagenese-Produkte vérsdeSpaltung mit dem Jetsorb
DNA Gel Extraction Kit gereinigt wurden, konnte keifsi Spaltung erreicht werden,
wahrscheinlich aufgrund von Verunreinigungen durch Kieselgel, welches vermigich
inhibierte. Die Spaltprodukte wurden in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, und die
entstandenen 541 Bp Banden mit dem Jetsorb DNA Gel Extraction Kit isoliert (siehe
D.2.4.4.1). Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden anschlieBendAodt fur 2,5
Stunden gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt undatiePst Spaltprodukte mit einer
GroRRe von 384 Bp mit dem Jetsorb DNA Gel Extraction Kit isoliert. In drei parallelen
Ansatzen wurde das gereinigdst-Aod-pHCIIAC F195C-Fragment mit je einem der drei
mit Aod & Pstl geschnittenen und gereinigten Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkte
zu den drei Plasmiden pH@GIC F195C/P52C, pHCAC F195C/G54C und pHCAC
F195C/S68C ligiert (siehe D.2.4.9).
Alle drei Plasmide unterscheiden sich von pWTBIl durch folgende gemeinsame
Eigenschaften: (siehe auch Abbildung 24 bis Abbildung 26)
- Cys273— Ser273, Indikatormutation im Codon fur Gly278 entf@atrH| Schnittstelle
- Cys323— Ser323, Indikatormutation im Codon fir Leu321 entfekiwNI und PfIMI
Schnittstellen
- Cys467— Ser467 mit gleichzeitiger Entfernung eifandl Schnittstelle
- Phel195- Cys195, Indikatormutation im Codon fur Gly196 entféRstl Schnittstelle

Zusatzlich haben die drei Plasmide noch folgende Eigenschaften:

- pHCIAC F195C/P52C: Pro52» Cys52: Indikatormutation in Thr47 entferifiMI
Schnittstelle

- pHCIHAC F195C/G54C: Gly54— Cys54: Indikatormutation in Thr47 entferiflMI
Schnittstelle

- pHCIIAC F195C/S68C: Ser68» Cys68: Indikatormutation in Phe67 entferkimri

Schnittstelle
SV40 Ori Col E1 Ori

T Vektorelemente:
Polyoma ori & Enhancer -Col E1 ori: bakterieller Replikations-
M13 ori ursprung
-M13 ori: Replikationsursprung des

Phagen M13
-supF: amber-Suppressor tRNA Gen
-CMV-Promotor: viraler Promotor aus
humanem Cytomegalovirus
-HCII-cDNA: Heparinkofaktor || cDNA
-MCS: multiple cloning site
-Splice & Polyadenylierungssignale

Splice- & PoIyadenylierungssignalesup = ‘

pHCII AC F195C/P52C

" Pst, 4845 6571 B
S P CMV-Promotor
MCS
T7-Promotor Pst 2307

z " Sad, 2121 -Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
Sad, 4336 Aod, 2694 g Pro52-» Cys52 ursprung und Enhancer des Polyma-
. PfIMI entfernt virus
HCII-cDNA Xmni, 2446 -SV40 ori: Replikationsursprung des
. Phe195-> Cys195 SV40 Virus
SysdoT > Serdd? f Rdl entfernt -Fiir AwNI, BanHl, PiMI, Pvul
Pvul entfernt ‘ Cys273— Ser273 ’ h 1 r
Cys323-> Ser323 B;'rw entfernt Rsd und Xmnl sind weitere Schnittstel-
PfIMI und AWNI len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

entfernt

Abbildung 24: Aufbau und Elemente von pH®O F195C/P52C.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.
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PfIMI und AlWNI
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Aod, 2694
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Pvul entfernt

Abbildung 25: Aufbau und Elemente von pH®O F195C/G54C.

Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung
-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13
-supF: amber-Suppressor tRNA Gen
-CMV-Promotor: viraler Promotor aus
humanem Cytomegalovirus
-HCII-cDNA: Heparinkofaktor Il cDNA
-MCS: multiple cloning site
-Splice- & Polyadenylierungssignale
-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
ursprung und Enhancer des Polyma-
virus
-SV40 ori: Replikationsursprung des
SV40 Virus
-Fur AlwNI, BanHl, PfIMI, Pvul,
Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-
len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

SV40 Ori Col E1 Ori

Polyoma ori & Enhancer
M13 ori

Splice- & PolyadenylierungssignaleSUIO E \

pHCII AC F195C/S68C
— Pst, 4845 6571 Bp

CMV-Promotor

T7-Promotor

Pst, 2307 | 4 Sad, 2121
Sad, 4336
Aocl 2699 biim, 2394
’ Ser68— Cys68

HCIl-cDNA

Xmn entfernt
. Phe195- Cys195
Rsad entfernt

' Cys273-> Ser273
Cys323— Ser323 BgnHI entfernt

PfIMI und AlwWNI
entfernt

Abbildung 26: Aufbau und Elemente von pH®O F195C/S68C

Cys467— Serd67
Pvul entfernt

Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung
-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13
-supF: amber-Suppressor tRNA Gen
-CMV-Promotor: viraler Promotor aus
humanem Cytomegalovirus
-HCII-cDNA: Heparinkofaktor Il cDNA
-MCS: multiple cloning site
-Splice- & Polyadenylierungssignale
-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-
ursprung und Enhancer des Polyma-
virus
-SV40 ori: Replikationsursprung des
SV40 Virus
-Far AlwNI, BanHlI, PfIMI, Pvul,
Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-
len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

Die ligierten Plasmide wurden wie beschrieben (siehe D.2.4.10.2) transformiert und isolierte
Plasmide anhand der eingefuhrten Indikatormutationen durch Restriktionsspaltungen mit
PfIMI bzw. Xmn identifiziert.

Die weitere Charakterisierung der drei Plamide erfolgte durch Restriktionsspaltungen (siehe
D.2.4.6) mit BanHl, Pvul, Aod, PfIMI, Ncd, Xmr, und Psi. Die errechneten

FragmentgroRen sind im Abschnitt E.2.2 aufgelistet. Der codierende Bereich der cDNAs
wurde zudem sequenziert (siehe D.2.4.8.2).
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D.2.4.10.3 Konstruktion des Plasmids pSBR21

Fir die Konstruktion von pSBR21 wurde pH®O F195C/P52C miEcoRI gespalten und

das Fragment mit der HCII-cDNA in den ebenfalls r&itoRI geschnittenen Vektor
pcDNA3.1 (+) ligiert.

pcDNA 3.1(+) ist ein Shuttle-Expressionsvektor mit einer GréRe von 542&Bpesitzt fiir

das bakterielle System einen pMB1 Replikationsursprung sowie ein Ampicillin-Resistenzgen
als Selektionsmarker. Die zu exprimierende DNA wird so in die multiple cloning site des
Vektors eingebaut, daR sie unter der Kontrolle des starken CMV-Profrestprimiert wird.

Als Selektionsmarker fir das eukaryotische System besitzt der Vektor ein Gen, welches
Resistenz gegen Neomycin und G418 vermittelt. Das Gen codiert fir eine Aminoglykosid-
PhosphotransferaSeWeitere Vektorelement sind in Abbildung 27 dargestellt.

pcDNA3.1(+) wurde miEcdRl linearisiert (siehe D.2.4.6) und anschlie3end dephosphoryliert
(siehe D.2.4.7). pHCNC F195C/P52C wurde ebenfalls riitdR| gespalten, wodurch zwei
Fragmente von 4887 Bp und 1684 Bp entstanden. Die beiden Schnittstellen liegen in den 5°-
bzw. 3’-nicht-kodierenden Bereichen der HCII-cDNA von pHCIIF195C/P52C. Beide
Spaltungsansatze wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe D.2.4.3) und der linearisierte
pcDNA 3.1(+) Vektor, sowie das HCII-cDNA enthaltende 1684 Bp-Fragment aus pECII
F195C/P52C mittels des QIAquick Gel Extraction Kits (siehe D.2.4.4.2) aufgereinigt und zu
pSBR21 ligiert (siehe D.2.4.9). Der Ligationsansatz wurdeE.incoli XI 1-Blue Zellen
transformiert (siehe D.2.1.3) und die Zellen auf LB & Amp-Platten (siehe D.2.1.1)
ausplattiert. Isolierte Plasmide (siehe D.2.4.4.3) aus Flussigkulturen der gewachsenen
Einzelkolonien wurden mit den RestriktionsendonuclesBanH|, Ecorl, Pst, Scd und

Smd auf korrektes Schnittmuster und korrekte Insertorientierung fur die Expression

untersucht.
CMV-P

Scd, 6667
Ampicillin- & T7-promotor
Carbenicillin- MCS
Resistenzgen

Vektorelemente:

BarrHI, 929 - pMB1 ori: bakterieller
/ EcaRI, 952 Replikationsursprung
Pst, 1132 - Ampicillin- & Carbenicillin-
" Pro52-» Cys52 Resistenzgen

PfIMI entfernt - CMV-Promotor: Promotor aus
- BamH, 1387 humanem Cytomegalovirus
- T7-Promotor: Promotor des

pMBL1 ori :
pPSBR21 -Phe195-> Cys195 Bakteriophagen T7
HCII-cDNA Rsd entfernt -’"MCS, MCS": multiple cloning
7112 bps Cys273- Ser273 site Fragmente
BanH|I entfernt .
e - HCII-cDNA: EcoRI Fragment
. . ys323— Ser323
{\ SV40 Polyadenylierunssignal . PAIMI und AWNI entf. der HCII-cDNA aus
Smal , 2146 pHCIIAC F195C/P52C
Mcs al. Cysa67-sSer 467 - BGH-(bovine groth hormone)
, L “Pvul entfernt Polyadenylierungssignal
G418 BGH-Ponadenyherungss? " ECoRI, 2636 - f1 ori: Replikationsursprung des
Pst, 2641 f1-Phagen
Pst, 3997 | SV 40 Promotor & ori - G418: Resistenzgen gegen
Sma, 3759 Neomycin und G418

- SV 40 Polyadenylierungssignal

Abbildung 27: Aufbau und Elemente von pSBR21
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.
Far AlwNI, Pvdl, Rsd und Xmrl sind weitere Schnittstellen vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

! Invitrogen Manual 1999
2 Boshartet al. 1985; Foecking & Hofstetter 1986
% Southern & Berg 1982
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D.2.5 Proteinbiochemische Methoden

D.2.5.1 ELISA

Die ELISA-Technik énzymelinked immungorbentassay) kombiniert die hohe Spezifitat

der Antigen-Antikérperreaktion mit der Empfindlichkeit eines enzymatischen'Tesesbei

ist einer der verwendeten Antikdrper mit einem Enzym gekoppelt, welches eine Chromogen-
Umwandlung katalysiert. Das l6sliche und farblose Chromogen wird dabei durch das Enzym
zu einem léslichen und quantifizierbaren Farbstoff umgewandelt. Die Menge an entstehendem
Farbstoff ist dabei direkt proportional zur Menge an gebundenem Antigen.

Die Detektion von HCIl wurde im sogenannten Sandwich-ELISA durchgefihrt.

Der ELISA beginnt mit der Immobilisierung eines 1. Antikdrpers (Fangantikérper) gegen
HCII auf einer Mikrotiterplatte und einer anschlieRenden Blockierung freier Bindungsstellen
mit BSA. Der 1. Antikorper ist in der Lage, selektiv das relevante geloste Antigen, hier HCII,
zu binden, so daf3 alle anderen nicht gebundenen Komponenten abgewaschen werden kénnen.
Wichtig ist dabei die, durch den Fangantikdrper bedingte Anreicherung des Antigens,
wodurch eine deutliche Steigerung der Nachweisempfindlichkeit erreicht wird. Nach dem
Binden des Antigens an den 1. Antikorper wird ein Enzym-markierter 2. AntikGrper gegen
des Antigen zugegeben, welcher wiederum spezifisch an HCIl bindet. Der verwendete
2. Antikorper ist mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP)
gekoppelt. HRP katalysiert in der anschlielenden Farbreaktion in GegenwartQouiéi
Oxidation des farblosen Chromogens Tetramethylbenzidin (fMBeinem blauen Radikal-
Kation, welches durch die Zugabe von Saure zu einem gelben Diphenochinon-Farbstoff
oxidiert wird, der photometrisch bei 405 nm mel3bar ist. Die Quantifizierung von HCII erfolgt
Uber eine Verdunnungsreihe von Standard-Humanplasma mit definierten Konzentrationen

TMB TMB-Kation-Radikal
Tetramethylbenzidin Amax = 370 nm und 650 nm
farblos blau
-e” lHRP
HsC CHs
H2|:l N+H2
HsC CHs

Tetramethyl-Diphenochinon- Diimoniumion
geluma= 450 nm

Abbildung 28: TMB-Farbreaktion

! Engvall & Perlman 1971
2 porstman & Porstman 1988
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LOsungen:

- monoklonaler Maus-anti-human-HCII IgG 2b, (188/2/1) (siehe D.1.11)

- monoklonaler Peroxidase gekoppelter Maus-anti-human HCII IgG1 Antikorper (92/2/12) (siehe D.1.11
- TMB Microwell Peroxidase System

- Standard-Humanplasma

- PBS Puffer (siehe D.2.2.1)

-MSTB Puffer pH 7,4: 0,1 M MOPS
0,2 % (w/v) SDS
0,2 % (v/v) Triton X-100
2,5 % (wiv) BSA

- Waschpuffer pH 7,4: 10 mM NaRG,
75 mM NacCl
0,05 % (v/iv) Tween 20

- Blockierungslésung: 0,2 g BSA in 20 ml Waschpuffer
- 1. Antikorperlésung:: 100 pl monoklonaler Maus-anti-human-HCII IgG 2b, (188/2/1) in 10 ml PBS-Puffer
- 2. Antikorperldsung: 10 pl monoklonaler Peroxidase gekoppelter Maus-anti-human-HCII IgG1 Anti-

korper (92/2/12)
9,0 ml PBS-Puffer
1,0 ml FCS

-TMB-Chromogen-L6sung: je 5,0 ml Losung A und Losung B des TMB Microwell Peroxidase Systems
- Stop-L6sung: 0,5 N 80O,

- Standard Verdiinnungsreihe: Standard-Humanplasma (90 ug/m) HQWMSTB-Puffer verdiinnt
Verdunnungstufen: 3,0, 1,0, 0,33, 0,11, 0,037 und 0,012 pg/ml

Der Ablauf des HCII-ELISAs ist nachfolgend tabellarisch dargestellt:

1) Zur Beschichtung der Multititerplatte Maxisorb F96 wird in jede Vertiefung 100 pl
1. Antikorperlosung gegeben und fur 30 Minuten bei 37°C oder u.N. bei 4°C inkubiert.

2) Zur Blockierung unspezifischer Bindestellen der Kunstoffmatrix wird die 1. Antikdrper-
lI6sung entfernt, in jede Vertiefung 200 ul Blockierungslésung gegeben und fir 30 Minuten
bei 37°C inkubiert.

3) In der Zwischenzeit werden die Proben und der Standard vorbereitet. Die Proben werden
stufenweise 1:2 mit MSTB-Puffer verdinnt. Nach Moglichkeit sollte die Konzentration im
Bereich der Standardverdiinnungsreihe liegen.

4) Nach Abschlu3 der Blockierung wird die Multititerplatte drei mal mit je 250 pl
Waschpuffer je Vertiefung gewaschen. Zum Entleeren wird die Platte dabei ausgeschiittet
und auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die Waschlosung vollstandig zu entfernen.

5) Je 100 pl Proben, Standard Verdinnungsreihe und MSTB-Puffer als Leerwert werden nach
dem umseitig gezeigten Schema aufgetragen und die Multititerplatte fir 90 Minuten bei
37°C inkubiert. In den Vertiefungen der Reihen E — H befindet sich dabei eine
Verdunnunsgsreihe der jeweiligen Proben in Reihe D (siehe Abbildung 29).

! Tollefsenet al. 1982



Material & Methoden

87

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB- | MSTB-
Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer | Puffer
B HCII- HCII- HCII- HCII- HCII- HCII-
Standard Standard Standard Standard Standard Standard
C 3 pg/ml 1 pg/ml 0,33 pg/ml 0,11 pg/ml 0,037 pg/ml 0,012 pg/ml
D P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P 10 P11 P12
1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
E P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12
1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
F P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12
1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8
G P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P 10 P11 P12
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16
H P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12
1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32

Abbildung 29: Auftragsschema fir die Belegung der Multititerplatte.
P 1-P 12: Proben 1 bis 12; 1:2 —1:32: Verdinnungsstufen der jeweilgen Probe mit MSTB-Puffer

6) Es folgt ein Waschschritt wie in Nr. 4) beschrieben.

7) In jede Vertiefung werden 100 pl der 2. Antikérperlésung gegeben und fir 90 Minuten bei
37°C inkubiert.

8) Es folgt ein Waschschritt wie in Nr. 4) beschrieben.

9) In jede Vertiefung werden 100 pl TMB-Chromogen-L6sung gegeben und bei RT solange
inkubiert, bis auch in der héchsten Standardverdinnung eine Blaufarbung zu erkennen ist.
Anschliel3end wird in jede Vertiefung 150 pl Stop-Lésung gegeben.

10) Die Messung und Auswertung erfolgt mit dem ELISA-Readey &8 Microplate
Autoreader (siehe D.1.1) und mit Hilfe der Microwin V. 3.15 Software (siehe D.1.13).
Bestimmt wird die Extinktion als Endpunktmessung bei einer Wellenlange von 405 nm
gegen eine Referenzwellenlange von 630 nm. Die HCII-Konzentration in den Proben wird
von dem Programm automatisch durch Vergleich mit der Regressionskurve des Standards
(4 Parameter Curve-Fit) errechnet.

Einige der Proben enthielten 3 mM DTT (siehe D.2.5.2.1). Nach der Verdiinnung mit MSTB-
Puffer ergab sich daraus eine DTT-Konzentration von 1,5 mmol/l. Um einen korrekten
Vergleich zu den Konzentrationen der Standard-Verdinnungsreihe ziehen zu kénnen, wurde
der ELISA so angesetzt, daf? sich in allen 96 Vertiefungen der ELISA-Platte 1,5 mM DTT
befand.

Der Einfluld der steigenden NaCl-Konzentration in den untersuchten FPLC-Fraktionen wurde
durch Zugabe von 200 mM bzw. 400 mM NaCl zu Proben aus verdinntem Standard-
Humanplasma untersucht. Die erhaltenen Messwerte zeigten nur minimale Abweichungen
von den Messwerten der entsprechenden Proben der Standard-Verdinnungsreihe ohne NaCl-
Zugabe (Ergebnisse nicht dargestellt).

Die Alkylierung von Cysteinresten mit lodacetamid hatte nur geringen Einflul3 auf die
erhaltenen ELISA-Messwerte. Zur Uberpriifung dieses Faktors wurde Zellkulturiiberstand mit
HCIIAC F195C/P52C parallel reduziert und alkyliert. bzw mit dem selben Volumen Puffer
versetzt und anschlielend im Elisa die HCII-Konzentration bestimmt. Die erhaltenen
Messwerte zeigten nur einen Abweichung von ca. 10 %, was im Rahmen der
Messungenauigkeit des Tests liegt (Ergebnisse ebenfalls nicht dargestellt).
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D.2.5.2 Affinitatschromatographische Reinigung von HCII

Die Affinitatschromatographie beruht auf der spezifischen und reversiblen Adsorption eines
Moleklils an einen matrixgebundenen Bindungspartner. Ein verfiigbarer, affiner
Bindungspartner wird dabei kovalent an eine Matrix gebunden und dient als immobilisierter
Ligand. Die spezifische Wechselwirkung mit dem Zielmolekul wird genutzt, um dieses
selektiv aus einer komplexen Mischung heraus zu adsorbieren. Die Elution des Zielmolekiils
wird anschlieBend durch eine kompetitive Verdrangung aus der Bindung erreicht. Die
Affinitatschromatographie ist die Trennungsmethode mit der grof3ten Spezifitat und
Selektivitat fur die Reinigung von Biomolekilen.

Alle Chromatographieschritte wurden mit dem FBLEystem Fast Protein Liquid
Chromatography) der Firma Pharmacia durchgefihrt. Der Aufbau des Systems ist in
Abbildung 30 dargestellt. Das System besteht aus den im Abschnitt "Gerate" (siehe D.1.1)
aufgefiihrten Komponenten. Die Aquilibrierung der Saulen und die Elution erfolgte mit Hilfe
der FPLC-Director Software V.1.1. (siehe D.1.13), alle anderen Schritte erfolgten durch
manuelle Steuerung der Controlerkonsole. Alle verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch
entgast. Die Abtrennung von Partikeln erfolgte durch 10 mindtige Zentrifugation bei
12000 x g. Darauf folgte die Entgasung der Probe mit der Wasserstrahlpumpe.

Die Affinitatschromatographien wurden mit Heparin-Sepharose wie nachfolgend beschrieben
durchgefuhrt.

Proben-Schleife

Ventil

Ventil

Mischer i A ‘:‘
uv280 E T
|
| |
mS/cm i
i Pumpe A f
Pumpe B f i

4|>’<] Steuerung
Fraktionssammler Ventil

Abbildung 30: Aufbau und Komponenten des FBLEystems. Die Abbildung wurde freundlicherweise von
Dipl-Biol. Christoph Bo6hme zur Verfligung gestellt.

Puffer A Puffer B Probe




Material & Methoden 89

D.2.5.2.1 Affinitatschromatographie mit Heparin-Sepharose und linearem NacCl-
Gradienten

Fur die Aufreinigung von HCIl aus Zellkulturiiberstanden wurde eine HfTtapparin-
Sepharose-Saule der Firma Pharmacia verwendet. Die Eigenschaften des Saulenmaterials sind
in Tabelle 13 aufgefuhrt. Immobilisiertes Heparin eignet sich neben der Reinigung von HCII
auch zur Reinigung zahlreicher Gerinnungsfaktbr@hrombin, AT, Faktoren IX, X, XI,

XIl). Bei der Reinigung von HCII durch Heparin-Sepharose macht man sich die Tatsache zu
nutze, dal HCII durch einige GAGs wir z.B. Heparin aktiviert wird, fur die es eine spezielle
Bindungsstelle im Molekiil giBt(siehe auch B.5.2).

Matrix: guervernetzte Agarose

Heparin: Heparin aus Schweinedarmmukosa (5- 30 kDa)
gekoppelte Heparinmenge| 10 mg/ml Gel

Bindungskapazitat ~ 3 mg Antithrombin/ml Gel

PartikelgrofRe 34 pm

Saulenvolumen (cv) 5 ml

Tabelle 13: Eigenschaften der verwendeten HiT tdpparin-Sepharose Saule

LOsungen:

- Dialyse-Puffer pH 7,4: 20 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

- Puffer A pH 7,4: 20 mM Tris-HCI

- Puffer A+ DTT pH 7,4: 20 mM Tris HCI
3mMDTT

- Puffer B pH 7,4: 20 mM Tris-HCI
1 M NacCl

- Pufffer B+ DTT pH 7,4: 20 mM Tris HCI
1 M NaCl
3mM DTT

- Puffer C pH 7,4: 20 mM Tris-HCI
3 M NacCl

- Saulenlagerungsldsung: 20 % (v/v) Ethanol

- PMSF-L6sung (100-fach): 100 mM in Isopropanol

Folgende HCII-Varianten wurden mittels Heparin-Sepharose mit bzw. ohne DTT
aufgereinigt:

- Wildtyp-HCIlI

- HCIIAC F195C/P52C
- HCIIAC F195C/G54C
- HCIIAC F195C/S68C

! Farooqui 1980
% Tollefsenet al. 1982, Raggt al 1990 a & b
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Die Zellkulturiiberstande wurden nach Ende des Transfektionsversuches (siehe D.2.2.7.2) fur
5 Minuten bei 500 x g abzentrifugiert, um tote Zellen und Zellbruchstiicke abzutrennen.
Anschliel3end wurde dem Zellkulturiberstand 1/100 Volumen PMSF-Lésung zugesetzt. Alle
Zellkulturuberstande wurden vor Beginn der FPLC-Reinigung gegen 5 Liter Dialysepuffer
U.N. bei 4°C dialysiert. Der Dialyseschlauch (MWCO 12-14 kDa) wurde hierfur vor
Gebrauch drei mal mit did ausgekocht.

Die FPLC-Reinigung wurde entweder unter reduzierenden Bedingungen, oder unter nicht-
reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Bei reduzierenden Bedingungen wurden die Puffer
"A+DTT" und "B+DTT" statt der Puffer "A" und "B" verwendet. Dem Zellkulturiberstand
wurde bei reduzierenden Bedingungen nach dem Entgasen der Proben und vor dem Auftrag
auf die Saule DTT zu einer Endkonzentration von 3 mmol/l zugesetzt.

Die Elution von der Séaule erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M NaCl
in 20 Fraktionen a 2 ml bei einer Flu3rate von 1 ml/min.

Der Ablauf der HCII-Reinigung tUber Heparin Sepharose ist nachfolgend dargestellt:

- 5 Saulenvolumen Puffer A bzw. Puffer A+DTT (Pumpe A)

Aaquilibrieren - 5 Saulenvolumen Puffer B bzw. Puffer B+DTT (Pumpe B)
qu p e g - 5 Saulenvolumen Puffer A bzw. Puffer A+DTT (Pumpe A)
der Saule - FluRrate: 2 ml/min, dabei Definition von 0 % und 100 %
Leitfahigkeit

- Probenauftrag tber Pumpe A
[ Probenauftrag ] - FluBrate: 1 ml/min

- Waschen der Sé&ule mit Puffer A bzw. Puffer A+DTT
Waschen der (Pumpe A) zum Entfernen nicht-adhéarierter Substanzen, bis
die Basislinie des UV-Detektorsignals erreicht ist ist.

Saule - FluBrate: 1 ml/min
; - Elution mit linearem NaCl-Gradienten von 0 — 1 M NacCl
Elution mit, bzw. ohne DTT in 20 Fraktionen a 2 ml.
- FluBrate: 1 ml/min

i - 3 Saulenvolumen Puffer C (Pumpe B)
Reinigung der - 3 Saulenvolumen Puffer A (Pumpe A)
Saule - Flu3rate: 2 ml/min
- Lagerung in 20 % Ethanol

Abbildung 31: Ablauf der HCII-Reinigung mit Heparin-Sepharose

Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels ELISA (siehe D.2.5.1) auf ihren HCII-Gehalt

getestet. Die drei Fraktionen mit den héchsten HCII-Konzentrationen wurden gepoolt und
ggf. mit Hilfe von Mikrokonzentratoren konzentriert und umgepuffert (siehe D.2.5.3). Das

Laufverhalten der isolierten HCII-Varianten wurde unter nicht-reduzierenden Bedingungen in
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe D.2.5.9) untersucht und die biologische Aktivitat
von HCIAC F195C/P52C nach Dialyse gegen Komplexierungspuffer pH 8,0 durch

Komplexierung mit Thrombin getestet (siehe D.2.5.8).
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D.2.5.2.2 Affinitatschromatographie mit Heparin-Sepharose und NaCl-Stufen-
gradienten

Zellkulturuberstande aus stabil transfizierten CHO DUKX B1-Zellen (siehe D.2.2.8.1)
wurden mittels eines NaCl-Stufengradienten mit einer HiTddpparin-Sepharose-Saule
partiell aufgereinigt. Sofern die Zellkulturiiberstande vor dem Auftrag auf die Saule reduziert
und alkyliert wurden, erfolgte dies wie unter Abschnitt D.2.5.5 beschrieben. Die Entfernung
von Uberschissigem lodacetamid erfolgte durch Dialyse gegen Dialyse-Puffer. Alle Proben
wurden fur mindestens sechs Stunden dialysiert.

Lésungen:
- Dialyse-Puffer pH 7,4: 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
- Puffer A pH 7,4: 10 mM Tris-HCI
- Puffer B pH 7,4: 10 mM Tris-HCI
1 M NaCl
- Puffer C pH 7,4: 20 mM Tris-HCI
3 M NacCl
- Saulenlagerungslosung: 20 % (v/v) Ethanol
- PMSF-L6sung (100-fach): 100 mM in Isopropanol

Der Ablauf der Aufreinigung entspricht dem im Abschnitt D.2.5.2.1 dargestellten Ablauf. Der
Probenauftrag erfolgt jedoch mit einer maximalen FluRrate von 0,7 ml/min und die Elution
erfolgte mit nachfolgendem Stufengradienten:

- FluBrate: 1 ml/min

- FraktionsgroRe: 2ml

- 10 ml 0% Puffer B; entspricht 0 mM NaCl

- 10 ml 10% Puffer B; entspricht 2700 mM NacCl

- 15 ml 30% Puffer B; entspricht 300 mM NacCl

- 10 ml 100% Puffer B; entspricht 2000 mM NacCl

Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels ELISA (siehe D.2.5.1) auf ihren HCII-Gehalt
getestet. Die HCII-Fraktionen mit der héchsten HCII-Konzentration der 300 mM NaCl-Stufe
wurden fur die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung (siehe D.2.5.14)
verwendet. Das Laufverhalten der isolierten HCIl-Varianten wurde zudem unter nicht-
reduzierenden Bedingungen in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe D.2.5.9)
untersucht.

Folgende HCII-Varianten wurden mittels NaCl-Stufengradient partiell aufgereinigt:

- Wildtyp-HCII aus CHO DUKX B1 Zellen

- Wildtyp-HCIl aus CHO DUKX B1 Zellen reduziert und alkyliert

- HCIIAC F195C/P52C aus CHO DUKX B1 Zellen

- HCIIAC F195C/P52C aus CHO DUKX B1 Zellen reduziert und alkyliert
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D.2.5.3 HCII-Konzentrierung und Umpufferung mit Mikrokonzentratoren

Die Konzentrierung von HCII-Losungen erfolgte mit Hilfe der Micro¥¢pMikro-
konzentratoren (siehe D.1.12) mit einer molekularen Ausschlu3grenze von 30 kDa.

Bis zu 3,5 ml Probenlésung werden in die obere Kammer eingeftllt und bei 3000 — 7500 x g
zentrifugiert. Proteine mit einer ProteingroRe uUber 30 kDa werden dabei durch die
Ultrafiltrationsmembran zurtickgehalten, wahrend das Filtrat und Proteine < 30 kDa die
Membran passieren. Zur gleichzeitigen Umpufferung und Konzentrierung von Proben werden
3,5 ml Probe bis zu einem Volumen von ca. 100 pul konzentriert und die Probe anschliel3end
mit 3,4 ml des gewunschten Puffers aufgefullt. Die Probe wird erneut bis auf ca. 100 pl
konzentriert und ggf. mit bis zu 400 ul Puffer verdinnt.

D.2.5.4 Bromcyanspaltung von HCII

Die Umsetzung eines Proteins mit Bromcyan verwandelt die Methioninreste in
Homoserinreste und spaltet die Aminosaurekette auf der carboxyterminalen Seite des
Methioninrestes Die Spaltung ist mit 90-95 % nahezu vollstandig und Methionin-spezifisch.
Probleme koénnen bei Met-Ser- und Met-Thr- Bindungen auftreten, wo die Hydroxylgruppen
von Serin und Threonin die Ring6ffnung des intermediaren Iminoringes stéren kénnen. Die
Reaktion wird meistens in 70 % Ameisenséure unter Stickstoffatmosphare durchgefihrt,
wodurch es im AnschluR an die Spaltung moglich ist, die flichtigen Reagenzien
abzudampfen.

Der Nachteil der Methode liegt in der hohen Toxizitdt von Bromcyan und der Gefahr von
Blausaurefreisetzung. Daher wurden alle Arbeitsschritte nur unter dem Abzug unter strengen
Sicherheitsvorkehrungen durchgeféhrt

Abbildung 32 zeigt den Reaktionsmechanismus der Bromcyanspaltung

CHg 9+ o- CHz CN

CN - Br -
| f U \64 Br LM
[ 0 \0\
ol —_ ‘ol —_— «<_~ H
/o /o A\

-CH3SCN R; wNH N*H™ R,

R; “NH NH R, R; “*NH NH R, Br-
(1) (2) (3)
HO HO
o] o] o]
— + H,N ~ R, ‘ H Ho <
R, “NH OH Ry “*NH ° 2 R;"NH O

(4) (5) (6)

Abbildung 32: Reaktionsmechanismus der Bromcyanspaltung (aus: Kellner, R.; Lottspeich, F.; Meyer, H.E.:
Microcharacterisation of proteins)

! Gross & Witkop 1961, Morrisoet al. 1990
2 Merkblatt Cyanwasserstoff, Blausaure, Cyanide der BG Chemie
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Sezerniertes HCIl enthélt 18 Methionine in den Aminosaurepositionen 33, 143, 145, 248,
268, 269, 288, 306, 307, 336, 344, 347, 366, 393, 397, 405, 442 und 471. Die theoretischen
Massen der entstehenden Peptidfragmente wurde mit Hilfe der PeptideMass Software (siehe
D.1.14) errechnet und sind im Abschnitt E.7.2 dargestellt.

Ausgangsmaterial fur die Bromcyanspaltungen waren Zellkulturiberstdnde aus der
Elektroporation von COS7-Zellen (siehe D.2.2.7.2), welche Uber Heparin-Sepharose partiell
aufgereinigt wurden (siehe D.2.5.2.1) und mit Hilfe von MicrddeMikrokonzentratoren in

20 mM Tris-HCI pH 7,4 umgepuffert und konzentriert wurden (siehe D.2.5.3).

Folgende rekombinante HCII-Proteinvarianten wurden mit Bromcyan gespalten:

- Wildtyp-HClII

- HCIIAC F195C/P52C
- HCIIAC F195C/G54C
- HCIIAC F195C/S68C

Alle Arbeitsschritte der Bromcyanspaltungurden unter dem Abzug durchgefiihrt.

Ca. 0,2 ug HCIll in 50 pl 20 mM Tris-HCI pH 7,4 wurden in der Vakuum-Zentrifuge far

5 Minuten entgast und mit 124,8 pul 99 %-iger Ameisensaure, welche zuvor 15 Minuten mit
N, begast wurde, gemischt. Zu der Lésung wurde ein Korn Bromcyan (Kantenlénge ca. 1-1,5
mm) gegeben, die Probe mit, Niberschichtet, dicht versiegelt und das Bromcyan
anschlielBend unter vorsichtigem Schitteln geldst. Die Spaltung erfolgte 24 — 60 Stunden bei
RT unter Lichtabschluf®. Anschlielend wurde der Ansatz zwei mal mit je finf Volumen
entgastem dpd verdinnt und im Exsikkator unter Vakuum eingedampft. Das dadurch
entstehende Pellet wurde in 20 pl 2-fach konzentriertem nicht-reduzierendem Probenpuffer
(siehe D.2.5.9) resuspendiert und in zwei gleich groRe Aliquots aufgeteilt. Eines der beiden
Aliquots wurde mit 2-Mercaptoethanol zu einer Endkonzentration von 5 % (v/v) versetzt. Die
beiden Proben, von denen eine reduzierenden Probenpuffer, die andere nicht-reduzierenden
Probenpuffer enthielt, wurden nebeneinander in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
einem 14% Novex Fertiggel (siehe D.2.5.9) aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert
und verglichen.

D.2.5.5 Alkylierung von HCII

Um die Auswirkung der neu in das HCII-Molekil eingefligten Disulfidbriicke auf die
Aktivierung durch GAGs untersuchen zu konnen, wurden Vergleiche zwischen dem
Verhalten von HCIlI mit geschlossener Disulfidbriicke und mit geoéffneter reduzierter und
alkylierter Disulfidbriicke durchgefuhrt.

Die Reduktion von Disulfidbriicken erfolgte mit Dithiothreitol (DTT, Cleland Reagenz),
welches Disulfidbricken quantitativ reduziert. Die Reduktion wird dabei unter basischen
Bedingungen durchgefiihrt, da fiir die Reaktion Thiolatanionen’)(ReBliegen miissen
Obwohl die Literatur hierfir einen pH-Wert von > 8,5 empfiehljibt es zahlreiche
Veroffentlichungen, in denen die Reduktion von Disulfidbriicken bei einem pH-Wert von 8,0
durchgefiihrt wird, vermutlich um Proteinschadigungen durch Deaminierang/ermeiden.

! Kelleret al. 1994

2 Lamoureux & Whitesides 1993

® Darby & Creihton 1997

4 Churchet al. 1987, Taret al. 1996, Weret al. 1996
® Lundell & Scheitmiiller 1999
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Um eine Re-Oxidation von reduzierten Disulfidbricken zu verhindern, wurden die freien
Thiolgruppen mit lodacetamid alkyliert, welches freie Thiole quantitativ und irreversibel zu
S-Carboxamidomethylcystein  umwandeltFir HCIl wurde bereits gezeigt, daR eine
Alkylierung der drei nattrlich vorkommenden Cysteine mit lodacetamid keinen Einflu3 auf
die biologische Aktivitat hat

Das Prinzip der HCII-Alkylierung mit lodacetamid ist in Abbildung 33 schematisch
dargestellt.

A: Reduktion von Disulfidbriicken mit DTT

HO
S 'T' H SH
*  HS—CH;—(-C—CHySH == + Ho T
S OHH SH S
HCIl mit S-S-Briicke DTT reduziert HCII reduziert DTT oxidiert

B: Alkylierung von Cysteinresten mit lodacetamid
@)

SH o S—CH,—C!
, NH
+ 2X FCHyC = o~ *2xH
SH NH S—CH—C/

NH
HCII reduziert lodacetamid HCII alkyliert

Abbildung 33: Reduktion und Alkylierung von HCIl mit DTT und lodacetamid

LOsungen:

- Zellkulturiberstdnde aus COS7-Elektroporationen (siehe D.2.2.7.2)
-100 mM DTT in 0,5 M Tris-HCI pH 8,0
- 150 mM lodacetamid in 0,5 M Tris-HCI pH 8,0

- 1 x Komplexierungspuffer pH 7,4: 20 mM Tris HCI
150 mM NacCl

- 10 % PEG 8000 in 0}

Ausgangsmaterial fur die Alkylierung von HCIl waren Zellkulturiberstande aus der
Transfektion von COS7-Zellen (siehe D.2.2.7.2). Der pH-Wert der Zellkulturiiberstande
betrug aul3erhalb des Begasungsbrutschrankes 7,95 bis 8,0, so dalR keine pH-Wert-Einstellung
vorgenommen werden mufite. Zu den Zellkulturiiberstdnden wurde 1/20 Volumen 100 mM
DTT in 0,5 M Tris-HCI pH 8,0 gegeben und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Alkylierung erfolgte mit einem dreifachen Uberschu von lodacetamid gegeniiber DTT.

! Darby & Creighton 1997
% Churchet al. 1987
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Hierfir wurde 1/10 Volumen 150 mM lodacetamid in 0,5 M Tris-HCI pH 8,0 zum
Reaktionsansatz gegeben und fir 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert.

Die Entfernung von lberschiissigem lodacetamid und die Umpufferung der alkylierten
Zellkulturiberstéande erfolgte mit Micros&pt Mikrokonzentratoren (siehe D.2.5.3). Die
Proben wurden auf ca. 100 pl eingeengt, einmal mit 3,4 ml Komplexierungspuffer (siehe
D.2.5.8) verdinnt und erneut auf ca. 100 pl konzentriert. Der Verdinnungs- und
Konzentrierungsschritt wurde ein zweites mal wiederholt und anschlieBend mit
Komplexierungspuffer auf 495 ul aufgefillt und 5 pl 10% PEG8000-L6sung zugegeben. PEG
soll ein Adhéarieren der Proteine an die Gefallwéande von Reaktionsgefalien verhindern. Die
Proben wurden in Aliquots a 50 pl bei —20°C eingefroren und nach dem Auftauen kein
zweites Mal eingefroren, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dal HCIl in
Komplexierungspuffer gelost bei mehrfachem Auftauen anscheinend ausféllt (Ergebnisse
nicht dargestellt). Um gleichwertiges nicht-alkyliertes HCII fir die Vergleichsstudien zu
erhalten, wurden Aliquots der verwendeten Zellkulturiberstande der gleichen Prozedur
unterworfen, allerdings ohne DTT- und lodacetamidzugabe.

Als Kontrollen wurden Zellkulturiiberstdande nur mit lodacetamid behandelt, oder DTT und
lodacetamid wurden vor Zugabe zum Zellkulturiberstand gemischt und fur 30 Minuten bei
RT inkubiert.

Die HCII-Konzentration der erhaltenen Proben wurde im Western-Blot quantitativ durch
Vergleich mit bekannten Mengen an Standard-Humanplasma bestimmt (siehe D.2.5.12).
Zellkulturuberstande mit folgenden rekombinanten HCII-Varianten wurden alkyliert:

- Wildtyp-HCllI

- HCIl F195C

- HCIIAC

- HCIIAC F195C

- HCIIAC F195C/P52C

D.2.5.6 Bestimmung der DTT-Grenzkonzentration zur Reduktion der neu ein-
gefuhrten Disulfidbriicke

Zur Ermittlung der minimal benétigten DTT-Konzentration zur Reduktion der neu
eingefuhrten Disulfidbriicke in HCGAC F195C/P52C wurde konzentrierter und in 1 X
Komplexierungspuffer pH 8,0 (siehe D.2.5.8) umgepufferter Zellkulturiiberstand (siehe
D.2.5.3) aus der Lipofektion von COS7-Zellen (siehe D.2.2.7.1) verwendet. Die Proben
wurden 3 Minuten in der Vakuum-Zentrifuge entgast, und mit DTT (gelGsi-lmelyastem 1x
Komplexierungspuffer pH 8,0) auf DTT-Konzentrationen von 1 uM bis 1 mM eingestellt.
Anschliel3end wurden sie mit;Niberschichtet, fur 20 Minuten bei 25°C inkubiert und danach
ein Volumen 2-fach konzentrierter nicht-reduzierender Probenpuffer (siehe D.2.5.9)
zugegeben. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot (siehe D.2.5.10). Als Kontrolle wurde
Zellkulturiberstand aus mit Wildtyp-HCII transfizierten Zellen der gleichen Behandlung
unterzogen.
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D.2.5.7 Reoxidation von reduziertem HCII

Die Entstehung einer neuen Disulfidbriicke zwischen den zwei neu ins Molekil eingeflhrten
Cysteinen kann aus theoretischer Sicht auch dadurch begrindet sein, daf3 das Molekul bei der
Faltung im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) in eine unphysiologische
Konformation gezwangt wurde. Das entstehende Disulfidbriicken-verknipfte Molekil ware
dann inaktiv, und damit nicht in der Lage Thrombin zu inhibieren. Die Reduktion der
Disulfidbriicke mit DTT koénnte dem Molekll die Moéglichkeit geben, sich wieder in seine
korrekte Konformation zu falten, die dann wieder inhibitorisch aktiv wéare. Dieses Scenario
wirde zwangslaufig zu einer Fehlinterpretation Uber den postulierten allosterischen
Aktivierungsmechanismus von HCII fuhren.

Der Nachweis von biologischer Aktivitat der reduzierten Form von HCII und die Reoxidation
der reduzierten Disulfidbriicke zwischen den beiden einzigen Cysteinresten in Molekul wirde
zeigen, dal3 die beiden Bereiche, in welchen die neu eingefiuihrten Cysteine enthalten sind
(saurer N-Terminus und carboxyterminales Ende von Helix D), auegivo im aktiven HCII

bei Abwesenheit von GAGs in raumlicher Nahe zueinander stehen, oder sich zumindest nahe
kommen.

Als anorganisches Oxidationsmittel wurde Kupfer-(ll)-phenanthrolirerwendet, als
"biologisches" Oxidationsmitteln oxidiertes GlutatHion

LOsungen:

- serumfreie Zellkulturliberstande aus stabil mit psbr21 transfizierten CHO DUKX B1-Zellen (siehe D.2.2.8.1)
- Reoxidationspuffer pH8,0: 0,5 M Tris-HCI

- Dialysepuffer pH 8,0: 50 mM Tris HCI
150 mM NacCl

- 500 uM Dichloro(1,10-Phenanthrolin)Kupfer(ll) ,(Kupfer-(l)-Phenanthrolin) in Reoxidationspuffer
- 100 mM oxidiertes Glutathion (GSSG) in Reoxidationspuffer

- nicht-reduzierender Probenpuffer (siehe D.2.5.9)

HCIAC F195C/P52C-haltige serumfreie Zellkulturiiberstande wurden, sofern notig, mit
NaOH auf pH 8,0 eingestellt, fir 30 Minuten mit 2 mM DTT bei 37°C reduziert und
anschlieBend zwei mal drei Stunden gegen Dialysepuffer dialysiert.

Die Reoxidation erfolgte mit Endkonzentrationen von 50 uM Kupfer-(ll)-Phenanthrolin, bzw.
mit 2 mM oxidiertem Glutathion Uber Nacht bei RT. AnschlieBend wurden die Proben mit
einem Volumen nicht-reduzierendem Probenpuffer versetzt und drei Minuten bei 94°C
erhitzt. Die Auswertung erfolgte mittels Western-Blot (siehe D.2.5.10).

! Zenget al. 1999
2\Wenet al. 1996
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D.2.5.8 HCIl/Thrombin-Komplexierungen

HCII bildet mit Thrombin SDS-stabile Komplexém Verhéltnis 1:1. Die Komplexierung
erfolgt in Gegenwart von GAGs wie Heparin oder Dermatansulfat um ca. drei
GroRenordnungen schneflals in deren Abwesenheit. (Fiir eine detailiertere Beschreibung
der Komplexierung zwischen HCIl und Thrombin siehe B.5.2)

LOsungen:

- 1 x Komplexierungspuffer pH 7,4 oder pH 8,0: 20 mM Tris HCI
150 mM NacCl

- 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0 + 0,1 % (w/v) PEG 8000

- Thrombin aus Humanplasma: 306 NIH units (2910 NIH units/mg Protein)
geldst in 1 ml 20 mM Bis/Tris Puffer pH 6,5, 150 mM NacCl, 0,1 % PEG 8000
anschlieBend 1:50 verdunnt in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0 + 01 %
PEG 8000 entspr. 59,2 fmol/ul

- Standard-Humanplasma (90 pg/ml HCII) 1:100 verd. in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0

- Heparin-Losung: 125 Units/ml (D.2.5.8.1) oder 250 Units/ml (D.2.5.8.2) in 1 x Komplexierungspuffer piH 8,0

- Dermatansulfat-Losung: 5 mg/ml (D.2.5.8.1) oder 25 mg/ml (D.2.5.8.2) in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0

- 2-fach konz. reduzierender Probenpuffer: siehe D.2.5.9

- DTT-LOsung: 25 mM in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0

D.2.58.1 HCII/Thrombin-Komplexierung mit bzw. ohne DTT-Zugabe

Um die Auswirkung der neu in das HCII-Molekil eingefligten Disulfidbriicke auf die
Aktivierung durch GAGs untersuchen zu koénnen, wurden HCII-haltige Proben in der
Gegenwart, oder Abwesenheit von 1 mM DTT mit Heparin oder Dermatansulfat mit
Thrombin komplexiert. Als Proben wurden Zellkulturiberstande aus der Lipofektion von
COS7-Zellen verwendet (siehe D.2.2.7.1), die mit Micro¥%epMikrokonzentratoren
konzentriert und in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0 umgepuffert waren (siehe D.2.5.3). Die
HCII-Konzentration der konzentrierten und umgepufferten Proben wurde mittels
guantitativem Western-Blot (siehe D.2.5.12) bestimmt und die Konzentration der Proben an
die niedrigste gemessenen Konzentration (1,24 pg/ml = 18,9 fmol/ul) der sechs untersuchten
Proben durch Verdinnung mit 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0 angepasst. Als Kontrolle
wurde 1:100 in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0 verdunntes Standard-Humanplasma
verwendet.

Jede Probe wurde in vier parallelen Ansatzen unter den nachfolgend angegebenen
Reaktionsbedingungen mit Thrombin komplexiert, wobei das molare Verhéltnis von HCII zu
Thrombin jeweils 2:1 war.

! Tollefsen & Blank 1981
2 Tolleseret al. 1983
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a) 1 mM DTT + 10 U/ml Heparim 5 Minuten Inkubation bei 25 °G Zugabe von Thrombin
— 20 Minuten Inkubation bei 25 °C

b) ohne DTT + 10 U/ml Heparin 5 Minuten Inkubation bei 25 6 Zugabe von Thrombin
— 20 Minuten Inkubation bei 25 °C

c) 1 mM DTT + 300 pg/ml Dermatansulfat5 Minuten Inkubation bei 25 *G Zugabe von
Thrombin—> 20 Minuten Inkubation bei 25 °C

d) ohne DTT + 300 pg/ml Dermatansufats Minuten Inkubation bei 25 6 Zugabe von
Thrombin» 20 Minuten Inkubation bei 25 °C

Die Proben wurden vor Versuchsbeginn 3 Minuten in der Vakuumzentrifuge entgast und fur
die beiden nachfolgenden Schritte jeweils mjt (Merschichtet. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von einem Volumen an 2-fach konz. reduzierenden Probenpuffer gestoppt und die
Proben mittels Western-Blot (siehe D.2.5.10) analysiert.

Zellkulturuberstande mit folgenden rekombinanten HCII-Varianten wurden komplexiert:

- Wildtyp-HClII

- HCIIAC

- HCIIAC F195C

- HCIIAC F195C/P52C
- HCIIAC F195C/G54C
- HCIIAC F195C/S68C

D.2.5.8.2 Kinetik der HCII/Thrombin-Komplexbildung in Abhéngigkeit von der
Behandlung mit DTT und lodacetamid

Um Informationen Uber die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten verschiedener HCII-
Varianten bei der Komplexierung mit Thrombin in der Anwesenheit bzw. Abwesenheit von
GAGs zu erhalten, wurden Proben mit Thrombin komplexiert und nach definierten
Zeitpunkten Aliquots der Reaktionsansatze entnommen. Als Probenmaterial wurden alkylierte
bzw. nicht-alkylierte Zellkulturiiberstande (siehe D.2.5.5) aus der Lipofektion von COS7-
Zellen (siehe D.2.2.7.1) verwendet, deren HCII-Konzentration mittels quantitativem Western-
Blot bestimmt wurde (siehe D.2.5.12). Die Konzentration der Proben wurde an die niedrigste
gemessenen Konzentration (0,68 pg/ml = 10,4 fmol/ul) durch Verdinnung mit 1x
Komplexierungspuffer pH 8,0 + 0,1 % (w/v) PEG 8000 angepasst.

Zellkulturiberstande mit folgenden rekombinanten HCII-Varianten (alkyliert bzw. nicht-
alkyliert) wurden in der Anwesenheit oder Abwesenheit von GAGs mit Thrombin
komplexiert:

- Wildtyp-HCIlI

- HCIl F195C (nur in Anwesenheit von GAGS)
- HCIIAC

- HCIIAC F195C

- HCIIAC F195C/P52C
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D.2.5.8.2.1 Kinetik der HCII/Thrombin-Komplexbildung in Abhangigkeit von der
Behandlung mit DTT und lodacetamid in Anwesenheit von GAGs

Jede Probe wurde in zwei parallelen Ansatzen bei 25°C mit Thrombin komplexiert, wobei das
molare Verhaltnis von HCIl zu Thrombin jeweils 2:1 war.

a) + 10 U/ml Heparin (=57 pug/mi} 3 Minuten Inkubation bei 25°6 Zugabe von Thrombin
b) + 1 mg/ml Dermatansulfat 3 Minuten Inkubation bei 25°6 Zugabe von Thrombin

Aliquots der Reaktionsansatze wurden jeweils 0, 15, 30, 75 und 180 Sekunden nach
Thrombin-Zugabe entnommen und zum Stoppen der Reaktion mit einem Volumen 2-fach
konzentriertem reduzierenden Probenpuffer gemischt, wobei die 0-Sekundenprobe bei allen
beschriebenen Komplexierungen vor Zugabe von Thrombin enthommen wurde. Die Proben
wurden mittels Western-Blot (siehe D.2.5.10) ausgewertet. Die*BE@/perfilme wurden bei

der Belichtung jeweils 60, 90 bzw. 120 Sekunden auf die Western-Blot Membran gelegt, um
vergleichbare Bedingungen fur die Auswertung zu gewahrleisten. Fur die Ermittlung der
relativen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden die entwickelten ®B@tperfilme mit der
CCD-Videokamera auf dem Transilluminator mit GloScféddV Conversion Screen und

und der PhotoFinish ZSoft V3.0 Software (siehe D.1.13) digital dokumentiert. Mit Hilfe der
WinCam V2.2 Software (siehe D.1.13) wurde densitometrisch das prozentuale Verhaltnis von
HCIl/Thrombin-Komplexen zu nicht komplexiertem HCII bestimmt. Der entstandene
prozentuale Anteil an HCIl/Thrombin-Komplexen je Zeiteinheit ist dabei ein Mal3 fur die
Reaktionsgeschwindigkeit der verschiedenen HCII-Varianten mit Thrombin.

In einem weiteren Versuch wurde nicht-reduziertes HCIF195C/P52C bei 25°C mit 10
U/ml Heparin oder 1 mg/ml Dermatansulfat mit Thrombin (molares Verhaltnis
HCIl/Thrombin 2:1) fir 0, 30, 60, 120 bzw. 180 Minuten inkubiert, die entnommenen Proben
mit einem Volumen an 2-fach konzentriertem Probenpuffer gemischt und im Western-Blot
ausgewertet. Die Belichtung des EGHyperfilms erfolgte fiir 20 Minuten.

D.2.5.8.2.2 Kinetik der HCII/Thrombin-Komplexbildung in Abhangigkeit von der
Behandlung mit DTT und lodacetamid in Abwesenheit von GAGs

Die Proben wurden in Abwesenheit von GAGs bei 25°C mit Thrombin bei einem molaren
Verhéltnis von Inhibitor zu Thrombin von 2:1 inkubiert, und Aliquots nach jeweils 0, 30, 60,
120, und 180 Minuten entnommen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von einem Volumen
an 2-fach-konzentriertem reduzierendem Probenpuffer gestoppt, und die Proben anschlie3end
mittels Western-Blot ausgewertet. Die Belichtung des &8yperfiims erfolgte bis zu 20
Minuten lang.

Sowohl fur die reduzierte und alkylierte, als auch fur die unbehandelte Form vonCHCII
F195C/P52C wurde der Versuch bei gleicher HCII-Konzentration wie im obigen Versuch,
aber mit einem molaren Verhéltnis von Inhibitor zu Thrombin von 1:2 wiederholt. De?-ECL
Hyperfilm wurde anschlie3end fur 35 Minuten belichtet.

Eine densitometrische Auswertung der EcHlyperfilme machte bei den beschriebenen
langen Belichtungen keinen Sinn, da die Bande mit unkomplexiertem HCII sehr stark
Uberbelichtet werden muf3te, um die HCII/Thrombin-Komplex-Bande sichtbar zu machen.
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D.2.5.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE)

Die SDSPolyacrylamid-Gelelektophorest (SDS-PAGE) dient der elektrophoretischen
Auftrennung von Proteinen in einer Polyacrylamid-Matrix. Die Proteine werden bei der
Probenvorbereitung mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) behandelt.
SDS lagert sich an das Protein an, entfaltet das Protein und zerstort dabei fast alle nicht-
kovalenten Wechselwirkungen. Aufgrund eines konstanten Massenverhaltnisses von 1,4 g
SDS je Gramm Protein(ca. 1 SDS-Molkiil je 2 Aminosaurdn entsteht ein konstantes
Verhaltnis zwischen der Zahl der Ladungen und der GrbéRe des Proteins, wobei die
Eigenladung des Proteins Uberdeckt wird. Die entstehenden negativ geladenen ellipsoiden
Mischmizellen werden bei der Wanderung zur Anode durch den Siebeffekt der Gelmatrix
aufgrund ihrer Grol3e (Stokes Radius) aufgetrennt, wobei sich eine umgekeht proportionale
Beziehung zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichtes und der Wanderungsstrecke
der SDS-Polypeptid-Mizellen ergibt. Glykoproteine werden im Verhaltnis zu ihrem
Molekulargewicht weniger stark beladen als nicht-glykosylierte Proteine und wandern daher
in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese langsamer als nicht-glykosylierte Proteine
gleicher Gréf3e. Proteine mit Disulfidbriicken, werden, sofern die Disulfidbricken nicht durch
ein reduzierendes Agenz wie 2-Mercaptoethanol reduziert werden, durch SDS weniger stark
entfaltet als Proteine ohne Disulfidbricken. Dies resultiert in einem kleineren Stokesschen
Radius, wodurch Proteine mit Disulfidbricken schneller durch das Gel wandern, als gleich
grol3e Proteine ohne Disulfidbriicken.

Die Gelmatrix fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsteht durch chemische
Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren mit einem Vernetzer, meist N'N’-
Methylenbisacrylamid. Die Porengrdl3e wird dabei durch die Totalacrylamid-Konzentration
(T) und den Vernetzungsgrad (C) definiert.

Alle SDS-PAGEs wurden mit 1 mm dicken Tris-Glycin-Fertiggelen der Firma Novex und der
dazu gehdrenden Elektrophorese-Apparatur Xcell 11 Mini-Cell durchgefuhrt. Bei den
Fertiggelen handelte es sich diskontinuierliche G@dSK-Gele) mit einem Bis-Acrylamid-

Anteil (C) von 2,6%, bestehend aus einem weitporigeren 4%-igen Sammelgel (T), und
engporigeren 6%, 10% bzw. 14%-igen Trenngelen (T).

LOsungen:

-Laufpuffer (pH 8,3): 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
pH-Wert nicht einstellen

-nicht-reduzierender Probenpuffer (2-fach konz.):125 mM TrisHCI pH 6,8
4 % (w/v) SDS
0,005 % (w/v) Bromphenolblau
20 %(v/v) Glycerin

-reduzierender Probenpuffer (2-fach konz.): nicht-reduzierener Probenpuffer
+ 5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

! Weber & Osborn 1969, Laemmli 1970
? Lottspeich & Zorbas 1998

3 Stryer 1996

* Neville 1971
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Die Proben wurden 1:2 mit 2-fach konzentriertem Probenpuffer verdinnt, drei Minuten bei
95°C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekuhlt. Zur GrélRenbestimmung der
aufgetragenen Proteine wurden Proteingré3enmarker (siehe D.1.6) verwendet, die ebenso wie
die Proben behandelt wurden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Spannung von
150 V entsprechend den Angaben des Herstéheitsden nachfolgenden Parametern:

Versuch Tenngel Laufdaue
- Test auf Dimerbildung (E.8) 6 % 80 min
- Laufverhalten mit bzw. ohne Disulfidbriicke (E.7.1) 10 % 135 min

- HC2IC F195C/P52C Komplexierungen ohne GAGs bei
einem HCII/Thrombin-Verhaltnis von 1:2 (D.2.5.8.2.2)

- Komplexierung mit bzw. ohne DTT-Zugabe (D.2.5.8.1) 10 % 120 min
- Bestimmung der DTT-Grenzkonzentration (D.2.5.6)
- Reoxidation von reduziertem HCII (D.2.5.7)

- Bromcyanspaltung von HCII (D.2.5.4) 14 % 90 min

- alle anderen Versuche 10 % 90 min

Tabelle 14: Verwendete Gele und Laufbedingungen bei der SDS-PAGE

D.2.5.10 Western-Blot

Beim Western-Blotting werden in einem Gel aufgetrennte Proteine durch Kapillartransfer
oder Elektrotransfer auf einen Trager fur die nachfolgende immunologische Detektion
transferiert und immobilisiert. Der gesamte Vorgang aus SDS-PAGE, Western-Blot und
Detektion wird oft (z. T. auch in dieser Arbeit) als Western-Blot bezeichnet. Die in der SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine wurden in der vorliegenden Arbeit mittels Elektroblotting auf
eine hydrophobe inerte Hybond-P PVDF-MembrRalyvinylidendifluorid) tbertragen. Die
Proteine wandern beim Elektroblotting aufgrund des gebundenen SDS zur Anode, verlieren
jedoch dabei, da der Transferpuffer SDS-frei ist, gebundenes SDS, so dal3 sie uber
hydrophobe Wechselwirkungen an die hydrophobe Membran binden kénnen. Die geblottete
Membran ("blot" = Abklatsch) stellt damit ein Abbild des Geles dar, auf der die aufgetrennten
Proteine fur die nachfolgenen Immundetektion immobilisiert sind.

LOosungen:

Transferpuffer (pH-Wert nicht einstellen): 12 mM Tris
96 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Die PVDF-Membran wurde kurz mit Methanol hydrophilisiert und anschlie3end fur 10
Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Das Polyacryamidgel wurde entsprechend der
Angaben des Herstellérgusammen mit der &aquilibrierten PVDF-Membran luftblasenfrei
zwischen zwei Blottpapiere und zwei Blotting Pads so in die Transferkammer (Xcell Il Blot
Module) eingesetzt, dal} die Proteine beim nachfolgenden Elektrotransfer aus dem Gel
Richtung Anode auf die Membran wanderten. Die Transferkammer wurde mit Transferpuffer
beflllt und bei 25 V geblottet. Die Transferzeit betrug unter diesen Bedingungen 1,5 Stunden
fur HCIl bzw. 2,0 Stunden fur HCII-Thrombin-Komplexe.

! Novex Manual 1997
2 Towbinet al.1979
3 Novex Manual 1995
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D.2.5.11 Chemilumineszenz-Immundetektion

Die Immundetektion der geblotteten Proteine erfolgt wie in Abbildung 34 dargestellt mit
Hilfe zweier Antikdrper und dem EC¥-Western-Blotting Detektionsreagenz der Firma
Amersham Pharmacia Biotech (siehe D.1.12). Primarantikorper war dabei ein polyklonales
Anti-HCII-lgG-Antiserum aus Kaninchen, welches sowohl HCII, als auch Komplexe aus
HCIl und Thrombin erkennt. (fur Antikdrper siehe D.1.11) Der Sekundéarantikdrper war ein
polyklonaler Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper aus Esel, welcher mit dem Enzym
Meerrettichperoxidaseh¢rseradishperoxidase, HRP) gekoppelt ist. Meerrettichperoxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-phtalazidion) durg®,H

zu 5-Aminophtalsédure unter Abgabe von Licht. Dauer und Intensitat der Chemilumineszenz
kénnen durch die Zugabe von Enhancern wir z.B. Phenolen deutlich gesteigert'Welen

= enhancecchemiuminescence). Das Emissionsmaximum des ECL-Systems liegt bei 428 nm
und kann mit Blaulicht-empfindlichen Autoradiographiefilmen detektiert werden.

Die Entwicklung der verwendeten EE&Hyperfilme erfolgte mit Entwickler D19 und
Fixierer UNIFIX entsprechend den Angaben des Herstellers.

ECL®-Hyperfilm

A
hev
428nn]

P oxidiertes Luminol + N

HRP-gekoppelter HRP

Sekundarantikérpe .
I\ /e | uminol + H,O,

Anti-HCII-Prim&rantikorper

HCII

SR TR R

PVDF-Blottingmembran

Abbildung 34: Schema der Chemilumineszenz-Immundetektion von HCIl und HCIl/Thrombin-Komplexen

! Amersham-Pharmacia Manual 1998
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Losungen:

- Waschpuffer: PBS-Puffer (siehe D.2.2.1)
+ 0,3 % (v/v) Tween 20
+ 0,3 % (w/v) BSA

- Blockierungslésung: PBS-Puffer (siehe D.2.2.1)
+ 0,3 % (v/v) Tween 20
+ 3,0 % (w/v) BSA

- Antikorperpuffer: PBS-Puffer (siehe D.2.2.1)

+ 0,3 % (v/v) Tween 20
+ 1,0 % (w/v) BSA

- Priméarantikorper-Losung: 20 pl polyklonales anti-human-HCIl Antiserum Kanl 1:10 verd. irf PBS
(siehe D.1.11) in 40 ml Antikorperpuffer

- Sekundarantikorper-Lésung: 10 pl Anti-Kaninchen-Peroxidase gekoppelter 1IgG aus Esel (siehe D.1.11)
in 20 ml Antikorperpuffer

- ECL-Detektionslésung: je 2,5 ml Lésung 1 und 2
- Entwickler D19

- Fixierer Unifix

Alle Schritte der Chemilumineszenz-Immundetektion fanden bei RT auf einem
Schwenkschuttler statt. Die geblottete Membran wurde zunachst flr eine Stunde mit
Blockierungslosung und anschlieend eine Stunde mit Primérantikdrper-Losung inkubiert.
Zum Entfernen unspezifisch gebundener Antikorper folgte ein Waschschritt, bestehend aus
zweimaligem Abspulen mit Waschpuffer sowie einmal 15 minutiger und zweimal 5 minutiger
Inkubation mit Waschpuffer. Die Membran wurde danach fir eine Stunde mit
Sekundarantikorper-Losung inkubiert, anschlieRend folgte erneut der bereits beschriebene
Waschschritt. Fir die Chemilumineszenzreaktion wurde die Membran mit™ECL
Detektionslésung Uberschichtet, eine Minute inkubiert, Uberflissige Lésung abgegossen und
die Membran anschlieBend in Haushaltsfrischhaltefolie eingeschlagen. Die Belichtung der
ECL®-Hyperfilme erfolgte in einer Autoradiographie-Kassette. Die Belichtungsdauer
schwankte bei den durchgefiihrten Versuchen je nach Signalintensitat zwischen 20 Sekunden
und 35 Minuten.

Die Entwicklung der belichteten EEtHyperfilme erfolgte entsprechend den Vorgaben des
Herstellers mit Entwickler D19 und Fixierer Unifix.

D.2.5.12 Quantitativer Western-Blot

Zur Ermittlung der HCII-Konzentration wurde die Probe zusammen mit mehreren
Verdinnungsstufen von Standard-Humanplasma bekannter Konzentration in einer SDS-
PAGE aufgetrennt (siehe D.2.5.9), auf eine PVDF-Membran geblottet (siehe D.2.5.10) und
per Chemilumineszenz-Immundetektion (siehe D.2.5.11) nachgewiesen. Fir die gquantitative
Auswertung wurden die entwickelten E&GHyperfilme mit der CCD-Videokamera auf dem
Transilluminator mit GloScreéh UV Conversion Screen und der PhotoFinish ZSoft V3.0
Software (siehe D.1.13) digital dokumentiert. Die HCIl-Konzentration der Probe wurde
densitometrisch mit Hilfe der WinCam V2.2 Software (siehe D.1.13) durch Vergleich mit der
Konzentration der bekannten Standards errechnet.
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D.2.5.13 Coomassieblau-Farbung

Der Nachweis von Proteinen in Gelen und auf PVDF-Membranen nach der
Chemilumineszenz-Immundetektion (zum Anfarben der ProteingréRenmarker) erfolgte durch
Coomassie-Farbung. Die  Farbemethode  beruht auf der Reaktion eines
Triphenylmethanfarbstoffes mit den Aminogrupppen von Lysinresten und dem freien
Aminoterminus von Proteinen in alkoholischer LésunBie angefarbte Membran kann
anschlieBend unter die entwickelten E@Hyperfilme gelegt werden, auf denen je nach
Belichtungsdauer eine oder mehrere Banden der Proteingrof3enmarker unspezifisch von den
verwendeten Antikérpern angefarbt werden, um die ProteingroRen von detektierten Proteinen
abzuschatzen.

LOsungen:
- Farbeldsung: 1 Tablette Coomassie R-350
150 mL dH0
100 mL Isopropanol p.A.
50 mL Essigsaure p.A.
durch Filterpapier filtrieren
- Entfarber: 700 mL di0
200 mL Isopropanol
100 mL Essigsaure

Gele wurden bei 50 °C fur 20 Minuten in Farbelésung angefarbt, PVDF-Membranen fir 5
Minuten. AnschlieBend wurde das Gel bzw. die Membran bei 50°C in einem Entfarberbad
unter mehrmaligem Wechseln der Losung so lange entfarbt, bis die Hintergrundfarbung
ausgewaschen war und die Proteinbanden gut sichtbar waren.

D.2.5.14 Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung

Die irreversible Reaktion von Heparinkofaktor [I (HCII) und Thrombin (T) stellt eine
chemische Reaktion zweiter Ordnung dar:

HCIl + T —» HCII-T
Die Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei sowohl von der Konzentration von Heparinko-
faktor Il [HCII] als auch von der Konzentration von Thrombin [T] abhéangig und laft sich
durch das Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung beschreiben:

-d[T]/dt = ky-[T]-[HCII]
Die Abnahme der Thrombinkonzentration Uber den Zeitverlauf -d[T]/dt ist dabei gleich dem
Produkt aus der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnungn#t den Konzentrationen von
HCII und Thrombin.
Die Gleichung enthélt zwei Unbekannte ([T] und [HCII]), die experimentell nicht bestimmt
werden kénnen. Das Problem lal3t sich dadurch umgehen, dal3 eine der Komponeten, hier
HCII, im groBen UberschuR in die Reaktion eingesetzt wird (FaktO), so daR diese als
unveranderliche Grol3e betrachtet werden kann. Mit k'FHKII]xonst. €rgibt sich ein neues
Geschwindigkeitsgesetz :

-d[T)/dt=k’-[T]

! Schaggeet al. 1988
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bzw. in seiner integrierten Form :

k't =In([T]o/[T]¢)
Man spricht von einer Reaktion pseudo-erster Ordnung.
Tragt man In([T[T]) gegen t auf, so entspricht die Steigung der Geraden k'. Die
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung errechnet sich aus ;KEBCK]wnst. durch
Division von k’durch die eingesetzte HCII-Konzentration [Hhg.

Die Durchfihrung des nachfolgend beschriebenen Tests beruht auf den Arbeiten von
Derechinet al, Ciacciaet al.und Hayakawat al*

HCIl reagiert sowohl in der Gegenwart als auch in der Abwesenheit von GAGs mit
Thrombin, wobei Thrombin als HCII-Thrombin-Komplex irreversibel inaktiviert wird.

HCIl + Thrombin —£€2%9 5 HCI-Thrombinnakiy + Thrombirkest

Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten erfolgt durch Umsetzung des synthetischen
Substrates Chromozym TH (Tosyl-Glycyl-Prolyl-Arginin-4-Nitranilid-Acetat)  durch
Thrombin. Thrombin spaltet von Chromozym TH 4-Nitroanilin ab, welches photometrisch bei
405 nm gemessen werden kann. Die Konzentration an aktivem, nicht inhibiertem Thrombin
ist dabei jeweils proportional zur Absorptionsanderung, so dal} folgt:

k"t = In[AA/min]o/[AA/min];
Wird nun der natirliche Logarithmus vom Verhéltnis der Absorptionsdnderungen
(InN[AA/min]o/[AA/min];) gegen die Reaktionszeit t aufgetragen entspricht die
Geradensteigung k. Die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnungrdibt sich aus dem
Quotienten von k' und der eingesetzten HCIl-Konzentratiop = k’/[HCII](Einheit: M™*
-min’).

LOosungen:

- TS/IPEG-Puffer pH 7,4: 20 mM Tris HCI
150 mM NacCl
0,1% (w/v) PEG 8000

- TS/IPEG-Puffer + BSA pH 7,4: TS/PEG-Puffer + 0,2 mg/ml BSA

- Chromozym TH-L&sung: 150 uM in TS/PEG

- Thrombin-L&sung: 20 nM in TS/PEG

- HCII-L6sung: 250 nM in TS/PEG

- Heparin-L6sung: 100 U/ml =570 pg/ml in TS/PEG

- Dermatansulfat-Lésung: 10 mg/ml Heparin-freies Dermatansulfat in TS/PEG (s.u.)
- T/IPEG-Puffer pH7,4: 30 mM Tris HCI

0,2 % (w/v) PEG 8000

- NEP-LGsung: 240 mM NaNO
1,8 M Essigsaure
0,1% (w/v) PEG 8000

! Derechinet al. 1990, Ciacciat al. 1997 a, Hayakawet al. 2000 a
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Zur Entfernung von Heparinverunreinigungen im Dermatansulfat wurde Dermatansulfat mit
einer Konzentration von 10 mg/ml in NEP-L6sung gelost und fur 80 Minuten bei RT

inkubiert®. AnschlieRend wurde die Lésung fiir 20 Stunden bei 4°C gegen TS/PEG-Puffer in
einer Slide-A-Lyzer Dialyseeinheit mit einer Ausschluf3grenze von 3500 Da dialysiert.

Ausgangsmaterial fir die Bestimmungen der Geschwindigkeitskonstanten war HCII, welches
mit einem NaCl-Stufengradienten (siehe D.2.5.2.2) bei einer Salzkonzentration von 300
mmol/l von der FPLC-Heparin-Sepharose-Saule eluierte. Die HCII-haltigen Losungen
wurden 1:2 mit T/PEG-Puffer verdinnt, wodurch der FPLC-Elutionspuffer in TS/PEG-Puffer
uberfihrt wurde. AnschlieBend wurden die HCIl-Losungen mit TS/PEG-Puffer auf eine
HCII-Konzentration von 250 nmol/l verdinnt. Die Bestimmung der HCIl-Konzentrationen
erfolgte mittels ELISA (siehe D.2.5.1).

Folgende HCII-Varianten wurden untersucht:

- Wildtyp-HCIl aus CHO DUKX B1 Zellen reduziert und alkyliert bzw. unbehandelt

- HCIIAC F195C/P52C aus CHO DUKX B1 Zellen reduziert und alkyliert bzw.unbehan-

delt

Fur die Messungen wurde jeweils im Wechsel ein 100% Thrombin-Wert (ungehemmtes
Thrombin ohne HCII-ZugabeAA/min bei t=0) und eine HCII-Thrombin-Komplexierung
gemessen. Die Komplexierungszeit hing dabei von der Probe und dem Vorhandensein, bzw.
Fehlen von GAGs ab (siehe E.15). Die Komplexierung begann mit der Zugabe der
Thrombinlésung und wurde durch die Zugabe der Chromozym TH-LOsung beendet. Alle
Komponenten wurden bei Raumtemperatur wie folgt direkt in einer Einweg-
Halbmikrokivette gemischt.

100 % Thrombin-Wert HCII-Thrombin-Komplexierung
40 ul TS/PEG-Puffer 40 pl HCII-Lésung
10 pl GAG-L6sung oder TS/PEG 10 pl GAG-L6sung oder TS/PEG
50 pl Thrombin-Losung 50 pl Thrombin-Lésung
Inkubation fur 5 Sekunden bis 5 Stunden
Zugabe von 500 pl Chromozym TH-L6sung

Fir Komplexierungen mit einer Dauer von mehr als einer Stunde wurde fiir einige
Versuchsreihen TS/PEG-Puffer + 100 pg/ml BSA verwendet. In Vorversuchen hatte sich
gezeigt, dal3 die Aktivitat von Thrombin bei langer Inkubation deutlich abnahm (Ergebnisse
nicht dargestellt). BSA fungierte hier als sog. "Schutzprotein”, welches eine stabilisierende
Wirkung auf die Thrombinaktivitat hatte und fiir besser vergleichbare Bedingungen zwischen
der ansonsten Protein-freien 100% Thrombinaktivitatsmessung und der Protein-haltigen, nur
partiell gereinigten HCII-L6sung sorgte.

Nach Zugabe der Chromozym TH-L6sung wurde die (verbleibende) Thrombinaktivitat durch
Messung der Absorptionsanderung bei 405 myA/rhin) mit Hilfe der UV1602 V3.5-
Software (siehe D.1.13) bestimmt. Um Schwankungen von Einzelmessungen zu
kompensieren, besonders bei kurzen Reaktionszeiten, wurden mdglichst viele unabhéngige
Messungen durchgefuhrt und der Mittelwert der Absorptionsdnderungen bestimmt. Die
Geschwindigkeitskonstante k™ ergab sich wie bereits geschrieben durch Bestimmung der
Geradensteigung mittels linearer Regression aus den errechneten Mittelwerten und dem
Nullpunkt (Anfangsaktivitat bei t=0: IWA/min]o/[AA/min]=0=0,). Die Geschwin-
digkeitskonstante 2. Ordnung krrechnete sich dann aus dem Quotienten von k™ und der
eingesetzten HCII-Konzentration s & k"/[HCII].

! Teienet al. 1976, Maaroufet al. 1997
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E Ergebnisse
E.1 Dreidimensionale Proteinmodellierungen

In  Ermangelung von RoOntgenstrukturdaten fur HCIl, anhand derer geeignete
Aminosaurepositionen fir den Einbau von zwei neuen Cysteinen hatten ermittelt werden
konnen, die den N-Terminus mit dem Kern des Molekils verbinden, muflte ein
dreidimensionales Modell von HCII erstellt werden. Hierfur diente der Swiss Modell Server
der Glaxo Welcome Experimental Research in Genf, welcher ein 3D-Proteinstrukturmodel fur
eine vorgegebene Proteinsequenz aus bekannten 3D-Strukturen von verwandten Proteinen
derselben Proteinfamilie modelliésiehe D.2.3). Ein solches Modell als Grundlage fiir die
Auswahl geeigneter Aminosaurepositionen zu verwenden ist ein sinnvoller Ansatz, da die
Serpine trotz teilweise nur relativ geringer Aminosaureidentitdt von ca. 30% eine hoch
konservierte Sekundar- und Tertiarstruktur besitzen (siehe B.4.1).

Wie in der Einleitung dargestellt, bindet nach der vorliegenden Vorstellung der saure
Aminoterminus von HCII in Abwesenheit von GAGs an die basische Helix D und diese
beiden Molekulbereiche sollten durch eine Disulfidbriicke kovalent verknipft werden (siehe
Abbildung 8 und Abbildung 10).

Aus der Literatur geht hervor, daf’ die Mutation von basischen Aminosauren, welche fur die
HCII-Aktivierung durch GAGs wichtig sind, fast durchgehend zu verringerter HCII-Aktivitat

in der Gegenwart von Heparin und/oder Dermatansulfat*iius diesem Grund schien die
Mutation einer dieser Aminosauren zu Cystein wenig attraktiv, obwohl sie dem Modell nach
direkt mit dem N-Terminus interagieren und obwohl beim Antithombin eine Disulfidbriicke
zwischen Cys8 und Cys128 besfel@tys128 im AT wiirde His188 im HCII entsprechen. Es
wurde jedoch gezeigt, dal3 die Mutation von His188 zu einer deutlichen Abnahme der HCII-
Aktivitat in der Gegenwart von Dermatansulfat fédhrt

Weiterhin wurde (allerdings erst nach Beginn dieser Arbeit) gezeigt, dall Arg200 an der
intramolekularen Interaktion mit dem sauren N-terminalen Bereich von HCII betefligt ist
Ausgehend von diesen Literaturdaten erschien die carboxyterminal der basiddeér D
gelegene Region fir den Einbau eines der beiden Cysteine geeignet. Erschwert wurde die
Modellierung allerdings dadurch, daf} sich das Ausmaludielicalen Struktur desi-Helix

D méglicherweise durch die An- bzw. Abwesenheit von GAGs anderr? kann

Die Auswahl einer zweiten Aminosaureposition fir den Einbau eines Cysteins im sauren
Bereich des Aminoterminus von HCII war deutlich problematischer. Der N-Terminus von
HCII zeigt keine Sequenzhomologie zu anderen Serpinen, so dal3 mit Swiss Model kein 3D-
Modell fir diese Region erstellt werden konnte. Zudem ist unklar, wie die saure Region mit
der GAG-Bindestelle interagiert. Aus der Literatur sind lediglich einige Aminoséaure-
positionen bekannt, deren Mutation sich deutlich nachteilig auf die Aktivierung von HCII
durch Heparin und/oder Dermatansulfat auswirkt (F67V,Y60F, L61A)

! Peitsch 1995 a & b, Peitsch 1996

2 Ragget al. 1990 a & b, Blinder & Tollefsen 1990, Whineaal. 1991, Blinderet al. 1989, Colwell eal. 1999
% Moureyet al. 1993, Skinneet al. 1997

* Ragget al.1990 b

> Ciacciaet al. 1997 b

® Whinna & Church 1994

"Raggetal.1990 a & b
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Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren nur wenige Rontgenstrukturdaten von vorwiegend
gepaltenen Serpinen vorhanden, anhand derer eine HCII-Modellierung durchgefihrt werden
konnte.

Ausgehend von der Voruberlegung, daf? der Bereich am carboxyterminalen Enddedisr

D von HCII fur den Einbau eines der neuen Cysteine geeignet war, soltieH#iéx D und

der carboxyterminal angrenzende strangverbindende Bereichpztattblatt A mdglichst

genau modelliert werden. Wie aus Tabelle 15 zu ersehen ist, sind zahlreiche Serpine
heterogen bezlglich der Anzahl von Aminoséuren, wetchtelix D mit Strang 2 imp-
Faltblatt A verbinden. Fur die erste Modellierung von HCIl wurden daher nur
Rontgenstrukturdaten von solchen Serpinen verwendet, die in der Verbindungsschleife
zwischena-Helix D und dem Beginn von Strang 2 ipaFaltblatt A dieselbe Anzahl von
Aminosauren aufweisen wie HCII.

Da alle hierfur zur Verfligung stehenden Rontgenstrukturdaten von gespaltenen Serpinen
stammten, wurde als einziges verfigbares ungespaltenes Serpin Ovalbumin einbezogen (siehe
D.2.3).

Serpin Aminosauresequenz
Heparinkofaktor 1l |- SSKY EITTIHNEFRKLTHRLERRNIG--YTLRS
og-Antitrypsin | mmmmeeees PAEQIHEGFQELLRTLNQPIQ--LQLTT
Antithrombin |- TSDQIHFFFAKLNCRLYRK/K-SSKLVS
Cy-Inhibitor | ememeeee- CVHQALKGFTTKG--------  ----- VTS
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1| --------- | DDKGMAPALRHLYKELMGIK--DEIST
Thyroxin-bindendes Globulin | ---------- PMVEIQHGFQHLICSLNFPE--LELQI
ag-Antichymotrypsin -~ | == LROKFTQSFQHLRAPSISSE--LQLSM
o,-Antiplasmin |- AG SGPCLPHLLSRLCQDLG-P(----AFRL
Ovalbumin (Huhn) -GDSEIAQCUTSVNVHSSLRDIENQITKPN--VYSFSL
Angiotensinogen -CTSRLDAH-KVLSALQAVQGLLVAQGRAQAQLLLST
Corticosteroid-bindendes Globulin ---------- SETEIHOQGFQHLHQLFAKS S--LEMTM
Protein C Inhibitor | -=-=-mmm- SEKELHRGFQQLLQELNQFG--FQLSL
Protease Nexin |- GVNGVGKILKKINKAIVSKKK--DIVTV

Tabelle 15: Aminosduresequenzvergleich von humanen Serpinen und Ovalbumin im Bereich der Helix D (nach
Huber & Carrell 1989). Als Referenz fir die Zuordnung von Aminoséuren zu den Sekundarstrukturelementen
dient das zuerst rontgenkristallographisch charakterisigrfntitrypsin. Griin unterlegt ist der Bereich der
Proteine, welcher in;-Antitrypsin die Helix D bildet, gelb der Bereich welcher den Beginn von Stran@-2 in
Faltblattt A darstellt. Bei HCII sind die Aminosduren Serl71 bis Ser201 dargestellt (siehe hierzu H.1).

Aufgrund der Vielzahl von neuen Serpin-Rontgenstrukturdaten, die in Laufe der vorliegenden
Arbeit veroffentlicht wurden, konnten in Dezember 1999 zur Uberpriifung der ersten
Modellierung und zur Erstellung eines Modells, welches nur auf ungespaltenen Serpinen
basierte, zwei neue Modellierungen mit der Version 3.5 des Swiss Model Servers
durchgefiihrt werden (siehe D.2.3 und Abbildung 37 bis Abbildung 41).

Auf den néchsten Seiten sind die errechneten Modelle jeweils als Gesamtansicht und als
Detailansicht im Bereich der Aminosauren 180 bis 202 dargestellt, wobei bei letzteren vom
carboxyterminalen Ende her durch die Helix D geschaut wird. In allen Abbildungen ist
Phenylalanin 195 gegen Cystein ausgetauscht, um die Orientierung des Cysteinrestes zur
Helix D beurteilen zu kénnen.



Ergebnisse 109

Cys323
Cys467

Lys185
Argl189
Lys173
Arg184
His188
Argl92

Cys195
Cys273
Argl93
Arg200

- gelb: natiirliche Cysteine
- griin: reaktives Zentrum (Leud44, Serd445)
- hellblau: Helix D (Aminosiuren 175 - 192) & Asnl194

- dunkelblau: Aminosduren mit Funktion fiir GAG-Bindung
- orange / rot: neu eingefiihrtes Cystein 195

- violett: Arginin 200

Abbildung 35: Dreidimensionales HCII-Modell der Aminosduren 114 bis 476 (Mutation F195C) modelliert mit
Swiss Model V.1.1, basierend auf 3D-Strukturdaten von ungespaltenem Ovalbumin, gespait&ném
trypsin, gespaltenem;-Antichymotrypsin und gespaltenem Protein C Inhibitor.

Arg189

Gly196

Cys195
Asnl194
Lys185

Arg192

His188

Arg184
Argl93

Arg200

Abbildung 36: Detailansicht der Aminosauren 180 bis 202 von obigem Modell. Blau hervorgehoben sind
Aminosauren, die an der GAG-Bindung beteiligt sind.
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Lys173

Cys323

Cys467
Lys185
Argl84
Argl89
His188
Argl92
Cys195
Cys273

Arg193
Arg200

- gelb: natiirliche Cysteine
- griin: reaktives Zentrum (Leu444, Serd45)
- hellblau: Helix D (Aminosduren 175 - 192) & Asnl194

- dunkelblau: Aminosiduren mit Funktion fiir GAG-Bindung
- orange / rot: neu eingefiihrtes Cystein 195

- violett: Arginin 200

Abbildung 37: dreidimensionales HCII-Modell der Aminoséuren 105 bis 480 (Mutation F195C) modelliert mit
Swiss Model V3.5, basierend auf Réntgenstrukturdateroy@mtitrypsin und Plasminogen Aktivator Inhibi-
tor-1 (beide ungespalten).

Arg189

Gly196

Cys195
Lys185

Argl192

Asnl194

His188

Arg184
Arg193
Arg200

Abbildung 38: Detailansicht der Aminosauren 180 bis 202 von obigem Modell. Blau hervorgehoben sind
Aminosauren, die an der GAG-Bindung beteiligt sind.



Ergebnisse 111

Lys173

Cys323
Cys467
Lys185
Argl84
Argl89

His188
— Argl92
~ Cys195
Cys273
Argl193

Arg200

- gelb: natiirliche Cysteine < L&&E:ﬂt € ;
- griin: reaktives Zentrum (Leu444, Serd445) « -
- hellblau: Helix D (Aminoséduren 175 - 192) & Asnl194

- dunkelblau: Aminosiduren mit Funktion fiir GAG-Bindung

- orange / rot: neu cingefiithrtes Cystein 195

- violett: Arginin 200

Abbildung 39: dreidimensionales HCII-Modell der Aminoséuren 103 bis 480 (Mutation F195C) modelliert mit
Swiss Model V3.5, basierend auf Réntgenstrukturdateroy@mtitrypsin, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1,
Antithrombin und Ovalbumin (alle ungespalten).

Arg189

Gly196

Cys195
Arg192
Lys185

Asnl194

His188

Arg184

~ «— Argl93

Arg200

Abbildung 40: Detailansicht der Aminosauren 180 bis 202 von obigem Modell. Blau hervorgehoben sind
Aminosauren, die an der GAG-Bindung beteiligt sind.
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ou-Antitrypsin HCII

Abbildung 41: Vergleich der Sekundar- und Tertidrstrukturen von ungespaltgrénmtitrypsin (Réntgen-
strukturdaten) (links) und dem Swiss Model Modell der Aminoséauren 103 bis 480 von HCII (rechts), basierend
auf Rontgenstrukturdaten ven-Antitrypsin, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, Antithrombin und Ovalbumin
(alle ungespalten). rot-Helices, gelbp-Faltblattstrukturen, blau: Helix D, griin: aktives Zentrum

Die errechneten HCII-Modelle zeigen (siehe Abbildung 41) die flr Serpine typischen
Sekundar- und Tertiarstrukturmerkmale, wobei sich die ersten ca. 100 Aminoséauren von HCII
aufgrund mangelnder Homologie zu anderen Serpinen nicht modellieren lie3en. Bei allen drei
Modellen befindet sich das aktive Zentrum in einer exponierten Position, und die basischen
Aminosauren mit Funktion fur die GAG-Bindung ebenso wie Arg200 befinden sich auf der
Oberflache des Molekils und weisen vom Molektlkern fort. Innerhalb der Helix D weisen die
hydrophoben Aminosauren zum Molekilkern und damit zur anderen Seite als die basischen
Aminosauren (graphisch nicht hervorgehoben). Deutliche Unterschiede zwischen der ersten
Modellierung, welche Uberwiegend auf gespaltenen Serpinen beruht und den spateren
Modellierungen, welche ausschlief3lich auf ungespaltenen Serpinen basieren, zeigen sich am
Aminoende der Helix D und besonders der Lage von Lys173. Beim Blick durch die Helix D
fallt auf, da’3 die basischen Aminoséauren in der ersten Modellierung einen Bereich von ca.
180° abdecken, wohingegen sie bei den neueren Modellierungen enger zusammenstehen.
Aufgrund der ersten 1996 durchgeflihrten Modellierung erschien die Position 195 als gut
geeignet fur den Einbau eines Cysteins, da die Thiolgruppe in dieselbe Richtung weist, wie
die basischen Aminosauren. Ein HCII-Modell von Whinna & Chtjrefelches nicht durch

Swiss Model berechnet wurde, zeigt ebenfalls Phel95 auf der HCII-Oberflache mit derselben
Orientierung wie die basischen Aminosauren der Helix D. Bei einer Modellierung mit dem
Austausch Asn194Cys194 zeigte die Thiolgruppe in die entgegengesetzte Richtung
(Ergebnisse nicht abgebildet). Anhand der 1999 durchgefihrten Modellierungen mit
ungespaltenen Serpinen erscheint die Position Asnl194 besser geeignet zu sein. Auch
zwischen diesen beiden Modellierungen sind Unterschiede zu erkennen, wenn auch weniger
signifikant. Am auffalligsten ist die unterschiedliche Stellung von His188 in der Helix D.

! Whinna & Church 1994
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Bei allen drei Modellen befinden sich die drei naturlich vorkommenden Cysteine eher im
Inneren des Molekils. Um jedoch von vornherein die Ausbildung einer Disulfidbriicke
zwischen einem der neu eingefuhrten Cysteine und einem der drei naturlich vorkommenden
Cysteine bei der HCII-Faltung im endoplasmatischen Retikulum auszuschliel3en, wurden die
drei naturlich vorkommenden Cysteine gegen Serine ausgetauscht. Die Arbeit von & hurch
al.' hatte bereits gezeigt, daR die Alkylierung der drei Cysteine mit lodacetamid oder
lodacetessigsaure keinen Einflu? auf die Inhibierung von Thrombin in Gegenwart von
Heparin hat, so daf3 die drei natirlich vorkommenden Cysteine vermutlich nicht essentiell fur
die Komplexierung mit Thrombin sind und der Austausch gegen Serin keinen grof3en Einfluf3
haben dirfte.

Fir die Position des zweiten neu eingefuhrten Cysteins in der aminoterminalen HCII-Region
wurden in Ermangelung von Réntgenstrukturdaten und 3D-Modellen die Positionen Pro52
und Gly54 am Beginn des ersten sauren Clusters gewahlt, sowie Ser68 am Beginn des
zweiten sauren Clusters (siehe Abbildung 8), von dem bekannt ist, dal’ die Mutation zu Glu68
sich nur geringfiigig auf die Aktivierung von HCIlI durch Heparin ausWirlEs sei
angemerkt, dal der Aminoterminus von AT, obwohl in seiner Sequenz voéllig anders, sich
auch in der Nachbarschaft der Helix D befindet und Uber eine Disulfidbriicke mit ihr
verbunden ist Projiziert auf HCIl wiirde Cys128 im AT His188 im HCIl entsprechen.
Position 188 ist jedoch ungeeignet fir die Mutagenese, da das dort befindliche Histidin eine
wichtige Funktion bei der HCII-Aktivierung durch Dermatansulfaf.hat

E.2 Konstruktion von Plasmiden

Anmerkung: Die Konstruktion von Plasmiden wird einmal exemplarisch anhand der
Konstruktion von pHCWC F195C/G54C (siehe E.2.2.1) dargestellt, die Ergebnisse der
durchgefiihrten Sequenzierungen werden vergleichend unter Abschnitt E.3 aufgelistet.

E.2.1 Konstruktion von Subklonen

Fir die Konstruktion der drei Plasmide pSBR1, pSBR3 und pSBR4 wurden PCR-
Mutagenese-Produkte "blunt end"” in den pCR-S®1§K(+) cloning Vektor (siehe
Abbildung 18) ligiert, welcher mit der Restriktionsendonucleardidn der Basenpaarposition

728 des Vektors geodffnet worden war. Die Orientierung der eingebauten DNA-Fragmente
wurde mittels Restriktionsspaltungen (siehe D.2.4.6) wie nachfolgend dargestellt ermittelt.
Abgebildet ist jeweils die Plasmidkarte mit der ermittelten Insert-Orientierung.

E.2.1.1 Konstruktion von pSBR1

Fur die Konstruktion von pSBR1 wurde das PCR-Mutagenese-Produkt mit der Mutation
F195C "blunt end" in den pCR-ScriptSK(+) cloning Vektor ligiert (siehe D.2.4.10.1.1). Das
Insert hatte eine Lange von 434 Bp. Es beginnt innerhalb der HCII-cDNA bei
Basenpaarposition 331 im Codon fir Aminosaure Leul10 und endete bei Bp 764 in Codon
fur Aminosaure Leu254 (siehe H.1). Die durchgefiihrte PCR-Mutagenese bewirkte den
Austausch des Codons fur Phel95 zu Cys195 und als Indikatormutation die Entfernung einer
Rsd-Schnittstelle im Codon fur Gly196.

! Churchet al. 1987
2 Ragget al 1990 a
% Moureyet al. 1993, Skinneet al. 1997
4 Ragget al. 1990 b
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Die Bestimmung der

Insert-Orientierung  im

Vektor

und die Uberpriufung der

Indikatormutation erfolgte durch Restriktionsspaltungen Rdd, Rsd, Hindlll und Aod
einzeln oder in Kombination.

Orientierung | Orientierung 11
Enzym(e) Schnittposition(en)| Fragmentgrof3e(n) Schnittposition(en) | FragmentgréZe(n)
in Bp in Bp
Hindlll 691 3395 691 3395
Rcd 1142, 2309, 3317 1167, 1008, 1220 748, 2309, 3317 1561, 1008, 82
Rcd & Aod 843, 1142, 2309, (299, 1167, 1008 748, 1048, 2309, |299, 1262, 1008,
3317 921 3317 826
Rsd 657, 2962 2305,1090 657, 2962 2305, 1090

Tabelle 16: Charakterisierende pSBR1-Restriktionsspaltungen und dadurch entstehende FragmentgréfZen.

Die durchgefuihrten Restriktionsspaltungen zeigten, dal3 das Insert in der abgebildeten
Orientierung | in das Plasmid eingebaut wurde.

f(1) ori
'lacZ _Rsd, 655
-~Hindlll, 690
'MCS ()

Real, 3316

Vektorelemente:

Rsd, 2960 -

-f1(+)ori: Replikationsursprung des
f1-Phagen

-lacZ, lacZ® Fragmente des-Frag-
ments detacZ Gen

Ampicillin-/
Carbenicillin-
Resistenzgen

pSBR1

-"MCS, MCS’: multiple cloning site-

3305 B PCR-Mutagenesdf ~Aod, 841 Fragmente
P Produkt, - Col E1 ori: Bakterieller Replikations-
“Phe195>Cys195 ursprung
_ MCS:' Rsd entfernt  _Ampicillin- / Carbenicillin Resistenzgen
Real, 2308 -
’ QW ea 1141 -PCR-Mutagenese-Produkt: HCII-cDNA

von Basenpaar 331 bis 764 mit
Mutation Phe195>Cys195 und

Col E1 ori . .
o Eron Entfernung eineRsd-Schnittstelle

Abbildung 42: Aufbau und Elemente von pSBRL1.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungssequenz dar.

E.2.1.2 Konstruktion von pSBR3

Fur die Konstruktion von pSBR3 wurde das Overlap-PCR-Mutagenese-Produkt mit der
Mutation C467S "blunt end" in den pCR-ScHptSK(+) cloning Vektor ligiert (siehe
D.2.4.10.1.2). Das Insert hatte eine Lange von 526 Bp. Es beginnt innerhalb der HCII-cDNA
in Basenpaarposition 1288 im Codon fur Aminosaure Glu429 und endete bei Basenpaar 1813
im 3"-nichttranslatierten Bereich der cDNA (siehe H.1). Die durchgefiihrte PCR-Mutagenese
bewirkte den Austausch des Codons fur Cys467 zu Ser467 und damit verbunden gleichzeitig
die Entfernung einePvull-Schnittstelle als Indikatormutation. Die Bestimmung der Insert-
Orientierung im Vektor und die Uberprifung der Indikatormutation erfolgte durch
Restriktionsspaltungen miPvul, EcoRl, Ndd, Sal, Msd und AIwNI einzeln oder in
Kombination.
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Vektorelemente:
_Pvul, 527

-f1(+)ori: Replikationsursprung des

Ampicillin- / \acZ f1-Phagen
Carbenicillin- SalL s . “lacZ, lacZ* Fragmente des-Frag-
Resistengen Mcs O ' ments desacZ Gen

-"“MCS, MCS’: multiple cloning site-

pSBR3
Fragmente
3487Bp PCR-Mutagenesg - Col E1 ori: Bakterieller Replikationsur-
Produkt - Ndel, 966 sprung

"EccRlI, 978

-Ampicillin- / Carbenicillin Resistenzgen

Msd, 1114
“Jcysaer>serae7  -PCR-Mutagenese-Produkt: HCII-cDNA

MCS'

.. Pvul entfernt von Basenpaar 1288 bis 1813 mit
Sal, 1181 Mutation Cys467>Ser467 und
] Entfernung einePvull-Schnitt-
AlwNI, 2000 X COI EL Ori stelle

*Pwul, 1501

Abbildung 43: Aufbau und Elemente von pSBRS3.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungssequenz dar.

Orientierung | Orientierung I
Enzym(e) Schnittpositionen Fragmentgréf3en | Schnittpositionen FragmentgréRen
in Bp in Bp
EcoRl 702, 979 277, 3210 702, 1001 299, 3188
Ndd & AlwNI 968, 2096 1128, 2359 1014, 2096 1082, 2405
Pvul 530, 1504 974, 2513 530, 1504 974, 2513
Sal & Msd 675, 1117, 1182 440, 69, 2978 675, 798, 867 123, 69, 3295

Tabelle 17: Charakterisierende pSBR3-Restriktionsspaltungen und dadurch entstehende FragmentgroRen.

Die durchgefiihrten Restriktionsspaltungen zeigten, daf3 das Insert in der abgebildeten
Orientierung | in das Plasmid eingebaut wurde. Das Insert wurde anschliel3end -wie unter
D.2.4.8.1 dargestellt- partiell sequenziert.

E.2.1.3 Konstruktion von pSBR4

Fur die Konstruktion des Plasmids pSBR4 wurde ein PCR-Mutagenese-Produkt, welches
gleichzeitig die Codons fur die beiden Cysteine Cys273 und Cys323 zu Codons fir Serine
mutiert, "blunt end" in den pCR-ScriptSK(+) cloning Vektor ligiert (siehe D.2.4.10.1.3). Es

hat eine GroRR3e von 490 Bp und beginnt innerhalb der HCII-cDNA bei Basenpaarposition 684
im Codon fir Aminosaure Glu228 und endete bei Bp 1173 in Codon fir Aminosaure Lys391
(siehe H.1). Die eingefuigten Mutationen bewirken den Austausch der Codons fiir Cys273 und
Cys323 zu Codons fir Serine. Als Indikatormutationen wurdenBangI-Schnittstelle im
Codon fur Gly278 entfernt, sowie die beiden Uberlappenden ErkennungssequerdaiNfir
undPfIMI im Codon fir Aminosaure Leu321.

Die Bestimmung der Insert-Orientierung im Vektor und die Uberprifung der
Indikatormutationen, erfolgte durch RestriktionsspaltungenBaitHI, Dral, AlwNI, Xhd,

Rcd und Smad einzeln oder in Kombination.
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Orientierung | Orientierung Il
Enzym(e) Schnittpositionen Fragmentgréf3en | Schnittpositionen FragmentgréRen
in Bp in Bp
AlwNI 757, 2060 1303, 2148 1194, 2060 866, 2585
BanHI & Dral 720, 2403, 2422, |1683, 19, 692, 720, 2403, 2422, |1683, 19, 692,
3114 1057 3114 1057
Smd & Rcd 716, 788, 1117, 72,329, 1247, 716, 831, 1156, 113, 329, 1206,
2364, 3372 1008, 795 2364, 3372 1008, 795
Xhd 669, 1157 488, 2963 669, 787 118, 3333
Tabelle 18: Charakterisierende pSBR4-Restriktionsspaltungen und dadurch entstehende FragmentgréfZen.
Real ;3371 Vektorelemente:
Dral, 3111 - D) on -f1(+)ori: Replikationsursprung des
() or f1-Phagen
-lacz, lacZ’ Fragmente des-Frag-
‘Ampicillin- / acz \\ Xhol, 668 ments desalcZ Gen
Carbenicillin- Sma. M3 o -’MCS, MCS’: multiple cloning site-
Resistenzgen Mcs O --_é{;g]m;g?l Fragmente
pSBR4 .Cysé?S»Ser273 - Col E1 ori: Bakterieller Replikations-
3451Bp PCR-Mutagenesdl BamH1 entfernt ursprung

-Cys323sser323 -Ampicillin- / Carbenicillin Resistenzgen
AWNI & PfIMI -.PCR-Mutagenese-Produkt: HCII-cDNA

Produkt

Dral, 2419 - entfernt )
Dral, 2400 * MCS' ~Smd. 1114 von Basenpaar 684 bis 1173.
Red, 2363 e PP xho, 1156 Mutationen Cys273 und Cys 323
ace A —Ser, Entfernung je ein®&arnH|-
) , AlwNI- und PfIMI Schnittstelle
AwNI, 2054°

Abbildung 44: Aufbau und Elemente von pSBRA4.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungssequenz dar.

Die durchgefiihrten Restriktionsspaltungen zeigten, dafd das Insert in der Orientierung | in das
Plasmid eingebaut wurde. Das Insert wurde anschlielend -wie unter D.2.4.8.1 dargestellt-
partiell sequenziert.

E.2.2 Konstruktion von Expressionsplasmiden

Die Expressionsplasmide pHCIl C273S/C323S, pAC|IpHCIAC F195C, pHCIl F195C,
pHCIAC F195C/P52C, pHCAC F195C/G54C, pHCANC F195C/S68C und pSBR21 wurden

wie unter D.2.4.10.2 und D.2.4.10.3 beschrieben konstruiert. Mit Ausnahme von pSBR21
handelt es sich bei allen Plasmiden um Derivate von pWTBIl. pWTBIl enthalt iBater
Schnittstelle des Shuttle-Vektors pCDM8 die HCII-cDNA in der fir die Expression korrekten
Orientierung (siehe Abbildung 16). Durch PCR-Mutagenese wurden veranderte
Teilsequenzen der HCII-cDNA geschaffen, die mit Hilfe von Restriktionsenzymen gegen die
entsprechenden Sequenzen der Ausgangsvektoren ausgetauscht wurden. Die veranderten
Eigenschaften der einzelnen Vektoren sind in Tabelle 19 dargestellt. Der Plasmidstammbaum,
der den sukzessiven Entstehungsweg der Plasmide zeigt, ist in Abbildung 17 dargestellt.
pSBR21 enthélt dag&coRI-Fragment der HCIl-cDNA aus pHQC F195C/P52C in der
EcdRI-Schnittstelle des Shuttlevektors pcDNA3.1(+) in der fur die Expression korrekten
Orientierung (fir eine Plasmidkarte von pSBR21 siehe Abbildung 27 Seite 84). Die beiden
EcoRI-Schnittstellen in pHCAC F195C/P52C liegen im 5°- bzw. 3’-nicht-kodierenden
Bereich der HCII-cDNA, so daf3 der kodierende Bereich der HCII-Variante vollstéandig in den
neuen Expressionsvektor ligiert wurde.
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Cys273 Cys323 Cys467 Phel95 Pro52 Gly54 Ser68
\’ \ \2 \’ \’ \2 \2
Ser273 Ser323 Ser467 Cys195 Cys52 Cys54 Cys68
Plasmid
BanH| PfIMI & Pvul Rsd PfIMI PfIMI Xmn
bei Gly278| AlwNI bei Cys467 bei Gly196| bei Thr47 | bei Thrd7 | bei Phe67
entfernt | bei Leu321 entfernt entfernt entfernt entfernt entfernt
entfernt
pWTBIl - - - - - - -
pHCII F195C - - - + - - -
pHCII + + - - - - -
C273S/C323S
pHCIIAC + + + - - - -
pHCIIAC F195C + - - -
pHCIIAC + + + + + _ _
F195C/P52C
pHCIIAC + + + + - + -
F195C/G54C
PHCIIAC + + + + - - +
F195C/S68C
pSBR21 + + + + + — —

Tabelle 19: Eigenschaften einschlie3lich der jeweiligen Indikatormutationen der HCII-cDNA-Varianten in den

verschiedenen Expressionsvektoren. Der P{gikénnzeichnet jeweils die Anderung der Aminosauresequenz

des Proteins von der Ausgangsaminosaure (oberhalb des Pfeils) zur neuen Aminosaure (unterhalb des Pfeils).
Fir cDNA- und Aminosauresequenz von HCII siehe H.1.

Alle konstruierten Plasmide wurden durch Restriktionsspaltungen charakterisiert (siehe
D.2.4.6). Die nachfolgende Tabelle zeigt die entstehenden Fragmentgréf3en. Die cDNAs der
Plasmide wurden zudem -wie unter D.2.4.8 beschrieben- ganz oder teilweise sequenziert

(siehe E.3).
Plasmid Restriktionsendonucleasen und entstehende Fragmentgréf3en in B
AlwNI | AlwNI | BanHl Ncal Pvul Rsd Rsd
& EcaRl & PfIMI | & Xmni & Sma
251, 450, | 251, 386, | 524, 483,550, | 134, 134, | 25, 33, | 25, 33,
1568, 450, 597, | 2479, 814*, 137, 220,| 51,55, |51, 55,
PWTBIl 2006, 971, 3568 880, 279, 651, |94, 102, |94, 102,
2296 1910, 1809*, | 1280, 157, 255, | 157, 255,
2006 2035 1544, 358, 746, | 358, 480,
2192 1286, 746, 806,
1499, 1499,
1910 1910
AlwNI | BarmHI | EcoRl Msd Rcd
pHCII & EcoRl & Sal | & Sma
C273S/C23S | 386, 450, | 3003, 1684, 69, 1125, | 329, 6242
848, 971, | 3568 4887 5377
1910,
2006
AlwNI Aod BanHl Msd Ncad Pvul Rsd Sma
&EcoR| | & Rcd & Sal | & PfIMI | & Xmn
386, 450, | 299, 3003, 69, 1125, | 483, 550, | 134, 134, | 25, 33, | 6571
848, 971, | 6272 3568 5377 880, 137, 499, |51, 94,
PHCIIAC 1910, 2035, 651, 102, 157,
2006 2623 1280, 255, 358,
1544, 746,
2192 1286,
1499,
1910
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Plasmid Restriktionsendonucleasen und entstehende Fragmentgréf3en in B
AlwNI Aod BanHl| Ncd Pst Pvul Rcd Rsd Sacl
& Rcd & PfIMI & Xmn | & Smd | & Smd
450, 299, 3003, 483, 550, | 2538, 134, 134, 329, 25,33, |2215,
pHCIIAC 1819, 6272 3568 880, 4033 137, 499, | 6242 51,55, |4356
F195C 2006, 2035, 651, 94, 102,
2296 2623 1280, 157, 255,
1544, 358, 806,
2192 1226,
1499,
1910
Aod BanHl Dral Rsd
& Rcd
299, 524, 437, 25, 33,
6272 2479, 2190, 51, 55,
pHCII F195C 3568 3944 94, 102,
157, 255,
358,
1499,
1910,
2032
Aod BanHl| Ncd Pst Pvul
pHCIAC & Pstl & PfIMI & Xmr | Anmerkung:
F195C/P52C | 384, 3003, 550, 880, | 2538, 134, 134, | pHCIIAC F195C/P52C und
& 2154, | 3568 2035, 14033 137,499, | hHCIIAC F195C/G54C besitzen fur die
pHCIIAC 4033 3106 igéb verwendeten Restriktionsendonucleasg
F195C/G54C 1544, identische Schnittmuster.
2192
Aod BanHl Ncd Pst Pvul
& Psil & PfIMI & Xmn
pHCIIAC 384, 3003, 483, 550, | 2538, 134, 134,
F195C/S68C | 2154, 3568 880, 4033 137, 499,
4033 2035, 1544,
2623 1931,
2192
BanHl| EcoRl Pst Sma Scd
458, 1684, 1356, 1613, 7112
PSBR21 6654 5428 1509, 5499
4247

Tabelle 20: Charakterisierende Restriktionsspaltungen von Expressionsplasmiden

*: Die PfIMI-Schnittstelle in pWTBIl bei Position 3208 wird im verwendekercoliStamm MC1061/P3 tber

dasdcmSystem methyliert. Die beiden mit "*" gekennzeichneten Fragmente werden aufgrund der Modifikation
der Erkennungssequenz nicht duRftMI gespalten und bilden zusammen ein Fragment von 2623 Bp.
Fur cDNA- und Aminosauresequenz von HCII siehe H.1.

Die durch Restriktionsspaltungen erhaltenen DNA-FragmentgréRen stimmten mit den
errechneten FragmentgrofR3en tberein.
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E.2.2.1 Konstruktion von pHCII AC F195C/G54C

Die Konstruktion von pHCHC F195C/G54C erfolgte -wie unter D.2.4.10.2.5 beschrieben-
und gliederte sich in vier Abschnitte:

a) Overlap-Extension-PCR-Mutagenese zur Erzeugung eines 613 Bp grol3en Produktes.
Dieses wurde gebildet durch Uberlappen und Verlangerung ("overlap-extension") von zwei
aufgereinigten, an ihren Enden zueinander komplementaren 1. Runde PCR-Mutagenese-
Produkten von 189 Bp und 460 Bp. Das entstehende PCR-Produkt der Overlap-Extension-
PCR-Mutagenese enthielt die Mutation Gly54Cys54 und einer Indikatormutation, welche
einePfIMI-Schnittstelle im Codon fir Thr47 entfernte.

b) Spaltung des Overlap-Extension-PCR-Mutagenese Produktes von 613 Bpstnit
Aufreinigung des entstehenden 541 Bp groRRen Spaltproduktes, anschlielBende Spaltung mit
Aod und Aufreinigung des daraus entstehenden 384 Bp grof3en Spaltproduktes.

c) Vorbereitung des Ausgangsvektors pH@I F195C durch partielle Spaltung nist,
Aufreinigung des linearisierten partiell gespaltenen Plasmids. AnschlieBende Spaltung mit
Aod und Aufreinigung des 6187 Bp grof3&nd-Pst-Fragments von pHCANC F195C .

d) Ligation der aufgereinigten Fragmente zu pHCIIF195C/G54C, Transformation in

E. coliMC1061/P3 und Charakterisierung isolierter Plasmide.

A) B)

1018 = ___B-517/506
- .

8. 306/344/298
- 517/506 —
- 306/344/298

-220/201
- 154/134

L - 220/201
- 154/134

1 2 3 1 2 3 4

Abbildung 45: A) Overlap-Extension-PCR-Mutagenese zur Erzeugung eines 613 Bp-grof3en PCR-Mutagenese-
Produktes mit der Mutation G54C B) Spaltprodukte des Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produktes.

Gel A): 1% (w/v) Agarose Gel B) 2,5% (w/v) Agarose

Spur 1: PCR-Mutagenese-Produkt (613 Bp) Spur 1: PCR-Mutagenese-Phoduit Pst gespalten (384 Bp)
Spur 2: Negativkontrolle Spur 2: PCR-Mutagenese-Prodskgespalten (541 Bp)

Spur 3: DNA-L&ngenstandard X Spur 3: PCR-Mutagenese-Produkt ungespalten (613 Bp)

Spur 4: DNA-Langenstandard X

Abbildung 45 A) zeigt das Overlap-Extension-PCR-Mutagenese-Produkt von 613 Bp, sowie
schwach eines der beiden Ausgangs-PCR-Produkte der 1. PCR-Mutageneserunde von 189 Bp
(siehe Abschnitt a oben). Teil B) zeigt das ungespaltene PCR-Mutagenese-Produkt von
613 Bp, dasPst-gespaltene PCR-Mutagenese-Produkt von 541 Bp, séwi & Pst
geschnittenes PCR-Mutagenese-Produkt von 384 Bp (siehe Abschnitt b oben).
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[Bp]

E%%S « linearisiert

-5090 <« ungespalten
-4072 « 4033 Bp Spaltprodukt

-3054

« 2538 Bp Spaltprodukt
-2036
-1636

1 2 3 4

B)

-4072 « 4417 Bp

Abbildung 46: A) Partielle Spaltung von pH& F195C mitPst; B) Spaltung des Pstl- linearisierten
pHCIIAC F195C mitAod. Beide Gele enthalten 1% (w/v) Agarose.

Spur 1: pHCIAC F195C partielPst gespalten
Spur 2: pHCIAC F195C ungespalten
Spur 3: pHCIAC F195C linearisiert misma

Spur Pst linearisiertes pHCAC F195C
gespaltenAwid
Spur 2: DNA-L&ngenstandard X

Spur 4: DNA-Langenstandard X

Abbildung 46 A) zeigt die Vorbereitung der Vektors pH&II F195C durch partiell®st-
Spaltung und dabei entstehendes linearisiertes Plasmid (6571 Bp), vollstandig gespaltenes
Plasmid (2538 und 4033 Bp) sowie einen Rest ungespaltenes Plasmid. Als Kontrollen sind
ungespaltenes pHQIC F195C undma-lineariertes Plasmid (6571Bp) aufgetragen.
Teil B) zeigt dieAod-Spaltung des gereinigtePst-linearisierten Vekors pHCNC F195C
(6571 Bp) mit den entstehenden Fragmenten von 2154 Bp und 4417 Bp bzw. 6187 Bp und
384 Bp (384 Bp-Fragment nicht sichtbar), je nachdem welche der esde®chnittstellen
bei der partiellenPsti-Spaltung gespalten wurde (fur beide Teile der Abbildung siehe
Abschnitt c, vorherige Seite).

SV400ri Col E1 Ori
Vektorelemente:

-Col E1 ori: bakterieller Replikations-
ursprung

-M13 ori: Replikationsursprung des
Phagen M13

-supF: amber-Suppressor tRNA Gen

-CMV-Promotor: viraler Promotor aus

humanem Cytomegalovirus

-HCII-cDNA: Heparinkofaktor Il cDNA

-MCS: multiple cloning site

-Splice- & Polyadenylierungssignale

-Polyoma ori & Enhancer: Replikations-

Gly54 > Cys54 ursprung und Enhancer des Polyma-

~" PfIMI entfernt virus

Xmnl, 2446 -SV40 ori: Replikationsursprung des

. Phe195- Cys195 SV40 Virus

' Rsal entfernt -Fur AlwNI, BanHl, PfIMI, Pvul,

Cys273— Ser273 Rsd und Xmn sind weitere Schnittstel-

Cys323- Ser323
BarrHI entfernt . .
PfIMI und AlNI len vorhanden, jedoch nicht dargestellt.

entfernt
Abbildung 47: Aufbau und Elemente von pHGIC F195C/G54C.
Die bei den Schnittstellen angegebene Position stellt jeweils den Beginn der Erkennungsequenz dar.

Polyoma ori & Enhancer
M13 ori

pHCII AC F195C/G54C
“Pst, 4845 6571 Bp

CMV-Promotor

Pst, 2307 . 4 Sad, 2121

Sad, 4336 Aod, 2694

HCII-cDNA

Cys467— Ser467
Pvull entfernt
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(Bp]

:‘3‘823 « 3106 Bp
01 <2623 Bp
1931 Bp— —%ggg < 2035Bp
1280 Bp—>
1018 ggoBp
499 Bp—> -517/506 < 229 BP _4g3 8p
- 396/344/298

- 220/201

1 2 3 4 5 6 7
Abbildung 48: Charakterisierende Restriktionsspaltungen von pWTBIl, ptOH195C/G54C und pHCAC
F195C/S68C miPvul & Xmn bzw. Ncd & PfIMI. Die zu erwartenden DNA-Fragmentlangen sind in Tabelle
21 dargestellt. Fragmente < 220 Bp sind nicht sichtbar. Agarosekonzentration des Gels: 1% (w/v)
Spur 1: pWTBIl gespalten mRvul und Xmn
Spur 2: pHCIAC F195C/G54C gespalten nitvul & Xmrl
Spur 3: pHCIAC F195C/S68C gespalten mavul & Xmrl
Spur 4: DNA-Langenstandard X
Spur 5: pWTBIl gespalten miNcd & PfIMI
Spur 6: pHCIAC F195C/G54C gespalten mitd & PfIMI
Spur 7: pHCIAC F195C/S68C gespalten mitd & PfIMI

Plasmid Restriktionsendonucleasen und entstehende Fragmentgréf3en in Bp
Pvul & Xmn Ncd & PflMI
pWTBII 134, 134, 137, 220, 279, 651, 1280, 1544, 483, 550, 814*, 880, 1809*, 2035
2192
pHCIAC F195C/G54C| 134,134,137, 499, 651, 1280, 1544, 550, 880, 2035, 3106
2192
pHCIIAC F195C/S68C | 134, 134, 137, 499, 1544, 1931, 2192 483, 550, 880, 2035, 2623

Tabelle 21: Charakterisierende Restriktionsspaltungen von pWTBIl, pl@dHIL95C/G54C und pHCAIC
F195C/S68C mit den Enzymkombinatiorewul & Xmn, bzw.Ncd & PfIMI.

*: Die PfIMI-Schnittstelle in pWTBIl bei Position 3208 wird im verwendeEercoli Stamm MC1061/P3 tber
dasdcmSystem methyliert. Die beiden mit "*" gekennzeichneten Fragmente werden aufgrund der Modifikation
der Erkennungssequenz nicht duRftMI gespalten und bilden zusammen ein Fragment von 2623 Bp.

Fur cDNA- und Aminosauresequenz von HCII siehe H.1

Abbildung 48 zeigt die charakterisierenden Restriktionsspaltungen von pWTBIl, £EICII
F195C/G54C und pHCAC F195C/S68C mitPvul & Xmrl bzw. Ncd & PfIMI. Die
entstehenden Fragmentgrof3en sind in Tabelle 21 dargestellt. Die Abbildung zeigt, dal3
pHCIIAC F195C/G54C und pHCIC F195C/S68C durch die eingefihrten Indikatormuta-
tionen die erwarteten geanderten Restriktionsschnittmuster gegeniiber pWTBIl aufweisen. Da
der Austausch der Codons fir die zu mutierenden Aminosaurepositionen jeweils Uber den
selben Primer erfolgte, der auch die Indikatormutation einfiihrte, ist dies ein starker Hinweis
dafur, dal’ gleichzeitig mit der Indikatormutation auch das jeweils gewtinschte Aminosaure-
codierende Codon mutiert wurde. Die Kontrolle hierfur erfolgte Uber die Sequenzierung der
cDNAs (siehe E.3).
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E.3 Sequenzierungen

Die subklonierten Inserts im pCR-SkfipSK(+) cloning Vektor, sowie die HCII-cDNAs der
Expressionsplasmide wurden -wie unter D.2.4.8 beschrieben- ganz oder teilweise mit einem

der

beiden Sequenziersysteme sequenziert.

Die erhaltenen Sequenzen sind

nachfolgenden Tabelle vergleichend dargestellt.

Plasmid Sequenzin5  —3'-Richtung

pCDM8 Vektor Sacl
pWTBIl TGGGAGGTCTATATAAGEHGCTGAATTCGGCCTTGGCTGCTTTCATCTCTGAAGCGC

Met 1 des Signalpeptids
pWTBIl CACTTCTCAGAAACACAGAGCTTTAGCTCCG@ATBSAAACACTCATTAAACGCACTT
Glyl des reifen HCII

pWTBIl CTCATTTTCCTCATCATAACATCTGCGTCE@BBAIGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA
pHCII AC ATCTKCKTKGGGT GGBGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA
pHCII AC F195C ATCATAACATCTGCGTGGGGT  GGBGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA
pHCII AC F195C/P52C CATAACATCTGCGTGGGGT GGBGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA
pHCII AC F195C/G54C CATAACATCTGCGTGGGGT GGBGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA
pHCII AC F195C/S68C TCATAACATCTGCGTGGGGK GGBGCAAAGGCCCGCTGGATCAGCTA

PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

Pst |
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAA
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAA
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAA}
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAAS
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAA
GAGAAAGGAGGGGAAACTGCTCAGTABTCCCCAGTGGGAGCAGTTAAATAACAA

PP P P P~ o

PWTBIl

pHCII AC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
pHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

Indikatormutation in bei Thr47
AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACACEGTGA

AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACACEGIGA
AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACACEGTIGA
AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACATOGTEA
AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACATOGTEA
AACCTGAGCATGCCTCTTCTCCCTGCCGACTTCCACAAGGAAAACACEGTIGA

PWTBIl

pHCII AC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
pHCII AC F195C/G54C
pHCII AC F195C/S68C

Gly54=>

Indikatormutation in

ATTCCACAGGCE®AGGAGGACGACGACTATCTGGACCTGGA

PWTBIl

pHCII AC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
pHCII AC F195C/G54C
pHCII AC F195C/S68C

Sal |
GACGACGACTACATCGACBTCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT|
GACGACGACTACATCGACATCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT]
GACGACGACTACATCGACATCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT]
GACGACGACTACATCGACBTCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT|
GACGACGACTACATCGACBTCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT|
GACGACGACTACATCGACATCGABGTCTGTCAGTTTCCCCGACAGACTCTGATGT]

in der
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pWTBIl AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC
pHCIlI AC AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC
AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC
AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC
AGTGCTGGGAACATCCTCCAGCTTTTTCATGGCAAGAGCCGGATCCAGCGTCTTAACATC

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC
CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC
CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC
CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC
CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC
CTCAACGCCAAGTTCGCTTTCAACCTCTACCGAGTGCTGAAAGACCAGGTCAACACTTTC

PWTBIl

pHCII AC

pHCII AC F195C

pHCII AC F195C/P52C
pHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

Aocl
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTAITGARPEG
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTATGAREG
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTATGAREG
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTAITGARPEG
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTATGAREG
GATAACATCTTCATAGCACCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTATGAREG

PHCII AC F195C

pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGT
CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGT

pHCII F195C CCCGTTGGCATTTCTACTGCGATGGGTATGATTT CCTTAGGE
pWTBIl CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGTTAAT
pHCII AC CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGTTAAT

TAAT
TAAT

CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGTTAAT
CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGTTAAT

PHCII AC F195C

PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

pHCII F195C CTGAAGGGAGAGACCCATGAACAAGTGCACTCGATTTTGCATTTTAAAGACTTTGTTAAT
pWTBIl GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC
pHCII AC GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC

GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC
GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC
GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC
GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII F195C

CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA
CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA
CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA

CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA
CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA

OOOOOOO

5GCC
5GCC
5GCC
5GCC
5GCC

5GCC
5GCC

pHCII F195C GCCAGCAGCAAGTATGAAATCACGACCATTCATAATCTCTTCCGTAAGCTGACTCATCGC
Phe195=>Cys195
Indikatormutation in bei Gly196
pWTBIl CTCTTCAGGAGGARTTGG ACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCIlI AC CTCTTCAGGAGGARTTGG ACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCIlI AC F195C CTCTTCAGGAGGARFTGGATACACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCII AC F195C/P52C | CTCTTCAGGAGGARETGG\TACACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCII AC F195C/G54C | CTCTTCAGGAGGARFTGG\TACACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCII AC F195C/S68C | CTCTTCAGGAGGARTFTGG\TACACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pHCII F195C CTCTTCAGGAGGAAFTGG\ ACACTGCGGTCAGTCAATGACCTTTATATCCAGAA
pWTBIl CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA
pHCII AC CAGTTTCCAATCCTGCTTGACTTCAAAACTAAAGTAAGAGAGTATTACTTTGCTGA
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PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

pHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F

Rcal
CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACAARTXIANG
CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACARIXIRNG
CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACAKIORNG
CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACAARXIRNG
CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACAARXIANG

CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACARIXTRING
A TCATGAG

pHCII F195C CAGATAGCTGACTTCTCAGACCCTGCCTTCATATCAAAAACCAACARIXTIREING
pWTBIl CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA
pHCII AC CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

pHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F

CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA
CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA
CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA

CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA
CTCACCAAGGGCCTCATAAAAGATGCTCTGGAGAATATAGACCCTGCTACCCAGA

TGATG
TGATG
TGATG
TGATG
TGATG

TGATG
TGATG

pHCII F195C CTCACCAAGGG
pSBR4 CCCAGATGATG
Cys273=>Sei2/3.
Indikatormutation in bei
pWTBIl ATTCTCAACGAATCTACTTCAAA TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC
pHCII AC ATTCTCAACCCATCTACTTCAAA TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F
pSBR4

TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC
TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC
TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC

TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC
TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC
TGGGTGAATAAATTCCCAGTGGAAATGAC

>
—
_|
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_|
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a
5
—
)
—
>
0
—
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%
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1919 Yi9191914

A
A
A
A
A
A
A
A

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F
pSBR4

CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC

CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC
CACAACCACAACTTCCGGCTGAATGAGAGAGAGGTAGTTAAGGTTTCCATGATGC

AGACC
AGACC
AGACC
AGACC
AGACC
AGACC

AGACC
AGACC

PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F
pSBR4

gleichzeitige Indikatormutationen in Gberlappenden
bei Leu321

AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA

AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A
AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A
AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A
AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A
AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A

AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A
AAGGGGAACTTCCTCGCAGCAAATGA A

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F
pSBR4

TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGA
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGA
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGA
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGA
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGH

TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGH
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGA
TACGTGGGGGGCATCAGCATGCTAATTGTGGTCCCACACAAGATGTCTGGGATGH

AAGACC
NAGACC
ANAGACC
ANAGACC
NAGACC

NAGACC
ANAGACC
NAGACC
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PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pHCII C273F/C323F
pSBR4

Sma

CTCGAAGCGCAACTGACRCGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA
CTCGAAGCGCAACTGACACGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA
CTCGAAGCGCAACTGACACGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA
CTCGAAGCGCAACTGACRCGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA
CTCGAAGCGCAACTGACRCGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA
CTCGAAGCGCAACTGACBCGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA

CTCGAAGCGCAACTGACACGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGAC

CTCGAAGCGCAACTGACACGGBEGTGGAGAGATGGCAAAAAAGCATGACAAACAGA

PWTBIl

pHCII AC

pHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
pHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
pSBR4

ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC
ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC
ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC
ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC
ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC
ACTCGAGAAGTGCTTCTGCCGAAATTCAAGCTGGAGAAGAACTACAATCTAGTGGAGTCC

ACTCGAGAAGTG

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA
CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA
CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA
CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA
CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA
CTGAAGTTGATGGGGATCAGGATGCTGTTTGACAAAAATGGCAACATGGCAGGCATCTCA

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C
PHCII AC F195C/S68C

GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA
GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA
GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA
GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA
GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA
GACCAAAGGATCGCCATCGACCTGTTCAAGCACCAAGGCACGATCACAGTGAACGAGGAA

PWTBII

PHCII AC

PHCII AC F195C
pHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

pHCIl AC F195C/S68C
pSBR3

GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC
GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC
GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC
GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC
GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC
GGCACCCAAGCCACCACTGTGACCACGGTGGGGTTCATGCCGCTGTCCACCCAAGTCCGC

CCACCCAAGTCCGC

PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

pHCIlI AC F195C/S68C
pSBR3

Sal |
mit gleichzeitiger Entfernung einer
TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACCGITACT CCTGCTC

TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACCGTATCACTGCTC
TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACCG

TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACCG
TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACCG

TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACQOGTATCC
TTCACTGTCGACGCCCCTTTCTTTTCCTCATCTACGAGCACQGTATCICTGCTC

PWTBIl

PHCII AC

PHCII AC F195C
PHCII AC F195C/P52C
PHCII AC F195C/G54C

PHCII AC F195C/S68C
PSBR3

Mscl Stop-Codon
TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTIAAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAA(

TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAAC
TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTIAAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAAC
TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTIAAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAAC
TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAAC

TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTAGGTGGAGGTCTAGGTGTCTGAAC
TTCATGGGAAGAGGCCACCCCAGCAGGTCC

T
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pWTBIl TGCCTTGGGGGCACCCCTATTTTGTTTCCATTCCAACAACGAGAACAGAGATGTTCTGGC
pHCII AC TGCCTTGGGGGCACCCTCATTTTGTTTCCATT
pHCII AC F195C TGCCTTGGGGGCMCC-TCATTTTGTTTCCAT
pHCII AC F195C/P52C | TGCCTTGGGGGCACCCTCATTTTGTTTCCATTCCAACAACGAGAACAGAGATGTTECTGGC
pHCIlI AC F195C/G54C | TGCCTTGGGGGCACCCTCATTTTGTTTCCATTCCAACAACGAGAACAGAGATGTTECTGGC
pHCII AC F195C/S68C | TGCCTTGGGGGCACCCTCATTTTGTT
pWTBIl ATCATTTACGTAGTTTACGCTACCAATCTGAATTCGAGGCCCATATGAGAGGAGCTTAGA
pHCIlI AC F195C/G54C | ATCATTTACGTAGTTTACGCTACCAATCTGAATTCGAGGCCCATATGAGAGGAGCTTAGA
pWTBIl AACGACCAAGAAGAGAGGCTTGTTGGAATCAATTCTGCACAATAGCCCATGCTGTAAGCT
pHCIlI AC F195C/G54C | AACGACCAAGAA
pWTBIl CATAGAAGTCACTGTAACTGTAGTGTGTCTGCTGTTACCTAGAGGGTCTCACCTCCCCAC
pWTBIl TCTTCACAGCAAACCTGAGCAGCGCGTCCTAAGCACCTCCCGCTCCGGTGACCCCQATCCT
pWTBIl TGCACACCTGACTCTGTCACTCAAGCCTTTCTCCACCAGGCCCCTCATCTGAATAQCAAG
pWTBIl CACAGAAATGAGTGGTGTGACTAATTCCTTACCTCTCCCAAGGAGGGTACACAACTAGCA
pWTBIl CCATTCTTGATGTCCAGGGAAGAAGCCACCTCAAGACATATGAGGGGTGCCCTGGGCTAA
pWTBIl TGTTAGGGCTTAATTTTCTCAAAGCCTGACCTTTCAAATCCATGATGAATGCCATCAGTC
pWTBIl CCTCCTGCTGTTGCCTCCCTGTGACCTGGAGGACAGTGTGTGCCATGTCTCCCATACTAG
Sacl pCDM8 Vektor
pWTBIl AGATAAATAAATGEAGCTTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGA
pWTBIl AATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCAAGCTTCTAGAGATCCTCGACCTCGAGATCTT
pWTBIl GTGCTGGCGCGGATTCTTTATCACTGATAAGTTGGTGGACATATTATGTTTATCAGTGAT
pWTBIl AAAGTGTCAAGCATGASAAAGTTGCAGCCGAATACAGTGATCCGTGCGGCCTGGACCTCT
pWTBIl GTTGAACGAGGTCGCGTARAGGTCTGACGAAAGCAA

Tabelle 22: Ergebnisse der durchgefiihrten Plasmidsequenzierungen.
blau: Restriktionsendonucleaseschnittstellen, Uber welche die cDNA bzw. cDNA-Fragmente im Vektor einge-
setzt, bzw. ausgetauscht wurden. Fur cDNA- und Aminosauresequenz von HCII siehe H.1.

. intakte Restriktionsendonucleaseschnittstelién-rot: zerstdrte Restriktionsendonucleaseschnittstelle,
rot: neues Codon in HCII-cDNA.

K=TI/G, R = AIG, M= A/C, S= C/G,

Die durchgefuhrten Sequenzierungen zeigten, dal? die komplette HCII-cDNA-Sequenz von
pWTBIl mit der von Ragy veroffentlichten Sequenz (siehe H.1) Ubereinstimmt. Bei den
Expressionsplasmiden pHQ@IC, pHCIAC F195C, pHCWC F195C/P52C, pHCAC
F195C/G54C und pHCAC F195C/S68C wurde der fur das HCII-Protein kodierende Bereich
der cDNAs komplett sequenziert. Alle Varianten zeigten nur die gezielt eingefuhrten
Mutationen mit den Codons fiir die gewlnschten Aminosauresequenzen.

Bei den Expressionsplasmiden pHCIl C273S/C323S und pHCIlI F195C wurden nur die neu
eingefigten cDNA Bereiche inklusive der dafir verwendeten Schnittstellen sequenziert. Bei
den beiden Plasmiden pSBR3 und pSBR4 wurde das Insert partiell zur Uberprifung der
eingefuhrten Mutationen sequenziert. Die erhaltenen Daten zeigten die erwarteten Sequenzen.

Bei pHCIIAC und pHCIAC F195C/S68C wiesen die Sequenzierreaktionen vor dem Codon
fur Glyl des reifen Proteins vier "K" (K=T/G) auf. Dieser Bereich war bei allen
durchgefuhrten Sequenzierungen sehr schwer zu lesen, da er offensichtlich zur Ausbildung

! Ragg 1986
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von DNA-Sekundarstrukturen, sog. Kompressionen neigt. Bei m@CIF195C/S68C
kodieren beide mdglichen Codons fiur Glycin. Bei pHNCllist festzustellen, dal3 sowohl

beim Ausgangsplasmid pWTBIl, als auch bei dem aus pMHervorgegangenen pHGIC

F195C die korrekte Sequenz gelesen wurde. Ebenso traten hinter dem Stop-Codon und im
Bereich der pCDM8-Vektorsequenz, die im Anschlul® an die HCII-cDNA folgt, einige nicht
sicher bestimmte Basen auf. Auf eine Wiederholung der hierfir durchgefihrten
Sequenzierungen wurde verzichtet, da das Ziel der Sequenzierungen die Uberpriifung des fir
HCIl kodierenden Bereiches der cDNA war, um eine korrekte Aminosauresequenz der
exprimierten HCII-Varianten zu gewahrleisten.

E.4 Produktion von rekombinantem HCII

Die Produktion der rekombinanten HCII-Varianten erfolgte in FCS-freiem Medium, da FCS
Rinder-HCIl enthélt. Rinder-HCII lieBe sich bei den affinititschromatographischen
Reinigungen (siehe D.2.5.2) vermutlich sehr schlecht vom humanen HCII trennen. Zudem
hatte sich in Vorversuchen gezeigt, dal3 Rinder-HCIlI bei langerer Belichtung in der
Chemilumineszenz-Immundetektion (siehe D.2.5.11), wenn auch nur in geringem Mal3e, von
den verwendeten Antikdrpern erkannt wird (Ergebnisse nicht dargestellt). Auf die Zugabe von
BSA zum Medium als "Schutzprotein” wurde verzichtet, da sich in Vorversuchen gezeigt
hatte, dall BSA bei langerer Belichtung in der Chemilumineszenz-Immundetektion
unspezifische Signale erzeugt (Ergebnisse ebenfalls nicht dargestellt).

HCIl-Variante Wildtypaminosauren bzw. geénderte Aminosauresequenzen
der HCII-Varianten

Wildtyp-HCII P52, G54, S68, F195, C273, C323, C467

HCIl F195C P52, G54, S68,195C, C273, C323, C467

HCIIAC P52, G54, S68, F198,273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C P52, G54, S68;195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/P52C P52C, G54, S68F195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/G54C P52,G54C, S68,F195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/S68C P52, G54S68C, F195C, C273S, C323S, C467S

Tabelle 23: Merkmale der untersuchten HCII-Varianten. Der jeweils zuerst angegebene Buchstabe kennzeichnet
die Ursprungsaminosaure, die Zahl die Aminosaureposition im reifen HCIl und der 2. Buchstabe, sofern vorhan-
den, die neu eingefiihrte Aminosaure. (Beispi@B5C. Phe195 mutiert zu Cys195) (siehe auch H.1)

E.4.1 Produktion von rekombinantem HCII in COS 7-Zellen nach transienter Lipo-
fektion

Die Lipofektion von COS7-Zellen erfolgte mit Hilfe des Lipofectamin Plus Kits, wie unter
Abschnitt D.2.2.7.1 beschrieben. Mit Hilfe des Plasmids p@BMWelches einef-
Galaktosidase-Expressionskassette enthalt, konnte in Vorversuchen zur Etablierung der
Methode gezeigt werden, daR >80% der adharenten Zellen einer Zellkulturschale mit Hilfe
des Kits transfiziert werden konnen (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Produktion von
rekombinantem HCII erfolgte fUr drei Tage in DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans-Medium
(siehe D.2.2.1) in Zellkulturschalen mit einer Kultivierungsflache von 8,8 &ie Zellen
wurden hierbei, wie beschrieben, mit 3 ml Zellkulturmedium Uberschichtet. Mit dieser
Methode konnten HCII-Ausbeuten von bis zu 3,7 pg/ml Zellkulturiiberstand erreicht werden,
wobei in den meisten Fallen die Konzentration zwischen 0,7 und 2,0 ug/ml lag.

Fast alle Lipofektionsexperimente wurden mit jeweils einer Plasmidcharge durchgefihrt, die
jeweils in groRem Malstab hergestellt und aliquotiert worden war. Im Verlauf der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dal3 die produzierten HCII-Mengen mit zunehmendem Alter
der Plasmidisolate und damit verbundenem mehrfachen Auftauen und Einfrieren der Aliquots,
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immer geringer wurde. Die hochsten produzierten HCII-Konzentrationen wurden mit
frischem Plasmidmaterial erzielt. Zum Ende der Arbeit konnten nur noch HCII-
Konzentrationen von maximal 1,5 pg/ml erreicht werden.

E.4.2 Produktion von rekombinantem HCIl in COS7-Zellen nach Elektroporation

Die Elektroporation von COS7-Zellen erfolgte wie unter Abschnitt D.2.2.7.2 beschrieben. Die
in der Literatur mehrfach beschriebene optimale Spannung von 260 V fir die Elektroporation
von COS-Zelleh wurde ohne weitere Experimente ibernommen. In Vorversuchen zur
Etablierung der Methode wurden mit dem Plasmid p@MVverschiedene
Kondensatorkapazitaten getestet. Eine hohe Kapazitat von 960uF fuhrte zu einem hohen
prozentualen Anteil transfizierter Zellen (>80%), jedoch Uberlebten weniger als 10% der
Zellen die Behandlung. Bei einer niedrigeren Kapazitat von 500 pF war die Uberlebensrate
mit ca. 30-50% zwar deutlich héher, allerdings lag die Transfektionseffizienz nur bei ca. 30-
40%. Die letztendlich routinemalRig verwendete Kapazitdt von 900 pF bewirkte eine
Uberlebensrate von ca. 20% bei einer Transfektionseffizienz von ca. 60-80%. Um eine
hoherer Zelldichte nach der Transfektion zu erhalten, wurden die Zellen von zwei bis drei
T175-Zellkulturflaschen fur die Elektroporation gepoolt. Fur die Elektroporationen wurden
steigende DNA-Mengen bis zu 50 pg fur die Elektroporation der gepoolten Zellen eingesetzt,
wobei die Transfektionseffizienz -wie von Blasel al? beschrieben- bis zu einer DNA-
Menge von 40 pg deutlich anstieg. Fur die Transfektionen zur Produktion von
rekombinantem HCIl wurden 40 — 50 pg Plasmid-DNA bei einer Spannung von 260 V und
einer Kondensatorkapazitat von 900 uF verwendet. Die Zellen wurden ab dem 2. Tag nach
der Elektroporation fir 6 Tage mit 50 ml DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans Medium (siehe
D.2.2.1) kultiviert, wobei alle 2 Tage das Medium gewechselt wurde. In den ersten beiden
Tagen produzierten die Zellen zwischen 1,3 pg/ml und 3,0 pg/ml HCIl je ml
Zellkulturiberstand. Am 3. und 4. Tag bzw. am 5.und 6. Tag nach der Transfektion sank die
Produktion auf 0,4pug/ml bis 0,7 pg/ml je ml Zellkulturiiberstand. Die Messung der HCII-
Konzentration im Zellkulturtiberstand erfolgte mittels ELISA (siehe D.2.5.1).

E.4.3 Etablierung einer rekombinanten CHO DUKX B1 Zellinie und Produktion von
rekombinantem HCII AC F195C/P52C

CHO DUKX B1-Zellen wurden -wie unter D.2.2.8.1 beschrieben- mittels Lipofektion mit
linearisiertem pSBR21-Plasmid transfiziert (pSBR21 enthélt die cDNA fur die HCII-Variante
HCIIAC F195C/P52C (siehe D.2.4.10.3)) und ab dem zweiten Tag nach der Transfektion mit
G418-haltigem Medium kultiviert. Wahrend die nicht transfizierten CHO DUKX B1-Zellen
der Kontrolle binnen einer Woche abstarben, teilten sich die, mit pSBR21 transfizierten
Zellen weiter. Zur Uberpriifung der HCII-Produktion wurde anschlieBend eine zu ca. 90%
konfluent mit transfizierten CHO DUKX B1 Zellen bewachsene T175-Zellkulturflasche mit
60 ml ProCHO4-CDM-Medium (siehe D.2.2.1) tberschichtet und fur 3 Tage kultiviert. Der
Zellpool produzierte innerhalb dieser Zeit 2,8 ug/ml HCIl. Die Bestimmung der HCII-
Konzentration erfolgte mittels ELISA (siehe D.2.5.1).

Nach der Isolation von Einzelzellklonen wurde erneut die HCII-Produktion bestimmt. Die
Zellen wurden hierfur bei einer Konfluenz von ca. 90% in Zellkulturschalen mit einer
Kultivierungsflache von 21,5 c¢imit 7 ml ProCHO4-CDM-Medium (berschichtet und fiir
drei Tage kultiviert. Die durch ELISA ermittelten HCII-Konzentrationen im
Zellkulturiberstand sind in Tabelle 24 dargestellt.

! Blasey et al. 1996, Bauet al. 1994, http://www.bio-rad.com
% Blaseyet al. 1996
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Klon Nr HCIl-Konz. Klon Nr HCIl-Konz. Klon Nr HCIl-Konz. Klon Nr HCIl-Konz,
1 0,40 6 0,52 11 0,77 16 2,11
2 0,30 7 0,95 12 1,41 17 0,74
3 0,31 8 1,01 13 1,50 18 1,60
4 0,48 9 0,60 14 1,33 19 3,22
5 0,44 10 0,72 15 2,10

Tabelle 24: HCII-Produktion (in pg/ml) im Zellkulturiiberstand der untersuchten Einzelzellklone

Wie aus Tabelle 24 hervorgeht produzierten die Klone Nr. 15, Nr 16 und Nr.19 die grof3ten
Mengen an HCII. Klon Nr. 19 wurde anschliel3end fir die ACIF195C/P52C-Produktion
weiterverwendet.

Obwohl mit ProCHO4-CDM-Medium deutlich héhere HCII-Produktionsraten erzielt werden
konnten als mit DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans, wurde letztendlich auf ProCHO4-CDM-
Medium verzichtet. Der Grund hierfur lag in der Tatsache, dal3 anscheinend immer sehr
geringe Mengen der reduzierten Form der Varianten entstanden. Der Anteil dieser reduzierten
Form war bei Verwendung von ProCHO4-CDM-Medium klar am grof3ten (Ergebnisse nicht
dargestellt). Der Hersteller macht zudem keine Angaben Uber die Zusammensetzung des
Mediums. Der geringe Anteil der reduzierten Form von ACIF195C/P52C stellte bei der
chromatographischen Reinigung Uber Heparin-Sepharose ein grof3es Problem dar, da die
reduzierte Form mit hoherer Affinitdt an die Sdulenmatrix band als die oxidierte Form (siehe
hierzu E.6). Beim Auftrag von bis zu 1,2 Liter Zelliberstand auf die Saule wurden ca. 50%
der oxidierten Form aufgrund der geringeren Affinitat bereits beim Auftrag wieder
heruntergewaschen, wahrend der reduzierte Anteil aufgrund der hoheren Affinitat fast
vollstdndig gebunden blieb. Dies fuhrte zu einer Anreicherung der reduzierten Form, wie in
Abbildung 49 dargestellt.

- reduzierte Form
- nicht-reduzierte Form
- Abbauprodukt (?)

1 2

Abbildung 49: HCIAC F195C/P52C aus CHO DUKX B1-Zellen, kultiviert mit ProCHO4-CDM-Medium nach
Elution mit linearem NaCl-Gradienten (0 — 1 M NacCl) (siehe D.2.5.2.1) von einer FPLC-Heparin-Sepharose-
Saule. Spur 1) Fraktionen 5 u. 6 gepoolt (50-150 mM NacCl), Spur 2) Fraktion 7 (150-200 mM NacCl)

Bei der HCII-Produktion in T175-Zellkulturflaschen mit DMEM & Pen/Strep & Ins/Trans
Medium, dem 0,7 mg/l Thymidin zugesetzt wurde, konnten binnen vier Tagen bis zu
0,97 pg/ml HCINC F195C/P52C in einem Kulturvolumen von 100 ml produziert werden.

Die in der AG zellulare Gemetik vorhandene stabil transfizierte CHO DUKX B1-Zéllinie
welche Wildtyp-HCII produziert, produzierte unter denselben Bedingungen eine HCII-
Konzentration bis zu 3,8 pg/ml im Kulturiberstand.

Probenahmezeitpunkt Gesamt-HCII neu produziertes HCII| spezifische Produktivitat
[Std nach Versuchsbeginn] [ug/ml] [ug/ml] [ug HCII/(1C Zellen*Tag)]
32 0,28 0,28 0,54
48 0,36 0,08 0,41
72 0,50 0,14 0,36
96 0,97 0,47 1,21
Spezifische Produktivitat iber den gesamten Kultivierungsverlauf 0,63

Tabelle 25: Bestimmung der spezifischen Produktivititen vonAGCH195C/P52C in CHO DUKX B1 Zellen.

! Boshme 2001
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Fur die Produktion von HCANC F195C/P52C wurde in einem Experiment die spezifische
Produktivitat Gber den viertagigen Kultivierungsverlauf bei einem Kulturvolumen von 100 ml
bestimmt. Die Ermittlung der Zellzahl (3,87 *1@ellen je T175-Flasche) erfolgte nach
Abschlul® des Experimentes durch Trypanblau-Ausschlul3farbung (siehe D.2.2.3). Dies stellt
keine Verzerrung der Ergebnisse dar, da die Zellen Uber den Versuchsverlauf kein
erkennbares Wachstum zeigten und nur wenige Zellen abstarben. Tabelle 25 zeigt die
ermittelten spezifischen Produktivitaten je® ellen und Tag. Es fallt auf, daR die groRte
spez. Produktivitat erst am Ende der Kultivierung erreicht wird.

Fur die Produktion von Wildtyp-HCII in stabil transfizierten CHO DUKX B1-Zellen wurde

die spezifische Produktivitat Gber den Gesamtverlauf der Produktionsphase bestimmt. Sie
betrug 1,93 pg HCII je Tag und %@ellen und ist damit etwa dreimal so hoch wie bei der
Produktion von HCIWC F195C/P52C.

E.5 Nachweis des rekombinant hergestellten HCII

Die Identitat des rekombinanten HCIIs wurde durch Immunreaktion mit zwei monoklonalen
Anti-HCII-Antikorpern im ELISA (siehe D.2.5.1), sowie durch ein polyklonales Antiserum in
der Chemilumineszenz-Immundetektion (siehe D.2.5.11) nachgewiesen. Verschiedene NaCl-
Konzentrationen, die Prasenz von bis zu 1,5 mM DTT und die Modifikation von HCII durch
Alkylierung hatten, wie bereits unter D.2.5.1 beschrieben, keinen oder nur geringen Einfluf3
auf die erhaltenen ELISA-Messwerte.

Die biologische Aktivitat der verschiedenen rekombinanten HCII-Varianten konnte durch
Reaktion mit humanem Thrombin (siehe E.10) und anschlieRende Chemilumineszenz-
Immundetektion der dabei entstehenden SDS-stabilen HCII/Thrombinkomplexe gezeigt
werden. Zudem wurden fir HQIC F195C/P52C und Wildtyp-HCIlI Geschwindigkeits-
konstanten zweiter Ordnung fur die Reaktion mit Humanthrombin bestimmt (siehe E.15).

Die Ermittlung des apparenten Molekulargewichts der rekombinanten HCII-Varianten mit
Hilfe von ProteingroRBenmarkern (siehe D.1.6) und der Software WinCam V2.2. (siehe
D.1.13) ergab Werte von ca. 73 kDa bis 79 kDa (je nach Gellauf und verwendeten
Molekulargewichtsmarkern) fir die rekombinanten HCII-Varianten sowohl aus COS7- als
auch aus CHO DUKX B1-Zellen. Die Werte stimmen mit den Literaturdaten tberein. Obwohl
die molekulare Masse von Plasma-HClII 65,6 kDa beti@ig Ermittiung erfolgte anhand der
Sedimentationsgeschwindigkeit bei analytischer Ultrazentrifugation), werden fur das
Glykoprotein HCII in der SDS-PAGE apparente Molekulargewichte zwischen 66 kDa und 78
kDa erhalten, abhanging von den verwendeten Elektrophoresebedingungen

Die apparenten Molekulargewichte fir HCII-Thrombinkomplexe lagen bei ca. 102 kDa, was
etwa der Summe aus dem ermittelten apparenten Molekulargewicht von HCIl und dem
Molekulargewicht der B-Kette von Thrombin entspricht. Die 49 Aminosauren lange A-Kette
des Thrombins, welche Uber eine Disulfidbriicke an die B-Kette gebunden ist, wird durch den
reduzierenden Probenpuffer abgespalten.

Anmerkung:

Beide zum Nachweis von HCIl verwendeten monoklonalen ELISA-Antikdrper binden am N-
terminalen Ende des Molekils vor Aminosaure Aspl24. Diese Erkenntnis wurde zufallig
durch die unfreiwillige Verwendung eines Expressionsplasmides gewonnen, bei dem eine
Rastermutation im Codon fir Aminosaure Aspl24 aufgetreten war, welche an
Aminosaureposition 133 ein Stop-Codon erzeugte. Die von diesem Plasmid codierten HCII-
Fragmente wurden im ELISA problemlos erkannt (Ergebnisse nicht dargestellt).

! Tollefsenet al. 1982
2 Tollefsenet al. 1982; Tollefseret al. 1983; Griffithet al. 1985 a & b, Prattt al. 1989;
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E.6 Partielle Reinigung von HCII mit Heparin-Sepharose

E.6.1 Partielle Reinigung von HCIl aus COS7-Zellen mittels linearem NaCl-Gradi-
enten

20 bis 140 ml Zellkulturiiberstadnde aus der Elektroporation von COS7-Zellen wurden -wie
unter D.2.5.2.1 beschrieben- unter nicht reduzierenden (ohne DTT-Zugabe) oder
reduzierenden Bedingungen (3 mM DTT) auf eine FPLC-Heparin-Sepharose-Saule aufge-
tragen und mittels eines linearen NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M NaCl (mit bzw. ohne 3 mM
DTT) von der Saule eluiert und in 20 Fraktionen a 2 ml aufgefangen.
Folgende HCII-Varianten wurden partiell aufgereinigt:

- Wildtyp-HCIlI

- HCIIAC F195C/P52C

- HCIIAC F195C/G54C

- HCIIAC F195C/S68C
Tabelle 26 zeigt den prozentualen Anteil der eluierten HCII-Varianten unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen. Die Fraktion mit der hdochsten HCII-Konzentration ist dabei farblich
hervorgehoben. Im Durchlauf aller HCII-Varianten wurden maximal 15% des aufgetragenen
HClIs detektiert, in den Waschfraktionen nur HCII-Mengen unter 0,06 pg/ml.

Fraktion Wildtyp-HCII HCIIAC F195C/P52(d HCHC F195C/G54(J HCHC F195C/S68C
ohne DTT| mitDTT | ohne DT mitDTT] ohne DT mit DT ohne DTT mit DT|T

F4 (@ 25 mM) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

0-50 mM

F5 (@ 75 mM) 0% 0,7% 24% 0% 19 % 0 % 9 % 1%

50 - 100 mM

F6 (@ 125mM) 3% 3% 47 % 6 % 35 % 0% 27 % 0%

100 - 150 mM

F7 (@ 175 mM) 17 % 8 % 12 % 11 % 15% 11 % 16% 14 %

150 - 200 mM

F8 (@225 mM) ] 34 % 39 % 6 % 37 % 8 % 30 % 12°% 22 %

200 - 250 mM

F9 (@ 275 mM) 19 % 24 % 5% 18 % 6 % 24 % 11% 15 9%

250 - 300 mM

F10 (@325 mM] 10% 7% 4% 9 % 6 % 13% 8% 12 %

300 - 350 mM

F11 (@375 mM] 10% 7% 3% 8 % 5% 13% 7% 15 %

350 - 400 mM

Fl12(@425mM] 7% 4% n.b. 6 % 4 % 4 % 5 % 13 %

400 - 450 mM

F13 (@ 475 mM] n.b. 7% n.b. 5% 2% 5 % 4 % 8 %

450 — 500 mM

eingesetzte 32,2ug | 11,5pugf 230,0 ug| 46,0pugl) 198pug| 79ug § 37,0pug | 13,2 g

HCIl-Menge in 140 ml| in50 ml Jin 200 ml| in20 ml § in 200 ml| in 40 ml § in 140 ml| in 50 ml

Ausbeute F4 - | 10,6 ug| 2,9 ug 625ug | 8,4 ug 6,5 ug 3,3 ug 129pug | 3,4pg

F13 gegeniiber J entspricht| entsprich§ entspricht] entspr. | entspricht entsprichf entspricht| entsprich]

Auftragsmenge 33 % 25 % I 27% 18 % 33 % 42 % 35 % 26 %

Tabelle 26: Elutionsverhalten der untersuchten HCII-Varianten von der FPLC-Heparin-Sepharose-Saule bei
linear steigender NaCl-Konzentration (0 — 1 M NaCl) unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden
Bedingungen. Angegeben ist jeweils die Fraktionsnummer, die mittlere NaCl-Konzentration der Fraktion(d),
sowie der NaCl-Konzentrationsbereich tber den sich die Fraktion erstreckt. Die angegebenen Prozentwerte
geben den jeweiligen Anteil des HCII in der jeweiligen Fraktion gemessen am Gesamt-HCII der untersuchten
Fraktionen wieder. (Rundungsbedingt kénnen Gesamtprozentzahl&th % entstehen.)

" gemessene ELISA-Werte im Bereich der Nachweisgrenze. n.b. : nicht bestimmt
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Wie aus Tabelle 26 zu ersehen ist, hatte das Vorhandensein oder Fehlen von DTT keinen
Einflud auf das Elutionsverhalten von Wildtyp-HCII von der Heparin-Sepharose-Saule. Der
prozentual grof3te Anteil von HCII eluierte bei einer NaCl-Konzentration von 200 bis 250
mM NaCl. Der Wert stimmt sowohl mit Messwerten tberein, die innerhalb der AG zellulare
Genetik mit Plasma-HCII erzielt wurde(210 mM), als auch mit Literaturdaterlie je nach

Wabhl der Versuchsbedingungen und der Heparinmatrix zwischen 0,15 ud\@&&lI liegen.

Alle drei HCII-Varianten mit einer Disulfidbriicke (fir den Nachweis der Disulfidbriicken
siehe E.7) zeigten deutliche Unterschiede in ihrem Elutionsverhalten in Abhangigkeit von der
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von DTT. Ohne DTT, das heil3t bei geschlossener
Disulfidbriicke, eluierten die drei Varianten bei einer ca. 100 mM geringeren NaCl-
Konzentration von der Saule, als bei geodffneter Disulfidbriicke. Die Reduktion der
Disulfidbricke Uberfuhrte die drei Proteinvarianten in eine Form, die sich in ihrem
Elutionsverhalten ebenso verhielt wie Wildtyp-HCII. Die geschlossenen Disulfidbriicken
bewirkten somit eine Anderung der Affinitat zu Heparin-Sepharose. Ubereinstimmend mit
dem Modell der HCII-Aktivierung durch GAGs erscheint es vorstellbar, daf3 der fixierte saure
Aminoterminus von HCII die GAG-Bindestelle zumindest partiell abschirmt und die Bindung
an Heparin-Sepharose sterisch behindert, was sich im veréanderten Elutionsverhalten
manifestiert. Nach Reduktion verhalten sich die drei Proteinvarianten wieder wie Wildtyp-
HCII, das heil3t, Heparin kann wieder an die GAG-Bindestelle unter Verdrangung des sauren
N-Terminus binden, was zu einer erhéhten Affinitat gegentber Heparin-Sepharose fihrt.
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Abbildung 50: FPLC-Elutionsdigramme von HEQ F195C/G54C unter reduzierenden bzw. nicht reduzieren-
den Bedingungen, sowie die prozentualen Anteile an HCII in den jeweiligen Fraktionen.

Abbildung 50 zeigt beispielhaft die FPLC-Elutionsdiagramme von MCIF195C/G54C

unter reduzierenden bzw. nicht reduzierenden Bedingungen, sowie die prozentualen Anteile
an HCIl in den jeweiligen Fraktionen.

! Bohme 2001
% Tollefsenet al. 1982, Ragget al. 1990 a, Pratet al. 1992, Gettingt al. 1996, Liawet al. 1999
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Die FPLC-Fraktionen wurden im Western-Blot (siehe D.2.5.10) unter nicht reduzierenden
Bedingungen auf das Vorhandensein bzw. Fehlen von Disulfidbriicken im HCII untersucht,
sowie die biologische Aktivitat des enthaltenen HCII durch Komplexierung mit Thrombin
(siehe D.2.5.8) Uberprift (nicht abgebildet).

Die Ausbeuten der durchgefuhrten Aufreinigungen, sowohl mit als auch ohne DTT Zugabe,
lagen, wie aus Tabelle 26 zu ersehen ist, zwischen 18 und 35 % des eingesetzten Materials.
Anhand der ermittelten ELISA-MeRwerte kann allerdings keine Aussage gemacht werden, an
welcher Stelle der Grolteil des HClIs verloren ging. Ein gewisser Anteil ging vermutlich
wahrend des Waschens der Saule mit meist 5 bis 6 Saulenvolumen verloren. Bei spateren
Vorversuchen zur Reinigung von HAT F195C/P52C aus CHO DUKX B1-Zellen war
aufgefallen, dal? zu Beginn des Waschschrittes, dem eine Reinigen der Pumpen vorausging,
ein kurzer hoher Peak mit viel HCIl von der Saule eluierte. Moglicherweise ging hier ein
grof3er Teil an HCII verloren.

E.6.2 Partielle Reinigung von HCIl aus CHO DUKX B1 Zellen mittels NaCl-Stufen-
gradienten

Fur die partielle Reinigung der reduzierten und alkylierten, oder der unbehandelten Form von
Wildtyp-HCII bzw. HCIIAC F195C/P52C wurde ein NaCl-Stufengradient mit Stufen von 0,
100, 300 und 1000 mM NacCl -wie unter D.2.5.2.2 beschrieben- verwendet. Die Vorschaltung
einer NaCl-Stufe mit 100 mM NaCl ermdglichte es, eine hdohere Reinheit der oxidierten Form
von HCIIAC F195C/P52C zu erhalten und einen geringeren Anteil eines vermutlichen HCII-
Abbauproduktes. Auf der 100 mM-Stufe eluierte neben einem Teil des oxidiertenCGHCII
F195C/P52C, das damit verloren ging, eine zweite Bande mit einer Grol3e von ca. 55 kDa, die
ebenfalls von den verwendeten Anti-HCII-Antikorpern erkannt wurde (siehe auch Abbildung
49, Seite 129). Die Vermutung liegt nahe, dal3 es sich hierbei um ein Abbauprodukt von HCII
handelt. Der Anteil dieser Bande erreichte ca. 30% am HCII der 100 mM NacCl-Fraktionen. In
den Fraktionen der 300 mM-Stufe betrug er deutlich weniger als 10%.

Bei der Produktion von HCII-Varianten mit zwei neu eingefuhrten Cysteinen entstand, wie
bereits erwahnt, auch ein sehr geringer Anteil von HCII mit getffneter Disulfidbriicke. Da
diese Variante -wie unter E.6.1 beschrieben- eine hohere Affinitat zu Heparin-Sepharose hat,
wurde sie bei der Chromatographie angereichert. Fur die affinitatschromatographische
Reinigung der oxidierten Form mit geschlossenen Disulfidbriicke wurden bis zu 1,2 Liter
Zellkulturiberstand auf die Saule gegeben. Dies bedingte, dal3 ca. 50% des aufgetragenen
HCIIAC F195C/P52C schon wahrend des Auftrags aufgrund der geringen Affinitat wieder
heruntergewaschen wurden. Die HCII-Molekule mit ge6ffneter Disulfidbriicke blieben dabei
aufgrund ihrer héheren Affinitat zur Heparin-Sepharose besser am Saulenmaterial haften. Der
Anteil der reduzierten HCAC F195C/P52C-Form in den Fraktionen der 300 mM NaCl-Stufe
war jedoch immer noch sehr gering (siehe Abbildung 51, zum Vergleich siehe auch
Abbildung 49 Seite 129). Eine densitometische Auswertung lieferte aufgrund des
unspezifischen grauen Hintergrundes zwischen den Banden keine verwertbaren Daten.

- - reduzierte Form
. . - oxidierte Form
- Abbauprodukt (?)

1 2 3 4
Abbildung 51: Western-Blot-Analyse von verschiedenen Mengen von partiell gereinigtetiGHEIB5C/P52C
der 300 mM NaCl-Stufe nach SDS-PAGE mit nicht reduzierendem Probenpuffer.
Spur 1: reduziertes und alkyliertes H&O F195C/P52C (Kontrolle); Spuren 2 — 4 : 0,75/ 5/ 10 pl nicht redu-
Ziertes HCINC F195C/ P52C



Ergebnisse 134

Die Verwendung der 100 mM NaCl-Stufe bedingte einen Verlust von ca. 20% des nach dem
Auftrag an die Saule gebundenen HKI F195C/P52C mit geschlossener Disulfidbriicke.
Wildtyp-HCII sowie die reduzierte und alkylierte Form von HEQII F195C/P52C eluierten

bei 100 mM NaCl nur in Spuren.

Das Problem der Akkumulation der reduzierten Form bei der partiellen Aufreinigung der
HCII-Varianten mit Disulfidbriicke war mit COS-Zellmaterial und bei Verwendung eines
linearen NaCl-Gradienten nicht aufgetreten.

E.7 Nachweis der neu ins HCII eingeftihrten Disulfidbriicken

Nachdem das unterschiedliche Elutionsverhalten der drei HCII-Varianten mit je zwei neu

eingefuhrten Cysteinresten mit- bzw. ohne DTT-Zugabe von der FPLC-Heparin-Sepharose-
saule im Vergleich zu Wildtyp-HCII einen ersten Hinweis auf das mogliche Vorhandensein

von Disulfidbriicken gegeben hat, sollte der Beweis mittels zweier unabhangiger Methoden
erbracht werden.

E.7.1 Unterschiedliche Mobilitat der Varianten unter nicht reduzierenden
Bedingungen

Die Prasenz von Disulfidbriicken in Proteinen a3t sich -wie bereits unter D.2.5.9
beschrieben- durch SDS-PAGE unter reduzierenden, bzw. nicht reduzierenden Bedingungen
nachweisen. Proteine, deren Disulfidbriicke(n) nicht reduziert sind, werden durch SDS
weniger stark entfaltet. Dies resultiert in einem kleineren Stokes Radius, wodurch die oxierte
Form des Molekils mit Disulfidbrticke(n) schneller durch das Gel wandert, als die reduzierte

Fornt.

Abbildung 52 zeigt die Analyse der elektrophoretischen Mobilitdt von Wildtyp-HCII,
HCIIAC, HCIIAC F195C, HCIAC F195C/P52C, HCANC F195C/G54C, HCHC
F195C/S68C und HCII aus Standard-Humanplasma unter reduzierenden Bedingungen (5% 2-
Mercaptoethanol im Probenpuffer) (A) bzw. unter nicht reduzierenden Bedingungen (ohne 2-
Mercaptoethanol) (B).

A kDa B kDa
-97 -97
- D . - o - — -
_66 -. _66
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 52: Elektrophoretische Mobilitat von Wildtyp-HCII (1), HEG (2), HCIAC F195C (3), HCIAC
F195C/P52C (4), HCAC F195C/G54C (5), HCNC F195C/S68C (6) und HCII aus Standard-Humanplasma (7)
unter reduzierenden (A) bzw. nicht reduzierenen Bedingungen (B) in der SDS-PAGE. Die Positionen und
GroRen der LMW-Markerproteine (reduziert mit 2-Mercaptoethanol) sind rechts angegeben.

! pollit & Zalkin 1983, Wells & Powers 1986, Pantoliagbal. 1987, Matsumura & Matthews 1991, Tenal.
1996, Lehlest al. 1996, Hopkinset al. 1997, Uchidaet al. 1997
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Wie aus Abbildung 52 zu erkennen ist, zeigen alle sieben HCII-Varianten unter reduzierenden
Bedingungen die gleiche elektrophoretische Mobilitatt mit einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 79 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigen die drei
HCIl-Varianten mit zwei Cysteinresten (H@IL F195C/P52C, HCNC F195C/G54C,
HCIIAC F195C/S68C) eine erhdhte Mobilitat, wohingegen alle anderen HCII-Varianten das
gleiche Laufverhalten wie unter reduzierenden Bedingungen aufweisen. Das unterschiedliche
Laufverhalten der drei HCIl-Varianten unter reduzierenden, bzw. nicht reduzierenden
Bedingungen steht in Ubereinstimmung mit der Bildung von intramolekularen
Disulfidbriicken zwischen den jeweils zwei neu ins Molekdl eingefihrten Cysteinresten.

Zwei Fakten verdienen besondere Erwahnung:

1) Es Uberrascht, dal3 sich zwischen Aminoséureposition Cys195 und drei verschiedenen
anderen Aminosaurepositionen (Cys52, 54 bzw. 68) Disulfidbriicken gebildet haben,
obwohl die Cysteine im N-Terminus von HCII bis zu 16 Aminosauren voneinander
entfernt liegen. Dieser Punkt wird in der Diskussion noch einmal aufgegriffen.

2) Das Ausmalfi der erhdhten elektrophoretischen Mobilitdt bei den drei HCII-Varianten mit
Disulfidbriicken ist abhangig von der Position der Cysteinreste und damit von der
GrolRRe der gebildeten Schleife. HOO F195C/S68C, welches die kleinste Schleife bildet,
zeigt den geringsten Zuwachs an elektrophoretischer Mobilitat. Diese Beobachtung ist in
Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Matsumura & Matthedis nachgewiesen
haben, dal3 T4-Lysozym-Varianten, die kleine intramolekulare Schleifen durch neu
eingefuhrte Disulfidbricken enthalten, mehr oder weniger dieselbe Mobilitat in der SDS-
PAGE zeigen wie Wildtypenzym.

E.7.2 Nachweis mittels Bromcyanspaltung

Wie bereits unter Abschnitt D.2.5.4 beschrieben, spaltet Bromcyan Polypeptidketten auf der
carboxyterminalen Seite von Methioninresten. HCII besitzt 18 Methioninreste, die
ungleichmaRig Uber das Protein verteilt sind (siehe Tabelle 27). Die Lage der Methioninreste
im HCII bietet eine gute Moglichkeit zum Nachweis der neu eingefiihrten Disulfidbriicken.

HCII

NH, weitere Methionine in AS-Position
268, 269, 288, 306, 307, 336, 344,
347, 366, 393, 397, 405, 442, 471

Abbildung 53: Lage der Methioninreste in HCIll-Variante HKZIF195C/P52C, die fur den Nachweis der
eingebauten Disulfidbriicke von Relevanz sind.

! Matsumura & Matthews 1991
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Wie aus Abbildung 53 zu erkennen ist, befinden sich zwischen den neu ins HCII eingefiihrten
Cysteinen von HCAC F195C/P52C (Aminosaureposition 52 und 195) zwei Methioninreste
(Positionen 143 und 145). Die Behandlung von KACIIF195C/P52C mit Bromcyan sollte

den Polypeptidstrang zwischen den beiden Cysteinen spalten. Unter nicht reduzierenden
Bedingungen bleiben die beiden Fragmente in der SDS-PAGE Uber die Disulfidbriicke
miteinander verbunden und durchlaufen das Gel als ein gemeinsames Fragment. Wird jedoch
dasselbe Bromcyan-Spaltprodukt unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE
aufgetrennt, entstehen zwei Fragmente geringerer Gro3e. Entsprechendes gilt A& HCII
F195C/G54C und HCNC F195C/S68C.

Tabelle 27 zeigt die Lage der Methionine im HCII-Molekul und die entstehenden
Fragmentgrof3en bei einer Bromcyanspaltung. Die beiden Fragmente, die durch die neu
eingefuhrten Disulfidbricken miteinander verbunden sind, sind farblich hervorgehoben. Die
Fragmentgrof3en wurden mit Hilfe des Programms PeptideMass (siehe D.1.14) errechnet.

Fragment Nr. BrCN-Spaltposition  Beginn und Ende Fragmentgrolle Fragmentgrol3e
des Fragmentes in Anzahl in kDa?®
Aminosauren

1 33 1-33 33 38
2 143 34 — 143 110 124
3 145 144 — 145 2 0,2
4 248 146 — 248 103 122
5 268 249 — 268 20 2,2
6 269 269 1 0,1
7 288 270 — 288 19 2,2
8 306 289 — 306 18 2,2
9 307 307 1 0,1
10 336 308 — 336 29 3,1
11 344 337 - 344 8 0,9
12 347 345 — 347 3 0,2
13 366 348 — 366 19 2,3
14 393 367 — 393 27 32
15 397 394 — 397 4 0,4
16 405 398 — 405 8 0,9
17 442 406 — 442 37 3,9
18 471 443 — 471 29 3,5
19 (480) C-Terminus 472 — 480 9 0,9

Tabelle 27: Entstehende Fragmente und Fragmentgré3en bei einer Spaltung von reifem Wildtyp-HCII durch
BrCN. * Posttranslationale Modifikationen sind nicht beriicksichtigeragment enthalt eine N-Glyko-
sylierung.®. Fragment enthalt zwei sulfatierte Tyrosinreste.

Wie zu erkennen ist, entstehen mit Ausnahme der Fragmente Nr. 2 und Nr. 4, welche die neu
eingefuhrten Cysteinreste tragen, nur Fragmente mit einer Grol3e unter 4 kDa. Zu
berticksichtigen ist noch, dal3 die Fragmente Nr. 1, Nr. 4 und Nr. 14 eine N-Glykosylierung
tragert und Fragment Nr. 2 zwei sulfatierte Tyrosinreste sowie die beiden N-terminalen
sauren Blécke enthalt

Wildtyp-HCII, HCIIAC F195C/P52C, HCNC F195C/G54C und HCAC F195C/S68C
wurden -wie unter D.2.5.4 beschrieben- mit BrCN gespalten und in nicht reduzierendem
Probenpuffer aufgenommen. AnschlieRend wurden die Proben geteilt, einer Halfte 5% 2-
Mercaptoethanol zugesetzt, die Proben in einer SDS-PAGE aufgetrennt und immunologisch
identifiziert.

! Bbhme, C; Nimtz, M.; Conradt, H.S.; Strathmann, A. und Ragg, H., unveréffentlicht
2 Hortin et al. 1986
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Abbildung 54: Western-Blot von reduzierten und nicht reduzierten BrCN Fragmenten von Wildtyp-HCII und
HCIAC F195C/P52C. Spur 1) und Spur 3) Wildtyp-HCII, Spur 2) und Spur 4)A@CH195C/P52C
+: Probenpuffer mit 2-Mercaptoethanol, -: Probenpuffer ohne 2-Mercaptoethanol

Abbildung 54 zeigt die entstehenden Fragmente von Wildtyp-HCIl undA@dF195C/P52C

nach Bromcyanspaltung unter reduzierenden bzw. nicht reduzierenden Bedingungen. Wie zu
erkennen ist, hat 2-Mercaptoethanol keinen Einflufd auf das Laufverhalten der Wildtyp-HCII-
Fragmente. Die zwei erwarteten groRen HCIl-Fragmente haben apparente Molekulargewichte
von ca. 21 bzw. 23 kDa. Das gleiche Bandenmuster tritt bei den reduzierten Spaltprodukten
von HCIAC F195C/P52C auf. Unter nicht reduzierenden Bedingungen ist beAEGCII
F195C/P52C nur eine Bande von ca. 34 kDa zu erkennen. Dies ist in Ubereinstimmung mit
der Prasenz einer intramolekularen Disulfidbricke zwischen den Cysteinen an den
Aminosaurepositionen 52 und 195 und damit einer kovalenten Verknupfung der Fragmente
Nr. 2 und Nr. 4. Das Fehlen zusatzlicher Banden, lediglich eine hauchdinne, in der
fotografischen Wiedergabe nicht erkennbare Bande bei ca. 30 kDa war in Spur 2 vorhanden,
zeigt, dal3 die Spaltung nahezu vollstandig erfolgt ist.

Gleiche Ergebnisse wurden fur HEQC F195C/G54C und HCAC F195C/S68C erhalten
(nicht abgebildet), wodurch der Beweis erbracht wurde, dal3 sich bei allen drei Varianten mit
zwei neu eingefihrten Cysteinen intramolekulare Disulfidbriicken zwischen Cystein 195 und
Cystein 52, 54 bzw. 68 gebildet haben.

E.8 Test auf Dimerbildung

Die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken zwischen zwei HCII-Molekilen Uber
die neu in das Molekil eingeflihrten Cysteine konnte nicht ausgeschlossenen werden. Zwei
miteinander verbundene HCII-Proteine waren wahrscheinlich inaktiv, zumindest ist davon
auszugehen, daf der vorgeschlagene Aktivierungsmechanismus tiber GAGs nicht, oder nur in
geringem Ausmale stattfindet. Die Reduktion der Disulfidbricken kénnte zur Reaktivierung
fuhren, wodurch es zu falschen Aussagen Uber den Aktivierungsmechanismus von HCII
durch GAGs kommen wirde. Um zu testen, ob bzw. in wieweit sich HCII-Dimere bei der
Produktion der verschiedenen HCII-Varianten gebildet haben, wurden Wildtyp-HCII,
HCIIAC, HCIIAC F195C, HCIANC F195C/P52C, HCNC F195C/G54C, HCHC
F195C/S68C aus COS7-Zellkulturiberstanden und Standard-Humanplasma in einem 6%
SDS-Polyacrylamidgel unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, geblottet und
anschlieBend Uber Chemilumineszenz-Immundetektion identifiziert (siehe D.2.5.9 bis
D.2.5.11).
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Abbildung 55: Western-Blot von Wildtyp-HCII (1), HQIC (2), HCIAC F195C (3), HCIAC F195C/P52C (4),
HCIAC F195C/G54C (5), HCNC F195C/S68C (6), HCNC F195C/P52C nach partieller Reinigung tiber
Heparin-Sepharose mit linearem NaCl-Gradienten (7) und HCII aus Standard-Humanplasma (8) nach
Auftrennung in einem 6% SDS-PAA-Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen.

ECL-Hyperfiimbelichtung 15 Sekunden (A) bzw. 4 Minuten (B). (Anmerkung: nur Probe 7 ist partiell gereinigt.)

Wie aus Abbildung 55 zu ersehen ist, waren bereits nach 15 Sekunden Belichtung alle HCII-
Varianten deutlich zu erkennen. Zusatzliche hochmolekulare Banden waren erst ab einer
Belichtungszeit von zwei Minuten schwach zu erkennen (nicht abgebildet), bzw deutlicher
sichtbar erst ab vier Minuten Belichtung. Unter reduzierenden Bedingungen waren diese
Banden nicht sichtbar (nicht abgebildet). Die apparenten Molekulargewichte lagen zwischen
190 kDa bei HCIl aus Standard-Humanplasma und 137 kDa beABMHL95C/P52C. Bei
Wildtyp-HCII und der cysteinfreien Mutante von HCIl waren keine Dimerbanden erkennbar.
Es Uberrascht, dald auch die Dimerbanden unterschiedliche elektrophoretische Mobilitaten
haben. Bei HCWC F195C mufite die Dimerbildung tber das einzige Cystein in Position 195
erfolgen. Die unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitdten bei AGLCH195C/P52C,
HCIIAC F195C/G54C und HCAC F195C/S68C konnten mdoglicherweise damit erklart
werden, dal3 sich die Disulfidbriicken der Dimere zwischen dem Cys195 eines Molekuls und
Cys52, 54 bzw. 68 des zweiten Molekuls gebildet haben. Insgesamt war die Dimerbildung
jedoch, wie in der Abbildung zu erkennen, gering, da sehr lange belichtet werden muf3te, um
Dimere Uberhaupt sichtbar zu manchen. Am geringsten war sie beAGEL95C/P52C und
HCIAC F195C/G54C, am starksten bei HEII F195C/S68C.

Neben der Bildung von Dimeren aus zwei HCII-Molekulen ist es auch denkbar, dal3 die
detektierten hochmolekularen Banden Heterodimere aus einem HCII-Molekil und einem
anderen Moleklil des Zellkulturiiberstands sind, wie beispielsweise das mit einer
Konzentration von 10 mg/l im Medium vorhandene Transferrin.

Einen zusatzlichen Beweis dafir, dal’ die Dimerbildung vernachlassigbar gering war, lieferte
die Bromcyanspaltung von HQIC F195C/P52C (siehe E.7.2). Hatten sich in grof3erem
Umfang Dimere gebildet, so wirden zwei der grol3en Fragmente zweier HCII-Molekile mit
den neu eingeflgten Cysteinen (siehe Tabelle 27 und Abbildung 53) unter nicht redu-
zierenden Bedingungen Uber einen Disulfidbriicke miteinander verbunden sein und bei ca. 30
kDa im Gel laufen. Bei gemischten Disulfiden (beispielsweise mit Transferrin) wéare es eines
der gro3en HCII-Fragmente und ein Fragment des zweiten Molekils. Das jeweilige zweite
groR3e HCII-Fragment mit einem neu eingefiigten Cystein wéare jedoch frei und wirde bei ca.
20 kDa laufen. Das Fehlen einer 20 kDa-Bande unter nicht reduzierenden Bedingungen
unterstutzt die Aussage, daf? sich Dimere nur in unbedeutendem Umfang gebildet haben.

Bei genauer Betrachtung ist in den Spuren 4) und 5) in Teil B) einen ganz schwache Bande in
Hohe der reduzierten Form der beiden HCII-Varianten zu erkennen (durch Qualitatsverluste
beim Drucken mdoglicherweise nicht sichtbar). Sie zeigt, dal anscheinend auch in COS7-
Zellen ein, wenn auch sehr geringer Anteil, an reduzierter Form entstanden ist.
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E.9 Bestimmung der minimalen DTT-Konzentration zur Reduktion der
eingebauten Disulfidbrticke

Zur Ermittlung von Bedingungen, unter denen die neu ins HCII eingefuhrte Disulfidbriicke
vollstandig reduziert wird, wurden konzentrierte und in 1 x Komplexierungspuffer pH 8,0
umgepufferte COS7-Zellkulturiiberstédnde (siehe D.2.5.3) von Wildtyp-HCIl undAGCII
F195C/P52C mit steigenden Mengen an DTT fur 20 Minuten unter Stickstoffatmosphére bei
25°C inkubiert und unter nicht reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE aufgetrennt.

- - reduziertes HCII

- oxidiertes HCII

12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14

Abbildung 56: Western-Blot von HGAIC F195C/P52C (1-7) und Wildtyp-HCII (8-14) nach Reduktion mit
1uM (1 u.8),5uM (2u.9), 10 uM (3 u. 10), 50 uM (4 u. 11), 100 pM (5 u.12), 500 uM (6 u.13) oder 1 mM
(7u.14) DTT

Wie aus Abbildung 56 zu erkennen ist, ist fur eine nahezu vollstiandige Reduktion von
HCIIAC F195C/P52C eine DTT-Konzentration von 500 uM bis 1 mM notwendig. Eine
partielle Reduktion liegt bereits bei 10 uM vor. Das als Kontrolle aufgetragene Wildtyp-HCII
zeigt erwartungsgemal keine Beeinflussung seines Laufverhaltens durch DTT-Behandlung.

E.10 HCIl/Thrombin-Komplexierung in Gegenwart von Heparin oder
Dermatansulfat mit bzw. ohne DTT-Zugabe

Konzentrierte und in 1 x Komplexierungspuffer umgepufferte Zellkulturiiberstande von sechs
verschiedenen HCII-Varianten (Wildtyp-HCII, HQGIC, HCIIAC F195C, HCIAC
F195C/P52C, HCAC F195C/G54C, HCAC F195C/S68C) und Standard-Humanplasma
wurden -wie unter D.2.5.8.1 beschrieben- in der Anwesenheit oder Abwesenheit von 1 mM
DTT mit 10 U/ml Heparin (entspricht 57 pg/ml) oder 300 pg/ml Dermatansulfat mit
humanem Thrombin fiir 20 Minuten inkubiert.

In einem Vorversuch, wurde eine mdgliche Beeintrachtigung der biologischen Aktivitat von
Thrombin, welches aus zwei Uber eine Disulfidbriicke verbundene Ketten besteht, durch DTT
untersucht. Thrombin wurde hierzu in konzentriertem Zellkulturiberstand (pH 8,0) von nicht
transfizierten COS7-Zellen fur bis zu zwei Stunden mit 1 mM DTT bei 25°C vorinkubiert.
Anschlieend wurde es mit Wildtyp-HCIlI und Dermatansulfat -wie unter D.2.5.8.1
beschrieben- komplexiert. Zwischen nicht reduzierten Proben und Proben, die bis zu zwei
Stunden reduziert waren, konnte im Western-Blot kein Unterschied beziglich der Fahigkeit
von Thrombin mit HCIl Komplexe zu bilden erkannt werden (nicht abgebildet). In der
Literatur' gibt es dazu ahnliche Untersuchungen. Eine 30-miniitige Inkubation von Thrombin
mit 1 mM DTT verminderte die Fahigkeit von Thrombin ein kinstliches Substrat zu spalten
um weniger als 10%. Die Fahigkeit Fibrinogen in einem Gerinnungstest zu aktivieren wurde
bei 30-mindtiger Inkubation von Thrombin mit 1 mM DTT allerdings auf ca. ¥ reduziert. Bei
30-sekindiger Inkubation wurde unter diesen Bedingungen keine Inaktivierung von
Thrombin beobachtet.

! Longaset al. 1980
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Sofern Thrombin durch DTT in seiner Funktion beeintrachtigt wird, scheint dies jedoch, wie
der Vorversuch zeigte, keinen signifikanten EinfluR auf seinen Fahigkeit zu haben, mit HCII
Zu reagieren.
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Abbildung 57: Komplexierung von Wildtyp-HCII (1), HQC (2), HCIIAC F195C (3), HCAC F195C/P52C

(4), HCIHIAC F195C/G54C (5), HCNC F195C/S68C (6) und Standard-Humanplasma (7) mit Thrombin in der
Gegenwart von Heparin (10 U/ml) nach Vorbehandlung von HCIl ohne (A) bzw. mit 1 mM DTT (B).

HCII: nicht komplexiertes HCII, HCII-Thr: HCII-Thrombinkomplexe

Abbildung 57 zeigt, da? Wildtyp-HCIl, HGAIC, HCIIAC F195C und HCII aus Standard-
Humanplasma unabhangig vom Vorhandensein von DTT nach Aktivierung durch Heparin
unter Bildung SDS-stabiler Komplexe mit Thrombin reagierten. Die drei HCII-Varianten mit
Disulfidbriicken zeigten ein deutlich unterschiedliches Verhalten. In Abwesenheit von DTT
(Teil A), d.h. bei geschlossener Disulfidbriicke, konnte bei alle drei Varianten trotz optimaler
Konzentration an Heparin keine Komplexbildung mit Thrombin nachgewiesen werden. Nach
Reduktion der Disulfidbriicken mit DTT (Teil B) zeigten alle drei Varianten ein dem Wildtyp
vergleichbares Verhalten. Dies bedeutet, sie wurden durch Heparin in eine Form Uberfuhrt,
die mit hoher Effizienz Komplexe mit Thrombin bildete. Gleiche Ergebnisse wurden fir die
Aktivierung der HCII-Varianten mit Dermatansulfat erzielt (nicht abgebildet).
Die Ergebnisse sind mit einem allosterischen Aktivierungsmechanismus von HCII vereinbar,
nach dem der saure Aminoterminus von HCII durch GAGs von seiner intramolekularen
Wechselwirkung verdrangt wird und Gber eine Interaktion mit Exosite | von Thrombin dessen
Inaktivierung stark beschleunigt wird.
Bei geschlossener Disulfidbriicke blieb der N-Terminus der HCII-Varianten am Kern des
Molekiils fixiert, so dal3 er auch durch Heparin- oder Dermatansulfat nicht freigesetzt werden
konnte. Sofern Thrombin durch die oxidierte Form Uberhaupt inhibiert wurde, geschah dies
trotz Vorhandensein von GAGs nur mit so geringer Effizienz, dall es mit dem hier
durchgefuhrten Test, auch nach 20 minitiger Inkubation, nicht detektierbar war. Erst die
Reduktion der Disulfidbriicke durch DTT ermdglichte die Aktivierung durch GAGs, die dem
Modell nach mit der Freisetzung des Aminoterminus verbunden ist. Zum Vergleich: Die
Reaktion der reduzierten Form von H®O F195C/P52C mit Thrombin in Gegenwart von
Heparin war bereits innerhalb von 75 Sekunden weitgehend abgeschlossen (siehe E.13).
Zwei Beobachtungen verdienen Erwéhnung:
1) Die drei naturlich im HCIlI vorkommenden Cysteine sind, obwohl bei allen bisher unter-
suchten Wildtyp-HClIs aus verschiedenen Spezies konséndeslitativ nicht essentiell
fur die Heparin- oder Dermatansulfat-beschleunigte Hemmung von ThrombinAGICII
zeigt vergleichbares Verhalten wie Wildtyp-HCII. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Veréffentlichung von Churchet al?, nach der eine Alkylierung der natiirlich vor-
kommenden Cysteine durch lodacetamid oder lodacetat keinen EinfluR auf die Heparin-

! Ragg 1986, Westrup & Ragg 1994, Zhangl. 1994, Sheffielcet al. 1994, Colwell & Toleffsen 1998
% Churchet al. 1987
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katalysierte Thrombinhemmung hatte. Ein Austausch der drei Cysteine im HCIl gegen
Serin wurde allerdings bisher noch nicht beschrieben.

2) HCIIAC F195C/S68C (aus verschiedenen Transfektionen) zeigte bei allen durchgefihrten
Experimenten eine geringere Aktivitat nach GAG-Zugabe als die anderen Varianten. Dies
verwundert ein wenig, da die Veréffentlichung von Ragal® zeigte, daR die Mutation
von Ser68 zu Glutamat nur geringfugigen Einflu3 auf die Aktivierung von HCII durch
Heparin hat. Die Dermatansulfat-katalysierte Reaktion wurde davon nicht beeinfluf3t.

E.11 Reoxidation von HCIIAC F195C/P52Cin vitro

Der vorhergehende Versuch hat gezeigt, dal3 die neu hergestellten HCII-Varianten bei
geschlossener Disulfidbriicke in Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat im Thrombin-
Komplexierungstest keine meR3bare Aktivitdt gegeniber Thrombin zeigten. Nach Reduktion
zeigten sie ein Verhalten, welches qualitativ mit dem von Wildtyp-HCIl vergleichbar ist.
Neben der Interpretation, dal} die Freisetzung des sauren Aminoterminus essentiell ist fur die
allosterische Aktivierung von HCIl durch GAGs, lassen sich die erhaltenen Ergebnisse aus
theoretischer Sicht auch noch folgendermalf3en anders deuten.

Bei der kotranslationalen Faltung in endoplasmatischen Retikulum (ER) wurde HCIl durch
die Bildung der neu ins Molekul eingefiigten Disulfidbricke in eine nicht-physiologische
unnaturliche Konformation gezwungen. In diesem Zustand war das Molekul inaktiv und nicht
in der Lage mit Thrombin zu reagieren. Nach Reduktion konnte sich das Molekll wieder in
seine naturliche aktive Konformation zurtckfalten. Obwohl dies aufgrund der bisherigen
VorarbeiteR, die klar dafiir sprechen, daR sich der N-Terminus in der Nachbarschatt der
Helix D befindet, unwahrscheinlich erscheint, ist es theoretisch nicht auszuschlie3en und
wirde zu einer falschen Interpretation der Ergebnisse des vorhergegangenen Experiments
fuhren. Aus diesem Grund wurde die Disulfidbriicke von reduziertemA@CH195C/P52C

aus stabil transfizierten CHO DUKX B1-Zellen (siehe E.4i8)vitro mit Kupfer-(Il)-
Phenanthrolin bzw. oxidiertem Glutathion behandelt (siehe D.2.5.7) und anschlielBend mittels
nicht reduzierender SDS-PAGE und Western-Blot analysiert (siehe D.2.5.9 bis D.2.5.11).

1 2 3 4
Abbildung 58: Reduktion und Reoxidation von rekombinantem MCIF195C/P52Gn vitro
1) Zellkulturiberstand vor der Reduktion; 2): Zellkulturiberstand nach Reduktion und Dialyse; 3) Reoxidation
mit Kupfer-(Il)-Phenanthrolin 0.N. bei RT; 4) Reoxidation mit oxidiertem Glutathion .N. bei RT

Wie in Abbildung 58 zu erkennen ist, kann reduziertes NCIF195C/P52C sowohl mit
Kupfer-(ll)-Phenanthrolin, als auch mit oxidiertem Glutathion reoxidiert werden. Mit Kupfer-
(IN-Phenanthrolin lassen sich ca. 90% der HCII-Variante reoxidieren, mit oxidiertem
Glutathion etwas weniger.

Der Versuch zeigt, dafl3 der saure N-Terminus und der carboxyterminale BereigHetin

D auch im reduzierten, biologisch aktiven HCII-Molekil so nahe zusammenkommen kdnnen,
dal3 sich zwischen ihnen eine Disulfidbriicke bilden kann. Dies spricht stark daftir, dalR es
bezuglich der Lage der Cysteinreste hdchstens geringfiigige Konformationsunterschiede
zwischen der oxidierten und der reduzierten aktiven Form vonAQCH195C/P52C geben

! Ragget al. 1990a
2 Ragget al. 1990 a & b, Ciacciat al. 1997 b, Liaw et al. 1999
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kann, andernfalls wére eine Reoxidation der Cysteinreste zur Disulfidbriicke vermutlich nicht
moglich gewesen. Es erscheint damit unwahrscheinlich, daRABCHLI95C/P520n vivo
durch die Bildung der Disulfidbriicke in eine unnatirliche Faltung gezwangt wurde.

E.12 Reduktion und Alkylierung von HCII-Varianten fir kinetische
Messungen

Fur die nachfolgenden kinetischen Messungen wurden die HCII-Varianten reduziert und
alkyliert, wie unter D.2.5.5 beschrieben. Der Vorteil der Alkylierung freier Cysteinreste lag
darin, dal3 eine Reoxidation zur Disulfidbricke durch gelosten Sauerstoff ausgeschlossen
werden konnte. Zudem konnte eine mdgliche, mit den Vorversuchen nicht erkannbaren
Thrombininaktivierung durch DTT bei den Messungen mit einer Versuchsdauer von bis zu
funf Stunden ausgeschlossen werden.

e e e -
-
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Abbildung 59: nicht reduzierende SDS-PAGE von HCII-Varianten nach Reduktion und Alkylierung (red/alk)
bzw. unbehandelt 1) Wildtyp-HCII, 2) Wildtyp-HCII red/alk, 3) HCII F195C, 4) HCIl F195C red/alk,

5) HCIIAC, 6)HCIIAC red/alk, 7) HCIAC F195C, 8) HCIAC F195C red/alk, 9) HCANC F195C/P52C,

10) HCIIAC F195C/P52C red/alk, 11) Standard-Humanplasma unbehandelt

Abbildung 59 zeigt, dal HCIC F195C/P52C durch Reduktion und Alkylierung
elektrophoretische Laufeigenschaften erhélt, die mit denen von Standard-Humanplasma
Ubereinstimmen, wohingegen unbehandeltes MNCIlI F195C/P52C eine erhohte
elektrophoretische Mobilitat aufweist. Die anderen untersuchten HCII-Varianten zeigen keine
Unterschiede, unabhangig von Reduktion und Alkylierung.

E.13 Kinetik der HCIl/Thrombin-Komplexbildung in Abhangigkeit von
der Behandlung mit DTT und lodacetamid in Anwesenheit von GAGs

Reduzierte und alkylierte bzw. unbehandelte Zellkulturiberstdnde aus der Transfektion von
COS7-Zellen wurden auf eine einheitliche HCII-Konzentration von 0,68 pg/ml eingestellt
und -wie unter D.2.5.8.2.1 beschrieben- in der Anwesenheit von 10 U/ml Heparin (entspr. 57
pg/ml) oder 1 mg/ml Dermatansulfat mit Humanthrombin bei einem molaren
Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 2:1 inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben
entnommen und der prozentuale Anteil an komplexiertem HCII nach Western-Blot
densitometrisch bestimmt. Der Versuch wurde jeweils zweimal durchgefiihrt, und dfe ECL
Hyperfilme bei der Chemilumineszenz-Immundetektion jeweils 60, 90 bzw. 120 Sekunden
belichtet.

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen und Abbildungen dargestellt. Angegeben
ist jeweils der densitometrisch bestimmte Anteil der HCII-Thrombinkomplexe am gesamten
HCII (bestehend aus freiem HCII und HCII, welches mit Thrombin komplexiert ist).
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Abbildung 60: Zeitabh&ngige Komplexierung von reduzierten und alkylierten (1-5) bzw. unbehandelten (6-10)
COS7-Zellkulturiberstanden von Wildtyp-HCIl und HE®O F195C/P52C. Aliquots der Reaktionsansatze
wurden vor Thrombinzugabe (1 und 6), bzw. 15 Sekunden (2 @) Bekunden (3 und 8), 75 Sekunden

(4 und 9) und 3 Minuten (5 und 10) nach Thrombinzugabe entnommen.

HCIl-Variante Heparin [10 U/ml = 57 pg/ml] Dermatansulfat [1000 pg/ml]
Osec| 15se¢ 30sgc 75sec 3mpin 0O0s$ec 19sec 30sec [5sec |3 min
Wildtyp-HCII 0% |22,8% 31,3%|39,3%| 47% | 0% | 23,5 % 35,3 %| 46,6% | 55,2%
s:#5,1| s:1£3,4| s:25,9 | s:46,9 s:£3,6 | s:1x0,5| s:£2,7 | s:+3,9
Wildtyp-HCII 0% |11,3% 21,5%]|27,2%|29,3%] 0% | 11,2 9% 22,7 %| 31,0 %| 32,2 %
reduziert u. alkyliert s:#1,9| s:#4,0| s:#3,1| s:+3,5 s:+1,9| s:#1,4| s:20,6 | s:+1,8
HCII F195C 0% | 145%24,0%|31,7%|322%] 0% | 7,5%|17,3 %| 27,3 %| 27,3 %
s:#5,4| s:ix1,4| s:#1,8| s:+3,5 s:+1,5|s:+1,8| s:+1,4| s:+1,8
HCII F195C 0% | 17,8 9% 23,8 %| 36,0 %| 36,7 %] 0% | 6,7 %| 17,7 %| 26,8 %| 32,3 U
reduziert u. alkyliert s:#1,3| s:+1,8| s:#6,6 | s:+3,3 s+15| si#2,1| s:#1,0| s:£2,9
HCIIAC 0% | 15,7 % 25,5 %] 31,5 %| 35,7%| 0% | 11,3% 21,0 %|27,7%| 32,0
S:+2,6| s:x2,9| s:#4,3 | s:+4,3 S:+1,6| s:#1,7| s:2,9| s:+2,0
HCIIAC 0% | 53%(17,2%|27,8%|27,0%] 0% | 4,8%]|12,2%| 24,2 %| 28,2 %
reduziert u. alkyliert si¥4,7| s:+2,4| s:#0,8| s:+1,3 sit4,4| s:+3,2| si#1,5| s:45,7
HCIIAC F195C 0% |17,0% 26,0 %|33,2%|39,8%] 0% | 1,2%]| 5,2% |15,3 %| 26,2 %
s:+2,3| s:+1,1| s:#1,8| s:+0,8 s:+#0,5| s:#2,2 | s:+#5,1| s:45,8
HCIIAC F195C 0% | 58%|15,7%|23,8%|28,0%}] 0% | 0,5%| 25% | 9,3% | 20,5 %
reduziert u. alkyliert s+2,4| s:+x2,0| s:+1,5| si+1,5 s:+0,5| s:1,0| s:i¥2,1| s:1+1,8
HCIAC F195C/P52¢ 0 % n. n. n. n. n. n. n. n 0% n. n. n. n. n. n. n.|n.
HCIIAC F195C/P52¢ 0% | 10,8 % 21,3 %| 32,3 %|36,5%] 0% | 0,7 %| 7,0 % | 18,7 %| 22,5 %
reduziert u. alkyliert s:+3,9| s:+2,3| si+5,1| si+5,7 s:+0,5| s:2,3| si¥2,6 | s:i+3,1

Tabelle 28: Prozentualer Anteil der HCII-Thrombinkomplexe und Standardabweichung (s) der erhaltenen Werte
bei der zeitabhé&ngigen Komplexierung von reduzierten und alkylierten bzw. unbehandelten COS7-Zellkultur-
Uberstédnden mit Humanthrombin. n.n.: nicht nachweisbar
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A) Komplexierung mit Heparin B) Komplexierung mit Dermatansulfat
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Abbildung 61: Zeitabhangige Komplexierung von reduzierten und alkylierten bzw. unbehandelten HCII-
Varianten mit 10 U/ml Heparin (A) oder 1 mg/ml Dermatansulfat (B). (graphische Darstellung der Werte in
Tabelle 28)

Die durchgefuhrten Versuche bestétigten die bereits im Abschnitt E.10 erhaltenen Ergebnisse.
HCIIAC F195C/P52C zeigte in seiner oxidierten Form auch in Anwesenheit von GAGs keine
erkennbare Reaktion mit Thrombin. Das Offnen der Disulfidbriicke durch Reduktion und
Alkylierung tberfiihrte die HCII-Variante in einen Zustand, der Thrombin in der Anwesenheit
von Heparin oder Dermatansulfat effektiv komplexierte. Dies steht in Ubereinstimmung mit
der Vorstellung, dal eine Positionsanderung des N-Terminus gegeniber dem Kern des
Molekils ein wichtiger Bestandteil der Aktivierung von HCIl durch GAGs ist. Die anderen
HCIlI-Varianten reagierten weitgehend unabhangig vom Reduktion und Alkylierung mit
Thrombin.

Bei allen HCIlI-Varianten aulRer HCIl F195C war zu erkennen, dal3 die reduzierte und
alkylierte Form des Inhibitors langsamer mit Thrombin reagierte, als die unbehandelte. Da
dieser Effekt auch bei der Cystein-freien Variante ACIkzu erkennen war, muf3 von einer,
auch in der Literatur beschriebehennspezifischen Alkylierung anderer Aminosaurereste
wie Methionin, Histidin und Lysin ausgegangen werden, die HCII partiell geschadigt hat.
(Beachte: Histidin- und Lysinreste sind fur die Bindung von GAGs an die GAG-Bindestelle
von Bedeutung) Die Reduktion, Alkylierung und Umpufferung der Varianten HCIl F195C
mit Hilfe von Mikrokonzentratoren, ebenso wie die kinetischen Messungen wurden zu einem
spateren Zeitpunkt durchgefiihrt, als die Experimente mit den anderen HCII-Varianten,
welche parallel reduziert, alkyliert, umgepuffert sowie quantitativ untersucht wurden. Der
Grund dafur, daf} die reduzierte und alkylierte Form von HCIl F195C keine Verlangsamung
der Reaktion mit Thrombin zeigte, konnte jedoch auch lediglich eine Folge der Ungenauigkeit
der verwendeten Methode sein (siehe hierzu F.7.4).

! Lundell & Schreitmiiller 1999
2 Ragget al. 1990 a & b, Whinnat al. 1991, Liawet al. 1999
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Interessante Unterschiede sind beim Vergleich der Heparin- und Dermatansulfat-katalysierten
Reaktion zu beobachten. (Sofern mdglich wird hierbei aus oben genannten Grinden starkere
Wichtung auf die nicht-alkylierte Form der Inhibitoren gelegt.) Wie aus Abbildung 61 und
Tabelle 29 zu erkennen ist, verlief die Heparin-katalysierte Reaktion bei allen untersuchten
Varianten mit Ausnahme von HQIC F195C/P52C mit geschlossener Disulfidbriicke in etwa
vergleichbar. Deutliche Unterschiede waren jedoch bei der Dermatansulfat-katalysierten
Reaktion zu erkennen. Wildtyp-HCII reagierte in Gegenwart von Dermatansulfat schneller
mit Thrombin als in Gegenwart von Heparin, ein Fakt der auch in der Literatur beschrieben
wird. Alle anderen HCII-Varianten hingegen reagierten in Gegenwart von Dermatansulfat
langsamer als in Gegenwart von Heparin, teilweise mit erheblichen Abweichungen, obwohl
fur beide Reaktionen gleiches Ausgangsmaterial verwendet wurde.

parin-

HCII Variante Abweichung der Dermatansulfat-katalysierten Komplexierung gegeniiber der Hej
katalysierten Komplexierung

0 sec 15 sec 30 sec 75 sec 3 min
Wildtyp-HCII 0% +3% +13% +19% +17%
Wildtyp-HCII 0% -1% +6 % +14 % +10 %
reduziert u. alkyliert
HCII F195C 0% -48 % -28% -14% -15%
HCII F195C 0% -62 % -26% -26 % -12%
reduziert u. alkyliert
HCIIAC 0% -28% -18% -12 % -10%
HCIIAC 0% -9% -29% -13% +4%
reduziert u. alkyliert
HCIIAC F195C 0% -93 % -80% -54 % -34%
HCIIAC F195C 0% -91% -84 % -61% -27%
reduziert u. alkyliert
HCIIAC F195C/P52¢ 0% 0 % 0% 0% 0%
HCIIAC F195C/P52¢ 0% -94 % -67 % -42 % -38%

reduziert u. alkyliert

Tabelle 29: Prozentuale Abweichung der entstandenen Mengen an HCII-Thrombin-Komplexen zwischen der
Dermatansulfat-katalysierten Reaktion im Vergleich zur Heparin-katalysierten Reaktion. Die aussagekraftigsten
Messwerte sind jeweils die ersten beiden Messungen bei 15 Sekunden und 30 Sekunden. Bei spateren Messzeit-
punkten flachen die Kurven z.T. merklich ab (siehe Abbildung 61).

HCIIAC zeigte bereits gegenuber Wildtyp-HCII eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit bei
der Dermatansulfat-katalysierten Reaktion verglichen mit der Heparin-katalysierten Reaktion.
Moglicherweise bewirkte der Einbau der starker polaren Serine gegentber Cystein bereits
einen geringen Einfluld auf die Aktivierung durch Dermatansulfat. Bedingt durch die
Ungenauigkeit der verwendeten Methode (siehe dazu spater) bedarf diese Annahme jedoch
genauerer Untersuchung.
Sehr viel deutlicher wird die Verlangsamung der Dermatansulfat-katalysierten Reaktion bei
HCIAC F195C. Diese HCII-Variante unterscheidet sich von HWCIinur durch den
Austausch von Phel95 gegen Cystein. Die Messwerte legen die Vermutung nahe, daf der
Austausch von Phel95 einen stark negativen Einflul3 auf die Aktivierung von HCII durch
Dermatansulfat hatte. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dal3 die GAG-Bindestellen
fur Heparin und Dermatansulfat nur partiell Gberlappen, und dal3 die Dermatansulfat-

Tollefsenet al. 1983, Pratet al. 1989,
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Bindestelle sich naher am Carboxyende der GAG-Bindestelle béfifideerscheint denkbar,

dal3 der voluminése Phenylalaninrest eine wichtige Funktion fir die Dermatansulfat-
katalysierte Aktivierung von HCIl hat, und dal3 diese Funktion nur unzureichend durch
Cystein ersetzt werden kann. Gleiches gilt fur ACIIF195C/P52C, das in der reduzierten
Form dasselbe Verhalten zeigte (siehe auch Abbildung 60).

Bekraftigt wird die Vermutung, daf? Phel95 eine Funktion bei der Dermatansulfat-
katalysierten Hemmung von Thrombin durch HCII hat, durch die HCII-Variante HCII F195C,
bei der gegentber dem Wildtyp nur Phel95 gegen Cystein ausgetauscht ist. Auch diese
Variante zeigte eine verminderte Aktivitat in Gegenwart von Dermatansulfat.

In der Literatur werden unterschiedliche optimale Konzentrationen fur die Dermatansulfat-
vermittelte HCII-Aktivierung angegeb@(250 bis 1000 pg/ml). In Vorversuchen mit HED

F195C hatte sich eine Dermatansulfat-Konzentration von 1000 pg/ml als die effektivste
erwiesen. Die Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart von Dermatansulfat
verglichen mit Heparin wurde fur HQIC F195C und HCAC F195C/P52C jedoch auch bei
einer Konzentration von 300 pg/ml Dermatansulfat beobachtet (Ergebnisse nicht dargestellt).
Die erhaltenen Messwerte zeigten teilweise recht grol3e Abweichungen, wie anhand der
Standardabweichung zu erkennen ist. Um vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurden die
ECL®-Hyperfilme jeweils gleich lange belichtet. Unterschiede gab es aber zwangslaufig bei
der Entwicklungsdauer. Die Filme wurden so lange im Entwicklerbad gelassen bis
Komplexbanden erkennbar waren. Standardisierte Entwicklungszeiten hatten sich als
ungeeignet erwiesen, da die Blottingeffizienz nicht konstant und gleichmalfiig genug war.
Langeres Entwickeln bedingte allerdings, dal3 schwachere Banden im Verhéltnis starker an
Intensitat gewannen als starke Banden, bei denen der dariberliegende Film bereits nach
kiUrzerer Zeit vollstandig entwickelt war.

Der Effekt der Mutation F195C war jedoch so deutlich, dafd er trotz der Ungenauigkeit der
Methode gesichert erscheint. Eine mdgliche Beeinflussung der Dermatansulfat-katalysierten
Reaktion von HCIAC durch den Austausch der drei natirlich vorkommenden Cysteine gegen
Serine konnte jedoch nicht sicher gezeigt werden. Hierfir muRte entweder eine deutlich
hohere Zahl an Einzelversuchen durchgefuhrt werden, oder/und Geschwindigkeitskonstanten
2. Ordnung bestimmt werden.

Die oxidierte Form von HCNC F195C/P52C mit geschlossener Disulfidbriicke wurde auch

in der Anwesenheit von Heparin und Dermatansulfat mit Thrombin inkubiert und Proben
nach 0, 30, 60, 120 und 180 Minuten entnommen. Nach 20-miniitiger Belichtung d&s ECL
Hyperfilm konnten sehr schwache HCII-Thrombin-Komplexbanden schon in den 30 bzw. 60
Minuten inkubierten Proben entdeckt werden (nicht dargestellt). Die Banden wurden aber mit
zunehmender Inkubationsdauer immer schwacher. Da die Banden insgesamt extrem schwach
waren, ist zu vermuten, dal’ hier der im Zellkulturiiberstand enthaltene sehr geringe Anteil
von reduziertem HCNC F195C/P52C (siehe E.8) durch die GAGs aktiviert wurde und sehr
schnell mit Thrombin reagierte. AnschlieRend wurden der Komplex mdglicherweise durch
freies Thrombin langsam wieder abgebaut.

Denkbar ist zusatzlich, daR Heparin durch Brickenbildung (siehe B.5.2) einen ternaren
Komplex zwischen dem oxidieren HAIC F195C/P52C und Thrombin erzeugt hat, der mit
sehr geringer Effizienz zur Bildung von HCII-Thrombinkomplexen fuhrte. Dieser
Mechanismus ist im beschriebenen Experiment auch fir die Dermatansulfat-katalysierte
Reaktion denkbar, da die Heparin-Verunreinigungen im Dermatansulfat nicht durch
Natriumnitrit-Behandlung entfernt worden waren.

'Blinderet al. 1989, Raget al. 1990 b
Tollefsenet al. 1983, Pratet al. 1989
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E.14 Kinetik der HCII/Thrombin-Komplexbildung in Abhéangigkeit von
der Behandlung mit DTT und lodacetamid in Abwesenheit von GAGs

Reduzierte und alkylierte bzw. unbehandelte Zellkulturiberstdnde aus der Transfektion von
COS7-Zellen mit Wildtyp-HCII, HCIAC, HCIIAC F195C und HCHC F195C/P52C wurden

auf eine einheitliche HCII-Konzentration von 0,68 pg/ml eingestellt und -wie unter
D.2.5.8.2.2 beschrieben- in der Abwesenheit von GAGs mit Humanthrombin bei einem
molaren Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 2:1 inkubiert. Vor Thrombinzugabe, bzw. 30, 60,
120 und 180 Minuten nach Zugabe wurden Proben entnommen und mittels Western-Blot
ausgewertet.

Sowohl fur die reduzierte und alkylierte, als auch fur die unbehandelte Form vonCHCII
F195C/P52C wurde der Versuch bei gleicher HCII-Konzentration, aber mit einem molaren
Verhéltnis von Inhibitor zu Protease von 1:2 wiederholt.

Abbildung 62 zeigt vergleichend die Ergebnisse fur reduziertes und alkyliertes bzw.
unbehandeltes Wildtyp-HCII bei einem Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 2:1, sowie fir
reduziertes und alkyliertes bzw. unbehandeltes (oxidiertes)ANMCH195C/P52C bei einem
Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 1:2. Die HCII-Konzentration ist dabei in beiden
Teilversuchen identisch, lediglich das HCIl/Thrombin-Verhaltnis ist variabel.

A Wildtyp-HCII B HCIIAC F195C/P52C
oxidiert ' reduziert u. alkyliert oxidiert

reduziert und alkyliert

|

|
#

{
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- HCII-Thr
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Abbildung 62: Komplexierung von A) Wildtyp-HCII (molares Inhibitor/Protease-Verhaltnis 2:1) und B)

HCIIAC F195C/P52C (molares Inhibitor/Protease-Verhéltnis 1:2) mit Humanthrombin in der Abwesenheit von
GAGs. Das Material wurde unbehandelt (oxidiert) bzw. reduziert und alkyliert in die Reaktion eingesetzt und
Aliquots der Reaktion vor Thrombinzugabe (0) bzw. nach den, unter dem Bild angegebenen Zeiten (in Minuten)
entnommen und per SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

K: Kontroll-Komplexierung zwischen reduziertem und alkyliertem HCII und Thrombin unter Zugabe von

10 U/ml Heparin fur 75 Sekunden. HCII: nicht komplexiertes HCII, HCII-Thr: HCII-Thrombinkomplexe

Bei einem molaren Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 2:1 konnten nur bei der unbehandelten,
oxidierten Form von HCNC F195C/P52C nach 20-miniitiger Belichtung des &CL
Hyperfilms keine HCII-Thrombin-Komplexe detektiert werden (nicht abgebildet). Bei allen
anderen HCII-Varianten, einschlie3lich der reduzierten und alkylierten Form vorAEICII
F195C/P52C konnten unter diesen Bedingungen HCII-Thrombin-Komplexe nachgewiesen
werden, jedoch mit deutlichen Intensitatsunterschieden. Die deutlichsten Komplexbanden
entstanden bei Wildtyp-HCIl (siehe Abbildung 62 A) und der unbehandelten Form von
HCIIAC, die schwachsten bei HGAIC F195C und der reduzierten und alkylierten Form von
HCIIAC F195C/P52C. Insgesamt gilt auch hier wieder, mit Ausnahme vonAB8CII
F195C/P52C, dal} die unbehandelten Formen der HCII-Varianten HCII starker mit Thrombin
reagierten, als die reduzierten und alkylierten. Von der Versuchsreihe mit einem molaren
Inhibitor/Protease-Verhaltnis von 2:1 ist exemplarisch lediglich die Reaktion von Wildtyp-
HCII mit Thrombin dargestellt (Abbildung 62 Teil A).
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Zur weiteren Untersuchung der Reaktion zwischen WCIIF195C/P52C und Thrombin
wurde das Inhibitor/Protease-Verhaltnis auf 1:2 geandert und def-B@erfilm fiir bis zu

35 Minuten belichtet. Die HCII-Konzentration blieb dabei unverandert, lediglich das
HCIl/Thrombin-Verhéltnis wurde verandert.

Obwohl die reduzierten und alkylierten HCII-Varianten generell langsamer mit Thrombin
reagierten, sind bei unbehandeltem oxidiertem KCIIF195C/P52C mit fixiertem N-
Terminus (Abbildung 62 B linker Teil) nur minimale Mengen an HCII-Thrombinkomplexen
entstanden, die nur durch eine sehr lange Belichtungsdauer sichtbar gemacht werden konnten.
Die reduzierte und alkylierte Form von HECQ F195C/P52C hingegen bildet in Abwesenheit
von GAGs sehr viel mehr HCII-Thrombinkomplexe als die oxidierte Form (Abbildung 62 B
rechter Teil).

Wie bereits dargestellt, entstand bei der Produktion von rekombinanten HCII-Varianten mit
neu eingefugter Disulfidbriicke immer ein, wenn auch sehr geringer Anteil von Molekulen mit
gedffneter Disulfidbricke (siehe E.4.3, E.6.2 und E.8.). Die extrem geringe Menge an HCII-
Thrombin-Komplexen im Versuch mit der oxidierten Form von KACIIF195C/P52C laft
Zweifel aufkommen, ob die oxidierte Form u(berhaupt in der Lage ist, Thrombin zu
inhibieren, oder ob die detektierten Komplexe lediglich als Folge der Kontamination mit der
reduzierten Form gebildet wurden. Der Versuch zeigte jedoch, dall die Reduktion und
Alkylierung von HCIAC F195C/P52C zumindest zu einer deutlichen Steigerung der
Reaktion mit Thrombin fihrte. Es erscheit denkbar, dal3 dies sogar erst durch die Reduktion
der Disulfidbriicke méglich wurde.

E.15 Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung

Die bisher durchgefiihrten Versuche haben qualitative, bzw. semiquantitative Aussagen uber
den postulierten Aktivierungsmechanismus von HCII durch GAGs geliefert. Um quantitative
Aussagen zu erhalten, wurden Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung fur die reduzierten
und alkylierten bzw. unbehandelten Formen von Wildtyp-HCIl und ACIF195C/P52C in
Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat bzw. ohne GAG-Zugabe -wie unter D.2.5.14
beschrieben- bestimmt. Das Material stammte aus stabil transfizierten CHO BWHXEllen

und wurde mittels eines NaCl-Stufengradienten partiell auf einer Heparin-Sepharose-Saule
aufgereinigt (siehe E.6.2). Fur die Messungen wurde das Material der 300 mM NacCl-Stufe
verwendet.

Tabelle 30 auf der nachsten Seite zeigt die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten
2. Ordnung als Mittelwert der durchgefiihrten Messungen unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen. Die Daten zeigen, dal3 sowohl Heparin, als auch Heparin-freies
Dermatansulfat die Reaktionsgeschwindigkeit von unbehandeltem Wildtyp-HCII von 1,3 X
10° x Mol x mint in Abwesenheit von GAGs auf 2,8 x*19zw. 2,7 x 1&x Mol™ x min™
steigerten, was einer Erhdhung der Reaktionsrate um einen Faktor von 2154 bzw. 2077
entsprach. Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten lagen damit, obwohl das Material nur
partiell aufgereinigt wurde und die Konzentrationsbestimmung tber den relativ ungenauen
ELISA erfolgte, im Bereich der Werte, die in der Literatur fur gereinigtes Plasma-HCIl bzw.
HCIl aus BHK-Zellen verbdffentlicht sirfd Die Werte fiir die Basisaktivitit (ohne GAG-
Zugabe) liegen je nach Versffentlichdrgwischen 2,6 x 0und 5,0 x 18x Mol™ x min™.

Fir die Heparin-beschleunigte Reaktion liegen die Literaturwerte zwischen 6’3urd.6,9

x 10, fiir die Dermatansulfat-beschleunigte Reaktion liegen sie zwischen 63md@,2 x

10°x Mol™ x min™. Zu den verdffentlichten Werten muR jedoch noch angemerkt werden, daR

! Tollefsenet al. 1982, Tollefseret al. 1983, Pratet al. 1989, Haret al. 1997, Liawet al. 1999
2 Tollefsen et al .1983, Pratt al. 1989, Blinder & Tollefsen 1990, Derechém al. 1990, Ciacciat al. 1997 b,
Hanet al. 1997, Liaw et al 1999, Hayakaw#al. 2000 a
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HCII jeweils unterschiedlich aufgereinigt wurde, mit unterschiedlichen Konzentrationen an
GAGs gearbeitet wurde, die Reaktionstemperatur nicht einheitlich war (RT, 22°C oder 25°C)
und dald die photometrische Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten HCIl mit drei
unterschiedlichen molaren Extinktionskoeffizienten erfolgte 9,593, 0,91 oder 1,1 [ml X

mg™ x cmi']).

HCIl-Variante ohne GAGs [ohne GAGs Heparin Dermatansulfaj Dermatansulfat
ohne BSA 100 pg/ml BSA [10 U/ ml] heparinfrei unbehandelt
(=57 pg/ml)  [[1mg/ml] [1 mg/ml]
Wildtyp-HCII n=8, t=25min | n=8, t=25min | n=9, t=5sec n=10, t=5sec |n=5, t=5sec
k=1,3x10 |[k=4,6x10 [k=2,8x10 [k=2,7x10 [k=2,2x 16
s:+0,4x10 [s:#0,4x10 |s:+03x16 |s:+0,3x10 |s:+0,3x16
Wildtyp-HCII n=8, t=25min | n=8, t=25min | n=9, t=5sec n=10, t=5sec, |n=4, t=5sec
reduziert & alkyliert |k,=1,4x 10  |k,=6,1x10 |k,=3,3x10 |k,=2,9x1¢ |k,=2,9 x 1¢
s:+0,3x10 [s:#03x10 |s:+0,4x16¢ |s:+0,3x10 |s:+0,2x10
HCIIAC F195C/P52C| n=4, t=180min [ n=10, t=5Std |n=10, t=5Std | n=10, t=5Std,
ko=n.n. ko=n.n. ko=n.n. ko=n.n.
HCIIAC F195C/P52C| n= 6, t=180min| n=10, t=5Std | n=9, t=5sec n=10, t=15sec | n=8, t=15sec
reduziert & alkyliert | k,=n.n. k;=2,0x10 [k,=8,8x10 |k,=7,4x10 |k,=9,0 x 16
s:+02x10 [s:+1,3x10 |[s:+1,4x10 |s:+4,1x16

Tabelle 30: ermittelte Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung fir reduziertes und alkyliertes bzw. unbehandel-
tes Wildtyp-HCIl und HCIAC F195C/P52C. Rot dargestellt ist jeweils die ermittelte Geschwindigkeitskonstante
2. Ordnung (K. Einheit der Geschwindigkeitskonstanten® Mmin™;

n: Anzahl Parallelmessungen, s: Standardabweichung, t: Komplexierungsdauer, n.n.: nicht nachweisbar.

Die Reduktion und Alkylierung zeigte bei Wildtyp-HCIl keinen erkennbaren negativen
Effekt, ungleich zu den Ergebnissen in Abschnitt E.13. Der Grund hierfur kénnte darin liegen,
daf’ das hier verwendete Material nach der Alkylierung erst dialysiert und anschlie3end Uber
eine FPLC-Heparin-Sepharose-Saule partiell gereinigt wurde, wohingegen das Material in
Abschnitt E.13 mittels Mikrokonzentratoren umgepuffert wurde.

Ein deutlich unterschiedliches Bild ergibt sich bei H@I F195C/P52C. Mit der
unbehandelten oxidierten Form konnte in allen durchgefiihrten Versuchen, sowohl mit, als
auch ohne GAGs, keine Inhibierung der Thrombinaktivitat festgestellt werden, trotz
Reaktionszeiten von bis zu funf Stunden. Die Reduktion und Alkylierung vonABCII
F195C/P52C versetzte die HCII-Variante in die Lage, Thrombin nach Aktivierung durch
GAGs effektiv zu hemmen mit Geschwindigkeitskonstanten von 8,8 fiit@lie Heparin-
katalysierte Reaktion und 7,4 x ®1@ Mol™® x min™ fir die Dermatansulfat-katalysierte
Reaktion. Die Dermatansulfat-beschleunigte Reaktion der reduzierten und alkylierten Form
von HCIIAC F195C/P52C war gegenuber der reduzierten und alkylierten Form von Wildtyp-
HCII allerdings um den Faktor 39 langsamer, die Heparin-beschleunigte Reaktion um den
Faktor 3,8. Fur die Dermatansulfat-katalysierte Reaktion wurde unter E.13 bereits gezeigt,
daf sich der Austausch von Phel95 gegen Cystein negativ auf die reaktionsbeschleunigende
Wirkung durch Dermatansulfat auswirkte. Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten
unterstitzen dieses Ergebnis.

Die Ergebnisse bestatigen somit die bereits unter E.10 und E.13 gezeigte Tatsache, dal3 die
kovalente Fixierung des N-Terminus am Kern des Molekiils die Aktivierung von HCII durch
Heparin oder Dermatansulfat verhinderte, die Reduktion der Disulfidbricke dies wieder
ermdglichte.

Eine Faktor fur die beschleunigende Wirkung von Heparin und Dermatansulfat auf die
Reaktion zwischen reduziertem und alkyliertem ECIIF195C/P52C und Thrombin laf3t

sich nur grob abschatzen, da es ohne BSA-Zugabe nicht gelungen war, eine
Geschwindigkeitskonstante fiir die Reaktion in Abwesenheit von GAGs zu ermitteln. Nimmt
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man fur die reduzierte und alkylierte Form von H@I F195C/P52C die gleiche
Basisaktivitat in der Abwesenheit von GAGs an, wie fur die reduzierte und alkylierte Form
von pWTBIl (1,4 x 18 x Mol x min?), so ergeben sich als minimale Beschleunigungs-
faktoren 629 fur die Heparin-katalysierte Reaktion und 53 fur die Dermatansulfat-katalysierte
Reaktion. Die tatsachliche Aktivitat von reduziertem und alkyliertem MCKF195C/P52C in

der Abwesenheit von GAGs mul3 jedoch deutlich niedriger liegen, da sich experimentell keine
Geschwindigkeitskonstante bestimmen lie3. Die Erhéhung der Reaktionsrate durch die beiden
GAGs mul3 damit ebenfalls deutlich grofl3er sein.

Der Vergleich mit der erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten von 2,6 x M0l x min™

fur die Reaktion von reduziertem und alkyliertem H@IF195C/P52C in Abwesenheit von
GAGs unter Zugabe von BSA zum Reaktionsansatz ist wissenschatftlich nicht zulassig, da ein
BSA-haltiger Reaktionsansatz mit BSA-freien Ansatzen verglichen wirde. Nimmt man
diesen Wert als groben Anhaltspunkt fur die mdgliche Basisaktivitat von AGCII
F195C/P52C in Abwesenheit von GAGs, so wirden die oben geschatzten minimalen
Steigerungen der Reaktionsraten durch Heparin bzw. Dermatansulfat jeweils um den Faktor 7
grofer.

Fur die reduzierte und alkylierte Form von HE&O F195C/P52C konnte ohne BSA im
Reaktionspuffer, wie bereits erwahnt, keine Reaktion mit Thrombin in Abwesenheit von
GAGs nachgewiesen werden, ihr Vorhandensein war jedoch bereits in Abschnitt E.14 gezeigt
worden. Der Grund hierfur lag darin, daf? die Thrombinaktivitat in der ansonsten proteinfreien
Losung zur Aktivitatsmessung in Abwesenheit von HCIl bei den verwendeten langen
Inkubationszeiten schneller abnahm, als in den proteinhaltigen, nur partiell gereinigten HCII-
haltigen Losungen. Die Zugabe von 100 pg/ml BSA als "Schutzprotein” zum Reaktionsansatz
stabilisierte die Thrombinaktivitat. Fir Wildtyp-HCII steigerte sich die Basisaktivitat unter
diesen Bedingungen allerdings um einen Faktor von bis zu 4,4. Dies Uberrascht, da in
Literaturverdffentlichungen z.T. auch mit BSA-Zugabe gearbeitet Wurdlene daR die
Aktivitat von HCIlI in der Abwesenheit von GAGs, dal3 in diesem Fall allerdings in
Insektenzellen produziert wurde, auf Werte tiber 13<1®ol™ x min™ anstieg. Die Ursache
hierfir kdonnte in mangelnder Reinheit des verwendeten BSA, oder der nur partiellen
Reinigung von HCII liegen. Die fur reduziertes und alkyliertes WCIIF195C/P52C mit
BSA-Zugabe erhaltene Basisaktivitat in Abwesenheit von GAGs von 2,0 x Mol x

min® ist daher unter Vorbehalt zu betrachten. Moglicherweise ist sie ebenfalls durch BSA-
Zugabe erhdht worden.

Bei der Reaktion von Wildtyp-HCIlI machte es nur einen geringen Unterschied, ob Heparin-
freies Dermatansulfat verwendet wurde, oder unbehandeltes Dermatansulfat, welches noch
Heparin-Verunreinigungen entHilDie Reaktion von reduziertem und alkyliertem H(3I
F195C/P52C wurde bei Verwendung von unbehandeltem Dermatansulfat um ca. 20 %
schneller. Sofern es sich hierbei nicht um MelRungenauigkeiten der verwendeten Methode
handelte, kann der Effekt bei HGI F195C/P52C mit der verminderten
Reaktionsgeschwindigkeit bei der Dermatansulfat-katalysierten Reaktion erklart werden, die
durch Spuren von Heparin in der Dermatansulfat-Losung starker beschleunigt wurde.

Die Ungenauigkeit der Mel3methode laRt sich anhand der errechneten Standardabweichungen
der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung abschétzen. Die meisten Standardabweichungen
liegen unter 15% der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten, jedoch sind auch einige
deutlich groR3ere Standardabweichungen zu beobachten.

! Ciacciaet al. 1997 a
2 Teienet al. 1976
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F Diskussion

Die Diskussion der vorliegenden Arbeit gliedert sich in folgende Abschnitte:

1) Theoretische Vortberlegungen zur Konstruktion einer Disulfidbriicke

2) Dreidimensionale Modellierungen von HCII

3) Genetische Arbeiten zur Erzeugung und Charakterisierung von rekombinanten HCII-
Varianten

4) Produktion von rekombinanten HCII-Varianten in tierischen Zellinien

5) Partielle Reinigung von HCII-Varianten

6) Strukturelle Charakterisierung von HCII-Varianten

7) Funktionelle Charakterisierung von HCII-Varianten

8) Resumé

9) Ausblick

F.1 Theoretische Voruberlegungen zur Konstruktion einer Disulfidbricke

Ziel der Arbeit war es (siehe Teil C), den postulierten AktivierungsmechartisroosHCI!

durch Heparin oder Dermatansulfat (siehe B.5.2) weiter zu charakterisieren. Dazu sollte der
saure N-Terminus uber eine Disulfidbricke kovalent am Kern des Molekiils fixiert werden.
Bei geschlossener Disulfidbriicke dirfte dem Modell nach kein, oder nur ein geringer
reaktionsbeschleunigender Effekt durch die beiden GAGs auftreten. Die Reduktion der
Disulfidbriicke sollte die Aktivierbarkeit von HCII durch die beiden GAGs wieder herstellen.

Die zum Start der Arbeit vorliegenden Erkenntnisse Uber den postulierten
Aktivierungsmechanismus waren tberwiegend durch Einfuhrung von Punktmutationen und
Deletionen im HCII oder seinem Reaktionsparter Thrombin erhalten worden und bestatigten
den Mechanismus nur indirekt. Sie legten jedoch nahe, daf3 die beiden sauren Blocke im N-
Terminus von HCII, oder zumindest Teile von ihnen, mit der basischen, GAG-bindenden
Helix D in der Abwesenheit von GAGs interagieren. Indirekte Hinweise lie3en vermuten, dal3
der N-Terminus und die—Helix D dabei antiparallel zueinander angeordnet sein kdnnten.
Ferner wurde angenommen, daf3 der zweite weiter carboxyterminal gelegene saure Block im
N-Terminus von HCII mit der Heparin-Bindestelle im HCII interadiefudem war gezeigt
worden, dald3 der saure N-Terminus von HCII und Exosite | von Thrombin nach HCII-
Aktivierung durch GAGs miteinander interagieteum Modell der allosterischen HCII-
Aktivierung siehe B.5.2.).

Ausgehend von diesen Vorgaben schien es sinnvoll, den N-Terminus mit der GAG-bindenden
o-Helix D oder ihrer unmittelbaren Nachbarschaft zu verkntupfen. Da HCII bislang noch nicht
rontgenkristallographisch charakterisiert ist, war es nicht mdglich wie in einigen anderen
Arbeiten, die zur Konstruktion neuer Disulfidbricken auf Réntgenstrukturdaten zuriickgreifen
konnten, Aminosauren fur den Einbau zweier neuer Cysteinreste auszuwéhlen, von denen
bekannt ist, dal3 sie in unmittelbarer raumlicher Nachbarschaft zueinander stehen.

! Ragget al. 1990 a

2 Ragget al. 1990 b

% Hortin et al. 1989, Rageet al. 1990 a & b, van Deerlin & Tollefsen 1991, Philligsal. 1993, Sheehaet al.
1994
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Fur die Wahl einer geeigneten Aminosaureposition zum Einbau eines Cysteinrestes im
Bereich der GAG-bindendenHelix D erschienen drei Ansatze mdoglich:

1) Austausch einer der basischen Aminosauren der GAG-Bindedoméane. Dem Modell nach
stehen diese basischen Aminoséuren tber Salzbriicken in direktem Kontakt mit dem sauren
N-Terminus. Die Wahrscheinlichkeit, dafl3 ein an dieser Stelle eingefligter Cysteinrest in der
richtigen raumlichen Orientierung zum N-Terminus stande, ware demnach grol3 gewesen. Der
Nachteil dieses Ansatzes hatte darin bestanden, dald Vorarbeiten gezeigt hatten, dal3 der
Austausch basischer Aminosauren zu einer verminderten Aktivitat von HCIl in der
Gegenwart von Heparin und/oder Dermatansulfat flihitéie aus den Abbildungen in
Abschnitt E.1 zu erkennen ist, ragen bei den HCII-Modellen innerhallo-¢téelix D nur
Aminosauren mit Funktion fur die GAG-Bindung zur Oberflache des Molekiils, so dal3 keine
alternativen Aminosauren in diesem Bereich zur Verfliigung standen. Die einzige Aminosaure
ohne bekannte Funktion fir die GAG-Bindung, die die richtige Orientierung aufwies, war
Asnl181 im N-terminalen Bereich derHelix D. Eine Verkniipfung Gber Position 181 im N-
terminalen Bereich dem—Helix D, bei der sich bis auf eine Ausnahme alle fir die GAG-
Bindung wichtigen Aminoséuren C-terminal der Verknupfung befanden, machte jedoch
keinen Sinn, da GAGs bei dieser Verknupfung wahrscheinlich noch Teile des sauren N-
Terminus verdrangen kénnten. Es sei angemerkt, daR Ho#araf. eine etwas andere
Orientierung von N-Terminus ung-Helix D zueinander vorschlagen.

2) Austausch von His188 zu Cys188. Ausgangspunkt dieser Uberlegung war die Tatsache,
dalR im AT-Molekdl eine Disulfidbriicke zwischen dem N-Terminus undodéielix D

besteht (Cys&»> Cys128). Projiziert auf HCIl entsprache Cys128 im AT His188 im HCII.
Gegen diesen Ansatz sprach allerdings, dal3 gezeigt wurde, dal3 der Austausch von His188
gegeeg GIn oder Lys zu einer starken Abnahme der HCII-Aktivierung durch Dermatansulfat
fuhrte’.

3) Die gewahlte Variante, den N-Terminus mit dem Bereich am C-terminalen Ende der
o—Helix D zu verkniupfen. Sie bot den Vorteil, dal3 keine Aminonsauren mutiert wurden, von
denen bekannt ist, dal sie eine Funktion bei der Aktivierung von HCIl durch GAGs haben.

Fur die Wahl der Position des zweiten neuen Cysteins im Bereich der sauren Blocke des N-
Terminus gab es praktisch keine Hinweise tber die mogliche Sekundar- oder Tertiarstruktur
dieses Bereichs. Lediglich die Mutation einzelner Aminosauren oder die Deletion ganzer
saurer Blocké war beschrieben. Aus diesem Grund wurden drei Positionen gewéhlt, von
denen zwei vor, bzw. direkt am N-terminalen Beginn des ersten sauren Blockes lagen (P52C,
G54C) und eine Position direkt vor den zweiten sauren Block (S68C) lokalisiert war. Auf den
Austausch von sauren Aminosauren wurde verzichtet, um die Aktivitat von HCII mdglichst
nicht zu beeinflussen.

HCII besitzt drei natirlich vorkommende Cysteine. Den durchgefiihrten Modellierungen nach
befinden sich diese eher im Inneren des Molekils (siehe E.1). Ungeachtet dessen ist es
denkbar, dal3 sich zwischen einem der drei natrlich vorkommenden Cysteine und einem der
neu in das Molekul eingefuhrten Cysteine wahrend der Faltung des Proteins im ER eine
Disulfidbriicke bildet. Um dies sicher auszuschlie3en, hatte im Rahmen der Arbeit gezeigt
werden mussen, daf3 sich die Disulfidbriicke wie beabsichtigt nur zwischen den beiden neu ins
Molekul eingeflihrten Cysteinen gebildet hat. Um dieses Problem von vorn herein zu
umgehen, wurden die drei natirlich vorkommenden Codons fir Cystein in der HCII-cDNA

! Ragget al. 1990 a & b; Blinder & Tollefsen 1990; Whine#al. 1991, Blinderet al. 1989; Colwell ¢al. 1999
% Hollandet al. 2000

¥ Ragget al. 1990 b

* Ragget al. 1990 a & b, van Deerlin & Tollefsen 1991
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gegen Codons fur Serin ausgetauscht. Der Nachweis einer Disulfidbriickenbildung in einer
HCIlI-Variante mit nur zwei Cysteinresten ware damit ausreichend. Eine Verdoffentlichung von
Churchet all hatte bereits gezeigt, daR die drei Cysteinreste fiir die Komplexbildung mit
Thrombin in Gegenwart von Heparin nicht essentiell sind. Es konnte daher davon
ausgegangen werden, dal3 der Austausch gegen Serinreste keine wesentliche Beeintrachtigung
der HCII-Funktion mit sich bringen wirde.

F.2 Dreidimensionale Modellierungen von HCII

Da bislang keine Rontgenstrukturdaten von HCII veréffentlicht sind, wurden fur die Auswabhl
einer geeigneten Position fur den Einbau eines neuen Cysteins am C-terminalen Ende der
o—Helix D dreidimensionale Modelle von HCIl mit Hilfe des Swiss Model Servers erstellt
(siehe E.1). Zu Beginn der Arbeit waren in der Protein Data Bank (siehe D.1.14) nur
Rontgenstrukturdaten von gespaltenen Serpinen und von einem einzigen ungespaltenen
Serpin (Ovalbumin aus dem Huhnerei) vorhanden. Die Verwendung von gespaltenen
Serpinen zur Modellierung von ungespaltenem HCIlI war aufgrund der starken
Konformationsanderung, die inhibitorische Serpine nach der Spaltung im reaktiven Zentrum
durchlaufen (siehe B.4.2), eher unginstig. Um zumindest ein ungespaltenes Serpin in die
Modellierung einzubinden, wurde Ovalbumin mit einbezogen, das allerdings ein nicht-
inhibitorisches Serpin ist. Der Schwerpunkt der Modellierungsarbeiten wurde nach den
theoretischen Voriberlegungen darauf gelegt, den C-terminalen Bereieh-Metix D und

dessen Ubergang in d@sFaltblatt A mdglichst genau zu modellieren. Aus diesem Grund
wurden, neben Ovalbumin nur Rontgenstrukturdaten von solchen Serpinen verwendet, die in
der Verbindungsschleife zwischerHelix D und Strang 2 vofi-Faltblatt A dieselbe Anzahl

von Aminosauren aufweisen wie HCIl. Anhand dieser Modellierung erschien der Austausch
von Phel95 zu Cys sinnvoll, da die SH-Gruppe von Cys195 im Modell dieselbe Orientierung
aufwies wie die Reste der basischen GAG-bindenden Aminoséuren.

Die spater durchgefihrten Modellierungen mit neu veréffentlichten Rontgenstrukturdaten von
ausschlief3lich ungespaltenen Serpinen zeigten, daf} die Wahl der Modellierungsvorlagen von
Bedeutung fur das erhaltene Modell ist. Zwischen dem ersten Modell, das vorwiegend auf der
Basis von gespaltenen Serpinen erstellt wurde (Abbildung 35 und Abbildung 36) und den
Modellierungen, die nur mit ungespaltenen Serpinen entstanden (Abbildung 37 bis Abbildung
40), gab es einige deutliche Unterschiede. Der offensichtlichste war der N-terminale Bereich
der a—Helix D und die Lage von Lys173. Wahrend bei der ersten Modellierung in diesem
Bereich ein deutlicher Knick innerhalb der Aminosaurekette zu erkennen war, verlief der
Bereich in den spateren Modellierungen fast geradlinig. Ebenso standen die GAG-bindenden
Aminosauren in den spateren Modellierungen rdumlich enger zusammen.

Der Wert eines so errechneten Modells sollte jedoch nicht Uberschatzt werden. Der Versuch,
die Position und Orientierung einer einzelnen Aminosaure, hier Cys195, anhand von
verwandten Proteinen zu modellieren, birgt erhebliche Unsicherheiten. Die erhaltenen
Modelle schienen jedoch gut geeignet, die Lage und Orientierung von etwas grol3eren
Bereichen und den vermutlichen Verlauf der Polypeptidkette zu beurteilen. So erschien es
Uberaus sinnvoll, dalR die basischen Reste der GAG-bindenden Aminosduren alle eine
Orientierung zur Oberflache des Proteins aufwiesen. Ebenso hatten alle Modellierungen
gezeigt, dall die Aminoséduren C-terminal von Position 195 zum Molekilkern hin
"abtauchten" und damit wenig geeignet erschienen fur den Einbau eines der Cysteinreste. Die
genaue Lage einer einzelnen Aminosaure dirfte jedoch, trotz der Energieminimierungs-
algorithmen der Swiss Model-Software, nur ungenau vorherzusagen sein. Zudem wurde die

! Churchet al. 1987
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Bedeutung der Modellierung noch dadurch relativiert, dafl3 die Verdoffentlichung von Whinna
& Churcht vermuten lieR, daR sich derhelikale Anteil im Bereich der Aminosauren 165 -
195, die an der GAG-Bindestelle beteiligt sind, abhangig vom Vorhandensein oder Fehlen
von GAGs andern konnte.

Sobald die Rontgenstrukturdaten von HCII bekannt sind, wird es interessant sein, die
errechneten Modelle mit ihnen zu vergleichen.

F.3 Genetische Arbeiten zur Erzeugung und Charakterisierung von
rekombinanten HCII-Varianten

Die durchgefuihrten genetischen Arbeiten dienten dem Zweck, rekombinate Varianten der
bereits im Expressionsvektor pCDM8 vorliegenden HCII-cDNA zu erzeugen und zu
charakterisieren. Die Mutagenese erfolgte mit Hilfe der PCR-Mutagenese. Die Mutationen
wurden hierbei Gber mutagene Primer in die entstehenden PCR-Produkte eingefihrt. Neben
dem Austausch von Codons fir die gewahlten Aminosduren wurden mit den mutagenen
Primern gleichzeitig stille Indikatormutationen in das PCR-Mutagenese-Produkt eingebaut.
Die Indikatormutationen bewirkten eine Anderung des Restriktionsschnittmusters der cDNA,
ohne die Aminosauresequenz am Ort der Indikatormutationen zu andern. Da die Mutation der
Zielcodons und die Indikatormutationen tUber denselben Primer eingefuhrt wurden, stellte der
Nachweis des veranderten Schnittmusters einen indirekten Beweis fur die erfolgreiche
Mutagenese dar. Die Grof3e der PCR-Mutagenese-Produkte wurde so gewahlt, daf3 sich in
ihnen Restriktionsschnittstellen befanden, Uber die die Mutageneseprodukte gegen die
entsprechenden Fragmente in der cDNA ausgetauscht werden konnten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche PCR-Mutagenese-
Methoden verwendet. Die PCR-Mutagenese nach PiearaF. (siehe D.2.4.2.1) und die
Overlap-Extension-PCR-Mutagenégsiehe D.2.4.2.2).

Die Mutagenese nach Picaed al. arbeitet mit zwei auf3en liegenden Primern und einem
innen liegenden mutagenen Primer. Die Mutagenese erfolgt mit drei aufeinanderfolgenden
PCR-Zyklen, bei denen zuerst ein sogenannter Megaprimer, ein kurzes PCR-Produkt, welches
bereits die gewinsche(n) Mutation(en) enthélt, erzeugt wird. In den nachfolgenden beiden
Schritten wird dieser Megaprimer zum vollstdndigen PCR-Produkt verlangert und dieses
amplifiziert. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, da® man mit nur drei Primern auskommt
und dal3 die komplette Mutagenese innerhalb von kurzer Zeit (30 PCR-Zyklen) ohne
Reinigungsschritte durchgefuhrt werden kann. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch, dafl
sich im Reaktionsansatz die beiden auf3eren Primer und das Template befinden, wodurch
immer ein gewisser Anteil an nicht mutietem PCR-Produkt entsteht. Das Ergebnis der
Mutagenese ist somit ein Gemisch aus einem Grol3teil an mutiertem PCR-Produkt und einem
geringen Anteil an nicht mutiertem PCR-Produkt.

Die Overlap-Extension-PCR-Mutagenese erzeugt im ersten Schritt in zwei unabhangigen
PCR-Reaktionen aus je einem "normalen"” und einem mutagenen Primer zwei PCR-
Mutagenese-Produkte, die an ihren Enden zueinander komplementér sind. Die PCR-Produkte
der ersten Runde werden aufgereinigt, in einem gemeinsamen Hybridisierungsansatz zum
vollstandigen Mutagenese-Produkt verlangert und anschlieRend amplifiziert. Der Nachteil der
Methode liegt im deutlich héheren experimentellen und zeitlichen Aufwand, bedingt durch
die Aufreinigung der PCR-Produkte aus der ersten Runde, deren Analyse in der Agarose-
Gelelektrophorese sowie der anschlieenden Hydridisierung und der zweiten PCR-Runde.

1 Whinna & Church 1994
Z Picardet al. 1994
®Hoet al. 1989, Ge & Rudolph 1997
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Der Vorteil der Methode liegt darin, dal3 durch die Aufreinigung der 1. Runde PCR-Produkte
in der zweiten PCR-Runde nur mutiertes PCR-Mutagenese-Produkt entstehen kann und kein
Wildtyp-PCR-Produkt (siehe Abbildung 14). Gegeniiber der PCR-Mutagenese nachePicard

al. ist diese Methode zwar deutlich aufwendiger, die Reinheit des entstehenden PCR-
Mutagenese-Produktes ohne Verunreinigungen durch Wildtyp-PCR-Produkt rechtfertigt
jedoch den héheren Aufwand.

Um sicherzustellen, dafl3 die verschiedenen cDNA-Varianten ausschlie3lich die gewlnschten
Mutationen enthielten, wurden sie nach Charakterisierung durch Restriktionsspaltungen
partiell oder vollstandig -wie unter E.3 beschrieben- sequenziert. Die Ergebnisse zeigten, dal}
die untersuchten cDNAs in den Bereichen, die fur die reifen HCII-Varianten codierten, nur
die beabsichtigten Mutationen enthielten. Im Bereich des Signalpeptids konnten vier
Nucleotide nur als "K" (K=T/G) gelesen werden. Dieser Bereich hatte sich bei allen
durchgefuhrten Sequenzierungen als schwer zu sequenzieren erwiesen, da er offenbar zur
Ausbildung von DNA-Sekundarstrukturen neigte. Beim Plasmid pMTIF195C/S68C
kodierten beide mdglichen Kombinationen fur Gly. Bei pEQltraten in diesem Bereich

vier "K" auf. Da jedoch sowohl beim Ausgangsplasmid von pACJidem Vektor pWTBIl,

als auch bei den aus pH@C hervorgegangenen Plasmiden pHCIF195C, pHCIAC
F195C/P52C und pHCAC F195C/G54C die korrekten DNA-Sequenzen gelesen werden
konnte, wurde bei diesen nicht eindeutig identifizierten Bereichen auf eine erneute
Sequenzierreaktion verzichtet. Sequenzierzweideutigkeiten im 3"-nicht codierenden Bereich
der cDNAs, sowie dem Ubergang in den pCDM8-Vektor wurden nicht weiter untersucht, da
sie fur die Zielsetzung der Arbeit ohne Relevanz waren.

F.4 Produktion von rekombinanten HCII-Varianten in tierischen Zellinien

Far die Produktion der rekombinanten HCII-Varianten wurden ausschlief3lich tierische
Zellinien verwendet. Auf die Verwendung eirfeéscolirExpressionssystems wurde verzichtet,

da eine in der AG zellulare Genetik durchgefilhrte Diplomdrtgszeigt hatte, daR die
Produktion von HCII inE. coli mit grof3en Problemen verbunden war. HCIl kann zwar in
biologisch aktiver Form in Bakterien produziert wergeaber der allergréfite Teil des
produzierten HCII ist biologisch inaktiv und liegt vermutlich in denaturierter Form in sog.
“inclusion bodies" vor. Versuche zur Renaturierung dieses HCIl schefteifen dem
produzierten HCII banden nur 1,3% an Heparin-Sepharose. Um das Material zur Homogenitat
aufzureinigen, muf3ten neben Heparin-Sepharose noch ein Anionen- und ein Kationentauscher
verwendet werden. Die Ausbeute betrug nach diesen drei Schritten 0,014%. Dies entsprach
330 pug HCIl aus 5 | im Fermenter kultivierter Bakteriensuspension.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden fur die
transiente Transfektion von COS7-Zellen eingesetzt.

Die Lipofektion (siehe D.2.2.7.1) zeichnet sich dadurch aus, dal nur eine geringe Menge an
Plasmid-DNA erforderlich ist (~0,5 pg fiir ein ZellkulturgefaR? mit 8,8 dtultivierungs-
oberflache) und dal? sie mit hoher Effizienz die Zellen transfizierte. Der experimentelle
Aufwand bei dieser Methode ist verhaltnismalfiig gering. Fur eine mdglichst hohe Effizienz
der Methode sollten die Zellen sich lediglich im logarithmischen Wachstum befinden und
eine Konfluenz von ca. 80 % aufweisen. Die Transfektion selbst dauert nur ca. drei Stunden.

! Krepulat 1999
2 Blinder & Tollefsen 1990, Derechit al. 1990, van Deerlin & Tollefsen 1991, Hanal. 1997, Krepulat 1999
3 Krepulat & Bhme, unverdffentlicht
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Der gro3e Nachteil der Methode liegt in den hohen Kosten. Die Transfektion der Zellen einer
8,8 cnf groRen Zellkulturschale kostet ca. 2,5 Euro. Die Transfektion einer Zellkulturflasche
mit einer Oberflache von 175 énmatte demnach ca. 50 Euro gekostet. Die Lipofektion
eignete sich deshalb nur fur Arbeiten im kleinen Maf3stab.

Der Vorteil der Elektroporation (siehe D.2.2.7.2) liegt in den geringen Kosten der Methode.
Allerdings ist sowohl der experimentelle Aufwand, als auch der Verbrauch an Plasmid-DNA
sehr viel hoher. Die Methode bendtigt ca. 40 bis 50 ug Plasmid-DNA unabh&ngig von der
Zellzahl. Zudem miussen die Zellen vor der Elektroporation von der Unterlage geldst werden.
Der hohe Verbrauch an Plasmid-DNA rechtfertigte den Einsatz der Elektroporation nur, wenn
im groBeren Malistab rekombinantes HCII produziert wurde (Kultivierung in T175-
Zellkulturflaschen mit 175 cfrKultivierungsoberflache).

Fur die Produktion von HCAC F195C/P52C-haltigem Zellkulturiberstand im Liter-Maf3stab
wurde eine CHO DUKX B1-Zellinie stabil transfiziert. Die Produktion von mehreren Litern
Zellkulturiberstand im transienten COS-Zellsystem mit Hilfe der Elektroporation ware kaum
maoglich gewesen, da fur eine T175-Zellkulturflasche mit transfizierten Zellen jeweils die
Zellen aus zwei bis drei solcher, zu ca. 80% konfluent bewachsenen Zellkulturflaschen als
Ausgangsmaterial bendtigt wurden. Bei einem Volumen von ca. 100 ml Zellkulturiberstand
je T175-Flasche mit transfizierten Zellen waren flr einen Liter Zellkulturiberstand demnach
die Zellen von 20 bis 30 T175-Flaschen als Ausgangsmaterial notig gewesen. Aus diesem
Grund wurden CHO DUKX B1-Zellen mit linearisiertem Plasmid pSBR21 stabil transfiziert
(pSBR21 enthalt daBcaRI-Fragment der HCII-cDNA aus pHQIC F195C/P52C unter der
Kontrolle des pCMV-Promotor. siehe D.2.2.8.1). Als Selektionsmarker fir das eukaryotische
System diente ein Resistenzgen gegen G418 bzw. Neomycin. Die Selektion transfizierter
Zellen konnte erfolgreich mit G418-haltigem Medium erreicht werden, da die Zellen einer
nicht-transfizierten Kontrollplatte binnen einer Woche in G418-haltigem Medium abstarben.
Im Anschlufld wurden Einzelzellklone isoliert und die Zellinie mit der hdchsten Produktion an
HCIIAC F195C/P52C weiterverwendet. In der Produktionsphase mit einer Dauer von vier
Tagen wurde serumfreies Medium ohne BSA-Zusatz verwendet, da aus dem FCS
stammendes Rinder-HCII nur sehr schwer von humanem HCII zu trennen gewesen ware, und
da Vorversuche gezeigt hatten, da3 BSA in der Chemiluminszenz-Immundetektion
unspezifische Signale erzeugen kann. Bei der Auswertung der Kultivierungsversuche fiel auf,
daf} die hochste spezifische Produktivitat erst am letzten Tag der Produktionsphase erreicht
wurde. Der Grund hierfir durfte darin gelegen haben, daR die Zellen vor der
Produktionsphase in FCS-haltigem Medium kultiviert wurden, um ein mdglichst gutes
adharentes Wachstum zu gewahrleisten. Die direkte Umstellung auf serumfreies Medium
stellte fur die Zellen eine Stressituation dar, an die sie sich vermutlich erst adaptieren muf3ten,
bevor sie effektiv HCII produzieren konnten. Méglicherweise ware es sinnvoll gewesen Uber
einen langeren Zeitraum zu produzieren. Sofern mit der entstandenen stabil transfizierten
Zellinie weiterhin rekombinantes HQIC F195C/P52C produziert werden soll, ware es
sinnvoll, die Zellen dauerhaft an eine serumfreie Kultivierung zu adaptieren. Die Produktion
mit den an serumfreies Medium adaptierten Zellen kénnte dann in einem kleinen Fermenter
wie dem Superspinner-System durchgefuhrt werden.

Innerhalb der AG zellulare Genetik liegt eine stabil transfizierte Wildtyp-HCII-produzierende
CHO DUKX B1-Zellinie vor. Die Herstellung dieser Zellinie erfolgte Giber die Kotransfektion
zweier Plasmide, die jeweils ein Dihydrofolat-Reduktase-Gen bzw. ein HCII-Gen enthielten
Nachfolgend wurde Uber Selektion und Koamplifikation mit Methotrexat die HCII-
Produktion der Zellinie gesteigert. Die spezifische Produktivitat der in dieser Arbeit erzeugten
Zelline betrug nur ca/s der Zellinie, die Wildtyp-HCII produzierte. Man muR diesen Wert

! Boshme 2001
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jedoch in Relation zum Zeit- und Arbeitsaufwand setzten, der fur die Entstehung der beiden
Zellinien bendtigt wurde. Die Herstellung der Wildtyp-HCII-produzierenden Zellinie Uber
Selektion und Koamplifikation mit Methotrexat dauerte ca. ¥2 Jahr, wohingegen diaGiClII
F195C/P52C-produzierende Zellinie bereits nach ca. sechs Wochen zur Produktion von
rekombinantem HCHC F195C/P52C verwendet werden konnte. Die geringere spezifische
Produktivitat der Uber G418-Selektion erzeugten Zellinie erscheint aufgrund des deutlich
geringeren Arbeitsaufwands tolerierbar. Eine erneute Selektion von Einzelzellklonen kénnte
maoglicherweise zur Isolierung einer Zellinie mit h6herer spezifischer Produktivitat fihren.

Der Nachteil der Selektion Gber G418 lag in den relativ hohen Kosten flir das Antibiotikum
G418. Die Zellinie wurde standig in Gegenwart von G418 kultiviert. In der Zukunft sollte
versucht werden die Zellen ohne G418 zu kultivieren und zu testen, ob eine stabile HCII-
Produktion auch ohne Selektionsdruck erreicht werden kann.

Eine deutlich hohere HCII-Ausbeute konnte bei der Verwendung von ProCHO4-CDM-
Medium erzielt werden. Dieses synthetische, speziell fir die Suspensionskultivierung von
CHO-Zellen entwickelte Medium ermdglicht es, CHO-Zellen direkt von serumhaltigem
Medium an das serumfreie ProCHO4-CDM-Medium zu adapfierBer Nachteil des
Mediums lag darin, dal3 bei seiner Verwendung ein deutlich héherer Anteil an reduziertem
HCIIAC F195C/P52C entstand als bei der Verwendung von DMEM-Medium. Die reduzierte
Form von HCINC F195C/P52C wurde bei der partiellen HCII-Reinigung uber Heparin-
Sepharose aufgrund ihrer hoheren Affinitat zur Heparin-Sepharose angereichert (siehe E.4.3).
Die Ursache fur den hoheren Anteil an reduziertem WMCIIF195C/P52C bei der
Verwendung von ProCHO4-CDM-Medium konnte nicht ermittelt werden, da uber die
Zusammensetzung des Mediums vom Hersteller auch auf Nachfrage keine Angaben gemacht
werden. ProCHO4-CDM-Medium eignete sich aber gut fur die kurzfristige serumfreie
Produktion von HClI-Varianten, die keine Disulfidbriicken enthaJtéir die Produktion von
HCIIAC F195C/P52C war es aus oben genanntem Grund ungeeignet.

F.5 Partielle Reinigung von HCII-Varianten

Die durchgefiihrten partiellen Reinigungen der HCII-Varianten erfolgten Uber Bindung an
Heparin-Sepharose und Elution mit NaCl (siehe E.6). Der wesentliche Aspekt dabei war die
Abreicherung vom Fremdproteinen und die Konzentrierung von HCIIl. Ein sehr groRRer Teil
der im Zellkulturiberstand enthaltenen Proteine band erst gar nicht an die Matrix, was an der
sehr hohen UV-Extinktion beim Auftragen der Proben zu erkennen war (nicht dargestellt).
Die Tatsache, daf? HCIl nur partiell gereinigt wurde, lief3 sich bereits anhand der Signale des
UV-Detektors erkennen (siehe Abbildung 50). Obwohl ACIIF195C/G54C, je nachdem ob

DTT im Ansatz vorhanden war oder nicht, bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen von der
Saule eluierte, waren die Kurven der UV-Signale in ihrem Verlauf fast identisch und zeigten
keine Peaks, die klar HCIl zugeordnet werden konnten. Das UV-Signal wurde demnach
vermutlich zum grof3ten Teil von anderen Proteinen erzeugt.

Die auffalligste Beobachtung bei den partiellen Aufreinigungen der HCII-Varianten mit zwei
neu eingefuhrten Cysteinresten war ihr unterschiedliches Elutionsverhalten von Heparin-
Sepharose bei Verwendung eines linearen NaCl-Gradienten in Abhangigkeit von der An- oder
Abwesenheit von DTT (siehe E.6.1). Das Elutionsverhalten von Wildtyp-HCIl war
unabhangig von DTT und zeigte ein Maximum bei einer NaCl-Konzentration von 200 - 250
mM. Die drei anderen untersuchten HCII-Varianten mit zwei neu eingefuhrten Cysteinresten
eluierten in Gegenwart von DTT, also bei reduzierten Disulfidbriicken, ebenso wie Wildtyp-
HCII mit einem Maximum bei 200 — 250 mM NaCl. In der Abwesenheit von DTT, also bei

! persénliche Mitteilung M. Burg
? Gedikli 2001
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geschlossener Disulfidbriicke eluierten alle drei Varianten jedoch bereits deutlich friher von
der Heparin-Sepharosesaule mit einem Maximum bei 100 - 150 mM NaCl. Dies ist in
Ubereinstimmung mit dem postulierten Modell nach dem der saure N-Terminus von HCII in
Abwesenheit von GAGs intramolekular mit der basischen GAG-Bindestelle interagiert. Wird
Wildtyp-HCII auf eine Heparin-Sepharoseséule aufgetragen, so kann das Heparin den sauren
N-Terminus von HCIl verdrangen und HCII bindet Uber seine GAG-Bindestelle an die
Heparin-Sepharose. Das Modell wird unterstitzt durch Daten, die zeigen, daf} die Entfernung
der sauren Blocke im N-Terminus von HCIl zu deutlich erhdhter Affinitat gegeniber
Heparin-Sepharose fiifhrund dadurch, daR die Mutation von Aminoséauren, die fiir die HCII-
Aktivierung durch Heparin wichtig sind, zu einer verminderten Affinitdt gegentber Heparin-
Sepharose fiitfitBei geschlossener Disulfidbriicke bleibt der saure N-Terminus von HCII an,
bzw. Gber der GAG-Bindestelle kovalent fixiert. FUr Heparin ist dadurch -zumindest partiell-
der Zugang zur GAG-Bindestelle blockiert. Dies auf3ert sich in der deutlich verringerten
Affinitat gegenlber Heparin-Sepharose.

Bei der Produktion von HCAC F195C/P52C in CHO DUKX B1-Zellen mit Pro CHO4
CDM-Medium entstand neben der Form mit geschlossener Disulfidbriicke auch ein geringer
Teil der HCII-Variante mit reduzierter Disulfidbriicke (siehe E.4.3). Bei der partiellen
Aufreinigung von bis zu 1,2 | Zellkulturiberstand band dieses reduzierte HCIl aufgrund
seiner hoheren Affinitat zur Heparin-Sepharose fester an die Saule als die oxidierte Form, von
der bereits beim Auftragen auf die S&ule ca. 50 % aufgrund der geringeren Affinitat wieder
heruntergewaschen wurden. Dies flhrte zu einer starken Anreicherung der reduzierten Form
von HCIIAC F195C/P52C im Eluat. Das Problem konnte durch Verwendung eines Mediums
auf DMEM-Basis weitgehend geldst werden, da hier sehr viel weniger reduziertesCHCII
F195C/P52C entstand. Ein, wenn auch sehr geringer Anteil der reduzierten Form va@ HCII
F195C/P52C war jedoch auch bei Verwendung von Zellkulturmedium auf DMEM-Basis im
partiell gereinigten HCHC F195C/P52C vorhanden (siehe E.6.2). Zur weiteren
(vollstandigen?) Verminderung der reduzierten Form von MCIIF195C/P52C bei
nachfolgenden Arbeiten erscheint es sinnvoll, den Zellkulturiberstand vor dem Auftragen auf
die Heparin-Sepharose-Saule mit Kupfer-(Il)-Phenanthrolin zu behandeln (siehe E.11), um
vorhandenes reduziertes HCII bereits vor dem Auftrag auf die S&ule zu reoxidieren.

Die geringe Affinitat der HCII-Varianten mit geschlossener Disulfidbricke gegeniber
Heparin-Sepharose gibt zu der Uberlegung AnlaR auf Heparin-Sepharose als ersten
Reinigungsschritt zu verzichten und gegebenenfalls eine andere Reinigungsstrategie zu
entwickeln. Hierbei kdnnte Heparin-Sepharose eventuell erst bei einem spéteren Schritt
verwendet werden, in welchem mit kleineren Volumen und einer hoéheren HCII-
Konzentration gearbeitet wird. Denkbar ist, HCII in einem ersten Schritt fraktioniert zJ fallen
und dadurch sowohl zu konzentrieren als auch partiell aufzureinigen.

! van Deerlin & Tollefsen 1991, Liaet al. 1999, Bshme 2001
2 Ragget al. 1990 a, Blinder & Tollefsen 1990, Whineaal. 1991, Liawet al. 1999
3 Griffith et al. 1985 a, Zhanet al. 1994
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F.6 Strukturelle Charakterisierung von HCII-Varianten
F.6.1 Nachweis der neu ins HCII eingefiuihrten Disulfidbriicken

Der sichere Nachweis der neu in die HCII-Varianten eingefuihrten Disulfidbricken war ein
essentieller Aspekt dieser Arbeit. Aus diesem Grund wurden zwei voneinander unabhangige
Nachweismethoden eingesetzt: Der Nachweis aufgrund unterschiedlicher elektrophoretischer
Mobilitat in der SDS-PAGE unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen und
der Nachweis unterschiedlich grof3er BrCN-Spaltprodukte ebenfalls unter reduzierenden bzw.
nicht reduzierenden Bedingungen (siehe E.7).

Die erhohte elektrophoretische Mobilitaét von Proteinen mit Disulfidbriicken unter nicht
reduzierenden Bedingungen ist eine in der Literatur haufig beschriebene Methode zum
Nachweis von intramolekularen Disulfidbriicke&Ebenso wurde beschrieben, daR die GréRe
der Schleife, die durch die Disulfidbricke gebildet wird, EinfluR auf die elektrophoretische
Mobilitdt hat. Im Abschnitt E.7.1 konnte fur alle drei HCIl-Varianten mit zwei neu
eingefuhrten Cysteinresten eine erhéhte elektrophoretische Mobilitdt unter nicht
reduzierenden Bedingungen gezeigt werden. Dies stellte jeweils einen Beweis fir das
Vorhandensein einer intramolekularen Disulfidbricken dar. Die beiden HCII-Varianten
HCIIAC F195C/P52C und HCAC F195C/G54C zeigten dabei unter nicht reduzierenden
Bedingungen eine gleich grolRe elektrophoretische Mobilitat. Dies uberraschte nicht, da die
durch die Disulfidbriicken gebildeten Schleifen mit Grol3en von 143 und 141 Aminosauren
fast gleich grol3 waren. Ein wenig tberraschend war die Tatsache, dafCHEI95C/S68C

mit einer SchleifengroRe von 127 Aminosauren sich in der elektrophoretischen Mobilitéat doch
recht deutlich von den beiden anderen Varianten unterschied.

Als zweite Nachweismethode wurden eine BrCN-Spaltung der HCII-Varianten durchgefihrt
(siehe E.7.2). Die Prasenz von zwei Methioninresten innerhalb der durch die Disulfidbriicke
gebildeten Schleife fuhrte dazu, dald unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE die
Schleife in zwei nahezu gleich grol3e BrCN-gespaltene Fragmente zerlegt wurde. Unter nicht
reduzierenden Bedingungen blieben diese beiden Fragmente Uber die Disulfidbricke
verbunden und liefen somit als eine gemeinsame Bande. Die unterschiedlichen Bandenmuster
unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen bewiesen ebenfalls die Existenz
der gebildeten intramolekularen Disulfidbriicken in den drei Varianten. Das Fehlen weiterer
Banden zeigte zudem, dal3 die Spaltung weitgehend vollstandig erfolgt war. Die Tatsache, daf3
die beiden grof3en Fragmente apparente Molekulargewichte zeigten, die deutlich oberhalb der
errechneten GroRen lagen war etwas Uberraschend. Es ist jedoch in der Literatur beschrieben
worden, dal3 das apparente Molekulargewicht in der SDS-PAGE oft nicht mit dem
anderweitig bestimmten tatsachlichen Molekulargewicht tibereinstinimtdem weist eines

der Fragmente noch eine N-Glykosylierung auf, die sich auch auf das Laufverhalten auswirkt.
Eine groRe Uberraschung stellte die Tatsache dar, daf alle drei Varianten mit zwei neu in das
Molekul eingefiihrten Cysteinresten eine intramolekulare Disulfidbriicke gebildet hatten,
obwohl die Positionen der neu eingebauten Cysteine im N-Terminus von HCII bis zu 16
Aminosauren (Cys52»> Cys68) voneinander entfernt lagen. Bei der Konstruktion von HCII-
Varianten waren drei verschiedene Positionen fur den Einbau des zweiten Cysteins in N-
Terminus gewahlt worden, weil es keine Erkenntnisse Uber die mutmallichen Interaktionen
zwischen dem sauren N-Terminus und der basischen GAG-Bindestelle gab. Die zur
Verfigung stehenden Daten lieBen vermuten, dal3 der zweite, weiter C-terminal gelegene

L pollit & Zalkin 1983, Wells & Powers 1986, Pantoliagal. 1987, Matsumura & Matthews 1991, Tenal.
1996, Lehlest al. 1996, Hopkinget al. 1997, Uchidaet al. 1997
2 \Weberet al. 1971
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saure Block mit der Heparin-Bindestelle interagiert, wohingegen der erste saure Block eine
wichtigere Funktion bei der Interaktion mit Thrombin-Exosite I'ifaiehe auch B.5.2). Die

drei verschiedenen Positionen im N-Terminus waren ausgewahlt worden mit der Uberlegung,
dald zumindest eine der drei Positionen bei der Interaktion zwischen GAG-Bindestelle und N-
Terminus in die raumliche Néahe von Cys195 gelangen sollte und tGber sie eine Disulfidbriicke
ausgebildet werden konnte.

Zwei Erklarungsansatze scheinen zur Loésung dieses Phdnomens denkbar:

1) Die entstandene Disulfidbriicke war jeweils die Folge einer unnatirlichen Zwangsfaltung
der HCII-Varianten. Bei der kotranslationalen Faltung in ER wurden der N-Terminus und die
GAG-Bindestelle durch die Ausbildung der Disulfidbriicke in eine unnatirliche
Konformation gezwéngt, die es im Wildtyp-Molekidl nicht gibt. Die Experimente zur
Reoxidation von HCKC F195C/P52C (siehe F.6.2) sprechen zumindest bei dieser HCII-
Variante dagegen. Mit den anderen HCII-Varianten wurden keine Reoxidationsversuche
durchgefuhrt.

2) Wenn die Ausbildung der Disulfidbricken in H&®O F195C/G54C und HCAC
F195C/S68C nicht die Folge von unnaturlichen Zwangsfaltungen war, scheint es denkbar, dal3
die Interaktion zwischen GAG-Bindestelle und N-Terminus flexibler ist, als bisher
angenommen. Dem bestehenden Modell nach beruht die Interaktion der beiden Molekul-
bereiche wesentlich auf der Interaktion zwischen sauren und basischen Seitenketten. Die hohe
Dichte von sowohl basischen, als auch sauren Resten |&R3t es durchaus mdglich erscheinen,
dal3 sich alternative Salzbricken zwischen positiv und negativ geladenen Domanen bilden
kénnen, d. h. es gibt keine fest definierten Bindungspartner. Die Moéglichkeit zur Ausbildung
von Disulfidbriicken Uber alternative Positionen innerhalb der Polypeptidkette des N-
Terminus wirde dann dafur sprechen, dal’ es bei der Interaktion zwischen GAG-Bindestelle
und N-Terminus auclhin vivo alternative Konformationen auf &hnlichen Energienieveaus
geben kann.

F.6.2 Reoxidation von HCIIAC F195C/P52Cin vitro

Aus theoretischer Sicht erschien es denkbar, dal3 die Ausbildung der Disulfidbricke die HCII-
Varianten mit neu eingeftigten Cysteinresten in eine unnatirliche Konformation zwangte, in
welcher N-Terminus und GAG-Bindestelle in einer Konformation zueinander standen, in der
sie sich im Wildtyp-HCII nicht befinden. Eine Reduktion der Disulfidbricke wirde den
Molekilen die Méglichkeit gegeben, sich in die korrekte biologisch aktive Konformation
umzufalten, welche in der Lage ware, Thrombin -wie unter E.10, E.13 und E.15 gezeigt- zu
inhibieren. In zahlreichen Literaturveroffentlichungen wurde jedoch gezeigt, da falsch
gefaltete, denaturierte Proteine meist gar nicht aus der Zelle sezerniert werden, sondern im
Komplex mit Chaperonen wie BiP/GRP78 oder im Calnexin-Calretikulin-Kreislauf tber
Ruckhalte-, bzw. Ricktransportmechanismen im ER gehalten, bzw. aus dem Golgi Apparat
dorthin zuriicktransportiert werdenAuf experimenteller Ebene konnte gezeigt werden, daR
reduziertes biologisch aktives HATL F195C/P52C mit Hilfe von Kupfer-(ll)-Phenanthrolin

oder oxidiertem Glutathiom vitro zu ca. 90% reoxidiert werden konnte. Es sei angemerkt,
dal3 die Versuchsbedingungen zur Reoxidation nur einmal optimiert wurden. Eine weitere
Optimierung der Konzentrationen und/oder Zeiten koénnte zu noch weitergehenderer
Reoxidation fuhren. Es erscheint daher sehr unwahrscheinlich, daf} denaturiertes, in eine
unnaturliche Konformation gezwungenes H(II F195C/P52C durch Reduktion eine

! Ragget al. 1990, van Deerlin & Tollefsen 1991, Wemhoff & Church 1999
2 Hurtleyet al. 1989, Hammond & Helenius 1994, Ellgaard & Helenius 2001, Helenius 2001
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Konformationsédnderung zu aktivem, anders gefaltetem HCIl durchlauft, und dafl} dieses
umgefaltete HCIl dann wieder reoxidiert werden kann. Aus diesem Grund scheint es
plausibel, daR HCNC F195C/P52C sich auch mit geschlossener Disulfidbriicke in einer
weitgehend natirlichen Konformation befindet, die sich nicht wesentlich von der nattrlichen
Faltung im biologisch aktiven Wildtyp-HCIl unterscheiden kann. Andernfalls ware eine
Reoxidation der reduzierten Disulfidbricke wahrscheinlich nicht moglich gewesen, da die
freien Cysteinreste nach einer signifikanten Umfaltung des Molekils nicht mehr in
unmittelbarer raumlicher Nachbarschaft zueinander gestanden hatten, die fur die Ausbildung
einer Disulfidbriicke notwendig fst

Die bisherigen Veroffentlichungen hatten die Interaktion des sauren N-Terminus und der
basischen GAG-Bindestelle nur indirekt angenommen, da Mutationen in einem der beiden
Partner die Affinidt gegenuber Heparin-Sepharose beeinfluf3te, und da sich dadurch auch die
reaktionsbeschleunigende Wirkung von Heparin bzw. Dermatansulfat &ndeese Arbeit

liefert erstmals einen direkteren Hinweis dafur, dald der saure N-Terminus und die basische
GAG-Bindestelle aucim vivoin enger raumlicher Nachbarschaft zueinander stehen kénnen.

Mit den beiden HCII-Varianten HQGAIC F195C/G54C und HCAC F195C/S68C wurden,

wie bereits erwéhnt, keine Reoxidationsversuche durchgefiihrt, so daf3 fur sie nicht
ausgeschlossen werden kann, dal3 sie durch die Disulfidbriicken in eine unnatirliche
Konformation gezwangt wurden. Die Durchfiihrung dieser Reoxidationversuche wirde auch
einen Hinweis darauf geben, ob -wie unter F.6.1 diskutiert- flexible Interaktionen zwischen

GAG-Bindestelle und N-Terminus moglich sind.

F.6.3 Dimerbildung

Die Bildung von HCII-Dimeren oder gemischten Dimeren aus HCIl und einem anderen
Molekul, ware eine andere Mdglichkeit gewesen, welche zu falschen Interpretationen hatte
fuhren konnen. Dimere waren wahrscheinlich biologisch inaktiv, die Reduktion der
verbindenden Disulfidbriicke(n) hatte die biologische Aktivitat wieder herstellen kénnen. Wie
in Abschnitt E.8 gezeigt wurde, ist der Anteil an HCII-Dimeren gering. Ob es sich um HCII-
Homodimere oder Heterodimere, beispielsweise mit Transferrin handelt, wurde nicht
untersucht. Hierzu kdnnten Western-Blot Experimente durchgefihrt werden, bei denen
Antikdrper gegen den mdoglichen zweiten Dimer-Partner eingesetzt werden muften.

F.7 Funktionelle Charakterisierung von HCIlI-Varianten

F.7.1 Die Rolle der nattirlich vorkommenden Cysteine

HCII besitzt drei natirlich vorkommende Cysteinreste in den Positionen 273, 323 und 467.
Die Position dieser drei Cysteine ist in allen bislang untersuchten HCII-Sequenzen aus
verschiedenen Spezies (Mensch, Maus, Ratte, Kanninchen, Huhn, Frosch) konfserviert
Churchet al? hatten durch chemische Modifikation dieser Reste gezeigt, daR sie im humanen
HCII nicht essentiell sind fur die Inhibierung von Thrombin durch HCII in Gegenwart von
Heparin. Der Austausch der drei naturlich vorkommenden Cysteine fur Funktionsanalysen
wurde bislang nicht beschrieben. Die in dieser Arbeit entstandene HCII-VariantaCGHCII

! Thornton 1981, Richardson 1981, Matsumeiral. 1989

2 Ragg 1990 a, van Deerlin & Tollefsen 1991, Lieal. 1999

¥ Ragg 1986, Westrup & Ragg 1994, Zhanal. 1994, Sheffielcet al. 1994, Colwell & Tollefsen 1998
* Churchet al. 1987
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bestétigt qualitativ die Aussagen von Churehal. Sofern es sich bei der gefundenen
Konservierung der drei Cysteinreste nicht um zufallige Sequenzhomologie handelt, stellt sich
die Frage nach den Grund der Konservierung und ihrer moglichen Funktion® figitigiam
Beispiel von oy-Antitrypsin gezeigt, dal? es Uuber einen freien Cysteinrest nach
Konformationsanderung ein gemischtes Disulfid mit seiner Zielprotease Elastase bildet. Fur
HCIl sind hieruber bislang keine Erkenntnisse verdffentlicht worden. Eine Cystein-freie
Mutante kénnte im Vergleich zu Wildtyp-HCII einen Ansatz bieten, die mogliche Ausbildung
gemischter Disulfide zwischen HCII und Thrombin zu untersuchen.

F.7.2 HCII-Thrombin-Reaktion in der Abwesenheit von Glykosaminoglykanen

Bei allen untersuchten HCII-Varianten, mit Ausnahme der oxidierten Form vonABCII
F195C/P52C, konnte in der Abwesenheit von GAGs eine Komplexbildung zwischen HCII
und Thrombin bei einem molaren Inhibitor/Thrombin-Verhéltnis von 2:1 sowohl fiir die
unbehandelte als auch fir die reduzierte und alkylierte Form der Inhibitoren nachgewiesen
werden (siehe E.14). Die Menge an gebildeten HCII-Thrombin-Komplexen zeigte dabei
deutliche Unterschiede. Die starkste Komplexbildung war bei Wildtyp-HCII und der
unbehandelten Form von HG@IC zu beobachten, deutlich schwacher war sie bei MCII
F195C und der reduzierten und alkylierten Form von ACIF195C/P52C. Generell war, mit
Ausnahme von HCNC F195C/P52C zu beobachten, daf} die reduzierte und alkylierte Form
der HCII-Varianten langsamer mit Thrombin reagierte, als die unbehandelte Form. Da von
diesem Phanomen auch die Cystein-freie Mutante MClbetroffen war, kann von einer
unspezifischen, auch in der Literatur beschriebenen Alkylierung anderer Reste wie Methionin,
Histidin und Lysin ausgegangen werdedie zu einem partiellen Aktivitatsverlust fiihrte.

Im Abschnitt E.13 war gezeigt worden, daf} die Mutation F195C zu einer Verlangsamung der
Reaktion zwischen HCIl und Thrombin in Gegenwart von Dermatansulfat fihrte.
Interessanterweise reagierten auch in dieser Versuchsreihe in Abwesenheit von GAGs die
beiden HCII-Varianten mit der Mutation F195C deutlich langsamer, als die beiden Varianten
ohne diese Mutation. Die Ungenauigkeit der Methode (siehe dazu F.7.4), und die sehr langen
Belichtungszeiten lassen jedoch hiertiber keine verla3lichen Aussagen zu. Es wére allerdings
interessant dies néaher zu untersuchen.

Aufféalligste Beobachtung bei der Komplexierung in Abwesenheit von GAGs war das
Verhalten der oxidierten Form von HG@GL F195C/P52C. Bei einem molaren
Inhibitor/Thrombin-Verhaltnis von 2:1 konnte keine Komplexbildung nachgewiesen werden.
Eine extrem schwache HCII-Thrombin-Komplexbande konnte erst bei einem
HCII/Thrombin-Verhaltnis von 1:2 und einer E&Hyperfilm-Belichtungsdauer von 35
Minuten detektiert werden. (Die HCII-Konzentration war bei diesem zweiten Versuch gleich
geblieben, lediglich die Menge an Thrombin war vervierfacht worden.) Entgegnen dem
allgemeinen Trend war die Reaktion der unbehandelten Form jedoch um ein vielfaches
schwacher, als bei der reduzierten und alkylierten Form (siehe Abbildung 62). Da sich bei der
Produktion der HCII-Varianten mit neu eingefligten Disulfidbriicken immer ein, wenn auch
geringer Anteil an Molekilen mit reduzierten Disulfidbricken bildete (siehe E.4.3, E.6.2 und
E.8.), stellt sich die Frage, ob HAT F195C/P52C mit geschlossener Disulfidbriicke
Uberhaupt in der Lage ist mit Thrombin Komplexe zu bilden, oder ob die detektierten HCII-
Thrombinkomplexe ausschlie3lich durch die Kontamination mit dem geringen Anteil an
reduzierten Molekilen gebildet wurden.

! Tyagi 1996
2 Lundell & Scheitmiiller 1999
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Die erhaltenen Ergebnisse belegen jedoch klar, dal3 die Ausbildung der Disulfidbriicke bei
HCIIAC F195C/P52C einen stark negativen Einflu3 auf die Fahigkeit der HCII-Variante hat
mit Thrombin in der Abwesenheit von GAGs SDS-stabile Komplexe zu bilden.

Drei Erklarungsmaglichkeiten erscheinen fir diese Beobachtung vorstellbar:

1) Die oxidierte Form von HCNC F195C/P52C wurde bei der kotranslationalen Ausbildung
der Disulfidbrucke in eine unnattrliche Konformation gezwangt, die keine oder nur eine sehr
geringe Aktivitat gegeniber Thrombin besitzt. Gegen diese Argumentation spricht die
Tatsache, dal3 sich die reduzierte Disulfidbriicke -wie unter E.11 beschriebe&itro
reoxidieren lie3. Der Versuch spricht eher dafur, dal3 Cys52 im sauren N-Terminus und
Cys195 am C-terminalen Ende der GAG-Bindestelle sowohl in der reduzierten biologisch
aktiven Form als auch in der oxidierten Form in enger raumlicher Nachbarschaft zueinander
stehen kdénnen und daf? die oxidierte Form sich in ihrer Konformation nicht wesentlich von
der reduzierten Form unterscheiden kann. Fir die HCII-VarianterABGHL95C/P54C und
HCIIAC F195C/S68C wurden keine Reoxidationsexperimente durchgefuhrt, so daf3 fur sie
eine unnatirliche Konformation nicht ausgeschlossen werden kann.

2) Die Ausbildung der Disulfidbriicke zwischen Cys195 und Cys52 hat Uber eine
Konformationsanderung eine Auswirkung auf die reaktive Schleife und das reaktive Zentrum
von HCII. Ausgangspunkt dieser Uberlegung sind Erkenntnisse, die liber die Aktivierung von
AT durch Heparin gewonnen wurden. Die Bindung von Heparin an die Heparin-Bindestelle
von AT (siehe hierzu auch B.5.2) fuhrt zu Konformationséanderungen, die neben dem Bereich
der GAG-Bindestelle auch das 30 Angstrom entfernte reaktive Zentrum von AT betreffen.
Drei Vorgange sind dabei von wesentlicher BedeutuAy Die Bildung einer neuen, aus nur
einer Windung bestehendernHelix P zwischeru—Helix C und D. B) Die Verlangerung der
o—Helix D am carboxyterminalen Ende um sechs Aminosauren bzw. 1,5 Windungen. C) Eine
Konformationsénderung der reaktiven Schleife von einer partiellen Insertion iaFetdtlatt

A zur vollen Exposition und Prasentation degARjininrestes. Die Bedeutung der
Aminosauren in der Verbindungsschleife zwischeflelix D und Strang 2 vofi-Faltblatt A

(S2A) wurde durch die Arbeit von Meagher af. verdeutlicht. Bereits die Deletion einer
einzigen Aminosaure (Alal34) in diesem Bereich, ebenso wie die Deletion gro3erer Bereiche
(Alal134 bis Serl37), hatte starke negative Auswirkungen auf die Aktivierung von AT durch
Heparin. Die Mutation betraf dabei nicht die Basisaktivitat in Abwesenheit von Heparin oder
die korrekte Faltung des Molekiils, sondern die Ubertragung der Konformationsanderung auf
das reaktive Zentrum. Die Autoren gelangten zu dem Schluf3, dal? nicht die Lange der
Verbindungsschleife zwischen-Helix D und S2A der entscheidende Faktor ist, sondern die
prazise Interaktion zwischen Aminosaureresten in dieser Region und anderen Resten, die an
der Konformationsanderung von AT bei der Aktivierung durch Heparin beteiligt sind.
Ubertragen auf HCII wiirde Ala134 im AT Asn194 im HCII entspreéhBie Bedeutung der
Region C-terminal vom—Helix D im AT lat die Vermutung zu, daf} diese Region auch im
HCII eine Funktion fur die Aktivitat des Molekils haben kdnnte. Die Mutation F195C lage
damit genau in diesem kritischen Bereich. Eine kovalente Fixierung am N-Terminus kdnnte
damit moéglicherweise auch einen Einflu® auf das reaktive Zentrum von HCIl haben und die
Basisaktivitat in der Abwesenheit von GAGs zumindest starkt vermindern, wenn nicht sogar
ganz ausschalten. Denkbar scheint in diesem Zusammenhang auch, dal die Mutation F195C
einen Einfluld auf die Aktivierung von HCII durch Dermatansulfat hat (siehe dazu F.7.4).

! Jinet al. 1997, Skinneet al. 1997, Huntingtoret al. 2000 b
2 Meagheret al.2000
® Huber & Carrell 1989
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3) Fur die Basisaktivitat von HCII in der Abwesenheit von GAGs ist nicht ausschlief3lich die
reaktive Schleife von Bedeutung, sondern ebenfalls der saure N-Terminus. Es erscheint
durchaus maoglich, dal3 sich in einem geringen Teil der HCII-Molekulle der saure N-Terminus
spontan und ohne Beteiligung von GAGs aus seiner intramolekularen Interaktion mit der
GAG-Bindestelle 16st und mit Exosite | von Thrombin interagiert. Dieser geringe Anteil von
deutlich "reaktiverem” HCIl konnte wesentlich zur Basisaktivitdt von HCIl in der
Abwesenheit von GAGs beitragen. Ausgehend von den Erkenntnissen Uber die Aktivierung
von AT durch Heparin scheint es zusatzlich ebenso denkbar, dal3 die Konformationsanderung
des N-Terminus von HCII einen Einflu3 auf das reaktive Zentrum ausiben kann. Eine
kovalente Fixierung des N-Terminus wuirde diesen Effekte unterbinden, was zu der
beobachteten minimalen Basisaktivitat von HCII fihren wirde.

Ein Ansatz zur Losung dieser Fragen konnte sein, die Reaktion zwischen HCIl und
Chymotrypsin, die nicht durch GAGs stimuliert wird, fir Wildtyp-HCIl und H(I
F195C/P52C naher zu untersuchen. Sollte die kovalente Fixierung des N-Terminus von HCII
einen EinflulR auf die reaktive Schleife haben, konnte sich dies Uber eine verdnderte
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen HCII und Chymotrypsin manifestieren.

F.7.3 Qualitative Versuche zur Komplexierung der HCII-Varianten mit Thrombin in
der Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat

Zur qualitativen Untersuchung der Komplexierung von HCII-Varianten mit Thrombin in der
Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat wurde die Reaktion in An- oder Abwesenheit
von DTT durchgefihrt (siehe E.10). Mit Ausnahme der drei HCII-Varianten mit zwei neu in
das Molekil eingefligten Cysteinresten waren alle untersuchten HCII-Varianten unabh&ngig
vom Oxidationszustand in der Lage, mit Thrombin in der Gegenwart von Heparin oder
Dermatansulfat SDS-stabile Komplexe zu bilden. Bei den HCII-Varianten AGCII
F195C/P52C, HCAC F195C/G54C und HCAC F195C/S68C konnte bei geschlossener
Disulfidbriicke, auch bei optimalen Konzentrationen von Heparin oder Dermatansulfat bei
einer Komplexierungszeit von 20 Minuten keine Komplexbildung mit Thrombin detektiert
werden. (Es sei angemerkt, daf die Komplexierung zwischen Wildtyp-HCII oder reduziertem
und alkyliertem HCIAC F195C/P52C und Thrombin im Versuch E.13 teilweise bereits nach
75 Sekunden weitgehend abgeschlossen war.) Die Reduktion der Disulfidbriicke stellte die
Fahigkeit der HCII-Varianten wieder her, Thrombin in Gegenwart von Heparin oder
Dermatansulfat effektiv zu inhibieren.

Die Ergebnisse unterstitzen das Modell der HCII-Aktivierung durch GAGs nach dem der N-
Terminus von HCIl und seine Positionsanderung gegentber dem Kern des Molekils eine
kritische Rolle fir den aktivierenden Effekt von Heparin bzw. Dermatansulfat auf die
Reaktion mit Thrombin hat. Zusammen mit den in Abschnitt E.11 erhaltenen Daten, die daftr
sprechen, dal3 sich der N-Terminus der HCII-Variante ACIF195C/P52C aucim vivo in
raumlicher Nahe zur GAG-Bindestelle befindet, unterstitzen die Ergebnisse die
Modellvorstellung, dall GAGs ihre reaktionsbeschleunigende Wirkung Uber eine
Positionsanderung des sauren N-Terminus gegenidber dem Kern des Molekils vermitteln.
Bisherige Veroffentlichungen haben gezeigt, daf’ der N-Terminus von HCII mit der Exosite |
von Thrombin interagieft Die in dieser Arbeit durchgefiihrte kovalente Fixierung des N-
Terminus verhinderte eine Positionsdnderung des N-Terminus und unterband die
reaktionsbeschleunigende Wirkung der beiden GAGs.

! Hortin et al. 1989, Ragget al. 1990 a & b, van Deerlin & Tollefsen 1991, Phillipsal. 1993, Sheehaet al.
1994, Myleset al. 1998
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Die Tatsache, dal} bei geschlossener Disulfidbriicke sowohl bei An-, als auch bei
Abwesenheit von GAGs keine oder nur eine minimale Aktivitat gegeniber Thrombin
detektiert werden konnte, a3t erganzend zur Exposition des N-Terminus ein Modell zu,
nachdem der N-Terminus einen Einflul3 auf das aktive Zentrum von HCII haben kdénnte.
Sofern die Ausbildung der Disulfidbriicke nicht zu einer partiellen oder vollstandigen
Inaktivierung des reaktiven Zentrums beigetragen hat (siehe auch F.7.2), scheint es mdglich,
dal3 die Interaktion zwischen N-Terminus und GAG-Bindestelle sich auch auf das reaktive
Zentrum von HCIl auswirkt. Die Positionsdnderung des N-Terminus bei der Aktivierung
durch GAGs konnte demnach zu einer Konformationsanderung der reaktiven Schleife fiihren,
die mit héherer Effektivitat Thrombin inhibieren kénnte. Umgekehrt wirde die Interaktion
zwischen GAG-Bindestelle und N-Terminus zu einer ungunstigeren Konformation des
reakiven Zentrums fuhren.

F.7.4 Semiquantitative Charakterisierung der HCII-Thrombin-Reaktion in
Anwesenheit von Glykosaminoglykanen

Um abzuschétzen, ob und in wieweit die einzelnen eingefihrten Mutationen sich auf die
Inhibition von Thrombin durch die verschiedenen HCII-Varianten in der Gegenwart von
Heparin oder Dermatansulfat auswirkten, wurden die reduzierten und alkylierten bzw. die
unbehandelten Formen der HCII-Varianten zeitabhdngig mit Thrombin komplexiert. Die
Auswertung erfolgte dadurch, dall nach definierten Zeitpunkten Aliquots der
Komplexierungsansatze enthommen wurden und der prozentuale Anteil der entstandenen
HCIl-Thrombin-Komplexe gegenuber dem Anteil an nicht komplexiertem HCIl nach
Western-Blot und Chemilumineszenz-Detektion auf den entwickelten®HEgperfilmen
densitometrisch bestimmt wurde (siehe E.13). Die erhaltenen Daten bestatigten die bereits
diskutierten qualitativen Ergebnisse, nachdem der N-Terminus von HCII eine wichtige Rolle
fur die Aktivierung von HCIl durch GAGs hat. HQIC F195C/P52C zeigte bei
geschlossener Disulfidbriicke keine mel3bare Reaktion mit Thrombin. Die Reduktion und
Alkylierung der Disulfidbriicke tberfuhrte die HCII-Variante in die Lage Thrombin effektiv

zu komplexieren. Die anderen HCII-Varianten zeigten in der Gegenwart von Heparin oder
Dermatansulfat eine Komplexbildung mit Thrombin, die weitgehend unabhéngig vom
Reduktion und Alkylierung war.

Ein unerwartetes Ergebnis war die Auswirkung der Mutation F195C. NeberEE195C

und HCIAC F195C/P52C zeigte auch HCIl F195C, eine HCII-Variante, welche als einzige
Mutation den Austausch von Phel95 gegen Cys besitzt, in Gegenwart von Dermatansulfat
eine verlangsamte Reaktion mit Thrombin. Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dai3
Phel95 eine Funktion bei der Dermatansulfat-beschleunigten Reaktion zwischen HCII und
Thrombin hat. Es sei angemerkt, da? die Heparin- und Dermatansulfat-Bindestellen nur
partiell Gberlappen, und dal3 zumindest Teile der Dermatansulfat-Bindestelle sich weiter am
C-terminalen Ende dex—Helix D, also in der Nachbarschaft von Phel95 befinden (siehe
B.5.2).

Zwei Funktionen des Phenlyalaninrestes erscheinen denkbar:

1) Phel95 ist direkt an der Interaktion mit Dermatansulfat beteiligt. Dies erscheint jedoch
aufgrund des hydrophoben Charakters der Seitenkette und des stark anionischen Charakters
von Dermatansulfat weniger wahrscheinlich.

2) Phel95 hat eine Funktion bei der Umsetzung der reaktionsbeschleunigenden Wirkung von
Dermatansulfat. Die grof3e, sperrige und hydrophobe Seitenkette der Phenylalanins kénnte
hier einen Einflul3 auf die dreidimensionale Konformation der Verbindungsschleife zwischen
o—Helix D und Strang 2 im Faltblatt A (S2A) oder fur die korrekte Konformation der
Dermatansulfat-Bindestelle haben. Fur AT wurde -wie bereits unter F.7.2 beschrieben-
gezeigt, dal’ der Molekiilbereich zwischerHelix D und S2A eine wichtige Funktion bei der
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Umsetzung der Heparin-induzierten Konformationsanderung im AT Hatlem wurde fir

AT postuliert, dalR weniger die Lange der Schleife in diesem Bereich, als vielmehr die
Interaktion definierter Reste untereinander fur die Umsetzung der Konformationsdnderung
von Bedeutung seien kdnnte. Der signifikant negative EinfluR der Mutation F195C, welche
genau in dieser Verbindungsschleife zwischenHelix D und S2A liegt, auf die
Dermatansulfat-katalysierte Reaktion von HCII mit Thrombin &3t einen &hnliche Bedeutung
diese Molekulbereichs auch fiur HCIl mdglich erscheinen. Interessanterweise ist die C-
terminale Halfte deo—Helix D und der Ubergang in S2A bei allen bislang untersuchten
HClIs aus verschiedenen SpeZi@densch, Maus, Ratte, Kaninchen, Huhn, Frosch) auf einer
Lange von 17 Aminosauren absolut identisch. Alternativ kdnnte Phe195 auch eine Funktion
fur die Freisetzung des N-Terminus haben. Unterstiitzt werden diese Uberlegungen durch die
Veréffentlichung von Liawet al®, die anhand von Fluoreszenzmarkierungsexperimenten
gezeigt haben, dall Dermatansulfat in einem gréReren Ausmald Konformationsédnderungen im
HCIl induziert als Heparin.

Die Bedeutung von Phel95 ist in der Literatur bislang nicht erwahnt worden. Es ware
interessant zu untersuchen, in welcher Art und Weise Phel95 fir die HCII-Aktivierung durch
Dermatansulfat von Bedeutung ist, beispielsweise indem anhand der Mutation zu Tyr oder
Trp untersucht wird, ob die Gré3e der Seitenkette von Relevanz ist, oder ob die Deletion der
Aminosaure, ahnlich wie beim AT die Deletion von Alal34, die Aktivierung durch GAGs
stark negativ beeinfluf3t.

Die erhaltenen Ergebnisse sind, bedingt durch die verwendeten Methoden, mit einem
gewissen Grad an Ungenauigkeit behaftet:

Die Bestimmung der HCII-Konzentration erfolgte semiquantitativ tiber Western-Blots gegen
eine Verdunnungsreihe aus Standard-Humanplasma als Standard. Der Effekt der
Ungenauigkeit bei der Konzentrationsbestimmung ist jedoch nicht so stark, da zur
Auswertung das Verhaltnis von komplexiertem HCII zu nicht komplexiertem HCII bestimmt
wurde.

Die Hauptquelle der Ungenauigkeit durfte in der nicht kontrollierbaren Effizienz des Western-
Blots und bei der Entwicklung der EElHyperfilme liegen. Um standardisierte Bedingungen

zu schaffen, wurden die EE€tHyperfilme bei allen Versuchen einheitlich lange belichtet.
Eine Schwache der verwendeten Methode ist jedoch, dal es keine lineare Beziehung
zwischen Belichtungsdauer und Schwarzung der EByperfilme gibt. Bei langerer
Belichtung nehmen schwache Banden weiterhin an Intensitat zu, wahrend der Rontgenfilm
Uber starken Banden bereits nach kurzer Zeit vollstandig belichtet ist. Analoges gilt fur die
Entwicklungsdauer in Entwicklerbad: Wahrend schwache Banden bei langerer Entwicklung
an Intensitat gewinnen sind starke Banden bereits nach kirzerer Zeit vollstandig angefarbt.
Die Entwicklungsdauer in Entwicklerbad lie3 sich jedoch nicht standardisieren, da
unterschiedlich lange entwickelt werden muf3te, um Banden sichtbar zu machen.

Die Ungenauigkeit der Methode ist auch an den z.T. recht gro3en Abweichungen vom
Mittelwert zu erkennen. Insgesamt sollten die erhaltenen Daten daher als semiquantitative
Ergebnisse eingestuft werden, die aber durchaus in der Lage sind, klare Tendenzen, wie
beispielsweise die Folgen der Mutation F195C zu zeigen.

Ein weiteres Ergebnis war die Tatsache, dal3 die Alkylierung der HCII-Varianten anscheinend
zu unspezifischer Schadigung des HCII-Molekiils gefuhrt hat (siehe hierzu auch F.7.2), was
sich darin &ufRerte, daf’, mit Ausnahme von HCII F195C und AMICH195C/P52C, alle
alkylierten HCII-Varianten, inclusive der Cystein-freien Mutante HCII langsamer

! Meagheret al. 2000
2 Ragg 1986, Westrup & Ragg 1994, Zhangl. 1994, Sheffielcet al. 1994, Colwell & Toleffsen 1998
® Liaw et al. 1999
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reagierten als die unbehandelten Formen. Sofern die Ausnahme bei HCIl F195C nicht auf die
Ungenauigkeit der Methode zurtickzufiihren ist, kbnnte es daran liegen, da HCIl F195C
einzeln reduziert, alkyliert und Gber Mikrokonzentratoren umgepuffert wurde, wahrend dies
fur alle anderen Varianten parallel erfolgte. Fir HCIl F195C drfte dies dazu gefuhrt haben,
dal3 die Umpufferung deutlich schneller durchgefiihrt wurde, was zu einem kirzeren Kontakt
mit lodacetamid fuhrte.

Eine mdgliche Beeinflussung der Komplexierungsreaktion durch Reste von lodacetamid
erscheit unwahrscheinlich, da die Proben nach der Aklyierung zwei mal mit Hilfe von
Mikrokonzentratoren auf cd/s-Volumen eingeengt wurden und anschlieBend mit frischem
lodacetamid-freiem Puffer auf ihr Ausgangsvolumen aufgefullt wurden. lodacetamid, welches
fur die Alkylierungsreaktion 15 mM in die Reaktion eingesetzt wurde, wurde hierduch auf ca.
Y500 seiner Ausgangkonzentration verdiinnt (siehe hierzu D.2.5.5).

Fiar nachfolgende Experimente sollte die Alkylierungsprozedur jedoch nochmals optimiert
werden, beispielsweise durch kirzere Inkubationszeiten und/oder geringere lodacetamid-
konzentrationen.

Die Proben, welche fur die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung
verwendet wurden, waren nach der Alkylierung, ungleich den hier verwendeten Proben, Uber
Heparin-Sepharose partiell gereinigt worden (siehe hierzu F.7.5).

F.7.5 Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung

Um quantitative Aussagen Uber die reaktionsbeschleunigende Wirkung von Heparin und
Dermatansulfat auf die Reaktion zwischen Wildtyp-HCIl bzw. KACIIF195C/P52C und
Thrombin zu erhalten, wurden die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung bestimmt (siehe
E.15). Fur Wildtyp-HCIl wurden sowohl in der Abwesenheit, als auch in der Anwesenheit
von Heparin oder Dermatansulfat Geschwindigkeitskonstanten erhalten, die mit Daten aus
Literaturverdffentlichungen tbereinstimnierin diesen Experimenten konnte kein negativer
Effekt durch Reduktion und Alkylierung beobachtet werden. Sofern dies nicht im Rahmen der
MelRungenauigkeit der Methode zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten liegt (siehe
dazu spater), konnte es eine Folge der unterschiedlichen Reinigungsstrategien sein. Die
Proben, die fur die semiquantitativen Western-Blot-Experimente verwendet wurden (siehe
E.13), wurden nach der Alkylierung tber Mikrokonzentratoren konzentriert, umgepuffert und
dabei partiell gereinigt. Die Proben, welche fur die Bestimmung der Geschwindigkeits-
konstanten 2. Ordnung verwendet wurden, wurden nach der Alkylierung mittels FPLC Uber
Heparin-Sepharose partiell gereinigt. Bei der Alkylierung von Cysteinresten mit lodacetamid
konnen als Nebenreaktionen andere Aminoséurereste wie Methionin, Histidin und Lysin
unspezifisch alkyliert werdén was zu Proteinschadigung filhren kann. In der GAG-
Bindestelle von HCII sind zwei Lysinreste vorhanden (siehe B.5.2). Es erscheint moglich, dafd
eine unspezifische Alkylierung dieser Reste die Affinitat gegeniber Heparin-Sepharose
beeinflul3t hat, so daf’ dieses partiell geschadigte Material mit den modifizierten Lysinresten
bei der affinitatschromatographischen Reinigung weniger stark an die Saulenmatrix gebunden
hat und bei der Reinigungsprozedur abgetrennt wurde.

HCIIAC F195C/P52C zeigte, wie bereits unter E.10 und E.13 gezeigt, bei geschlossener
Disulfidbriicke sowohl in der Gegenwart, als auch in der Abwesenheit von GAGs keine
melbare Aktivitdt gegeniiber Thrombin. Nach Reduktion und Alkylierung reagierte die HCII-
Variante in Gegenwart von Heparin oder Dermatansulfat mit Thrombin. Die Dermatansulfat-
katalysierte Reaktion war dabei im Vergleich zu Wildtyp-HCII, wie unter E.13 gezeigt,
vermutlich aufgrund der Mutation F195C deutlich verlangsamt. Bei der Heparin-katalysierten

! Tollefsenet al. 1982, Tollefseret al. 1983, Pratet al. 1989, Haret al. 1997, Liawet al. 1999
2 Lundell & Scheitmiiller 1999
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Reaktion wurde allerdings ebenfalls eine um den Faktor 3,8 verlangsamte Reaktion im
Vergleich zu Wildtyp-HCII beobachtet. Der Grund hierfir konnte nicht festgestellt werden.
Es ware jedoch nicht sehr tUberraschend, wenn der Austausch von funf Aminosauren zu einer
Beeinflussung der HCII-Aktivitat fuhren wirde. Denkbar wéare auch ein, bei den vorher
beschriebenen Versuchen nicht erkannbarer Einflu der Mutation F195C.

Die Bestimmung der Aktivitat von HCAIC F195C/P52C in der Abwesenheit von GAGs
stellte ein grofRes Problem dar. Abschnitt E.14 hatte bereits gezeigt, da? das reduzierte und
alkylierte HCIWC F195C/P52C-Material in der Abwesenheit von GAGs deutlich langsamer
mit Thrombin reagierte als die reduzierte und alkylierte Form von Wildtyp-HCIIl. Sofern die
oxidierte Form von HCAC F195C/P52C uberhaupt in der Lage ist mit Thrombin zu
reagieren (siehe hierzu F.7.2), geschah dies mit nochmals deutlich geringerer Effizienz als bei
der reduzierten und alkylierten Form.

In der Abwesenheit von BSA als Schutzprotein fur Thrombin konnte fur A€CII
F195C/P52C keine Aktivitdt ohne GAGs gemessen werden, da das Thrombin Uber die lange
Inkubationsdauer zu instabil war. (Ein Vorversuch hatte gezeigt, dal3 die Thrombinaktivitat
bei langer Inkubationzeit in proteinfreier Lésung deutlich abnimmt (nicht dargestellt).) Bei
Verwendung von BSA als Schutzprotein konnte fur die reduzierte und alkylierte Form eine
Thrombinhemmung gemessen werden, die/galer Aktivitat von Wildtyp-HCIl ohne BSA-
Zugabe betrug. BSA hatte allerdings eine reaktionsbeschleunigende Wirkung auf die Reaktion
von Wildtyp-HCII und Thrombin in Abwesenheit von GAGs. Der Grund hierfir konnte nicht
ermittelt werden. In Literaturveréffentlichungen wurde teilweise mit BSA-Zugabe gearbeitet
ohne daR dieser Effekt beschrieben wlrdEenkbare Griinde kdnnten mangelnde Reinheit
des verwendeten BSA oder die nur partielle Reinigung von HCII sein. Die grundsatzliche
Fahigkeit der reduzierten und alkylierten Form von HACIIF195C/P52C zur Reaktion mit
Thrombin in der Abwesenheit von GAGs war jedoch bereits unter E.14 gezeigt worden. Fir
die oxidierte Form von HCNC F195C/P52C konnte auch bei BSA-Zugabe keine Hemmung
von Thrombin in Abwesenheit von GAGs festgestellt werden. Bei Betrachtung von
Abbildung 62 laR3t sich abschatzen, dal3 die oxidierte Form vorAGHIL95C/P52C, sofern

die detektierten HCII-Thrombinkomplexe Uberhaupt der oxidierten Form von AKCII
F195C/P52C zugeordnet werden kénnen (siehe hierzu F.7.2), nl4s dar Aktivitat zeigte

wie die reduzierte und alkylierte Form. Geht man von dieser Aktivitat auch bei der
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung aus, so war die verbleibende
Restaktivitat so gering, dafd sie mit dem hier durchgeftihrten Test nicht mehr zu messen warr,
sondern im "Hintergrundrauschen" unterging.

Es mul3 angemerkt werden, da3 die gemessenen Geschwindigkeitskonstanten mit einer
gewissen Ungenauigkeit behaftet sein durften. Zum einen wurde die HCII-Konzentration tber
ELISA bestimmt, welcher weniger genau ist als die photometrische Konzentrations-
bestimmung von hochreinem Material Gber den molaren Extinktionskoeffizienten. Zum
anderen ist das Material nur partiell aufgereinigt worden, so dal3 Einflisse von anderen
Komponenten auf die Reaktionsgeschwindigkeit nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
Sowohl die ausschlieBliche Verwendung von Heparin-Sepharose zur partiellen HCII-
Reinigung, als auch die Konzentrationsbestimmung tber ELISA sind fir die Bestimmung von
Geschwindigkeitskonstanten in der Literatur jedoch bereits beschrieben tvdenweitere

Quelle fur Ungenauigkeiten waren die z.T. sehr kurzen Reaktionszeiten von nur funf
Sekunden, die sehr schnelles Pipettieren erforderten. Die Schwankungen zwischen
verschiedenen Einzelmessungen einer Melreihe lassen sich an den errechneten
Standardabweichungen abschéatzen. Bei den meisten Melreihen Dbetrug die
Standardabweichung weniger als 15 % der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten. Bei zweli

! Ciacciaet al. 1997 a
2 Derechiret al. 1990, Ciacciat al. 1997 a
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MeRreihen traten jedoch Werte von 30% und mehr auf. Zum Ausgleich dieser

Ungenauigkeiten wurden bei den meisten MelRreihen mindestens acht Einzelmessungen
durchgefuhrt und die Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung aus den Mittelwerten

errechnet.

F.8 Resumé

Die vorliegende Arbeit stitzt die Aussage, dald der saure N-Terminus von HCII eine kritische
Rolle bei der Beschleunigung der Reaktion zwischen HCII und Thrombin durch Heparin bzw.
Dermatansulfat hat. Die kovalente Fixierung des N-Terminus am Kern des Molekuls tber
eine Disulfidbriicke verhinderte die Beschleunigung der Reaktion durch die beiden GAGs.
Die Reduktionen der Disulfidbriicke stellt diese Fahigkeit wieder her. Die Tatsache dal3 die
reduzierte Disulfidbriicke in HCAC F195C/P52C reoxidierbar ist deutet darauf hin, dal? die
oxidierte Form von HCAC F195C/P52C mit geschlossener Disulfidbriicke zumindest eine
ahnliche Konformation aufweist, wie die reduzierte, biologisch aktive Form. Zudem
unterstutzt sie das Modell, nach dem der saure N-Terminus in Abwesenheit von GAGs mit
der basischen GAG-Bindestelle interagiert. Ein weitgehende Inaktivierung von HCII durch
die neu eingefiuhrte Disulfidbricke konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden aufgrund der
(sofern Uberhaupt vorhanden) nur minimalen Reaktion mit Thrombin bei geschlossener
Disulfidbriicke. Die vorliegenden Daten unterstiitzen die Modellvorstellung, nach der eine
Positionsanderung des N-Terminus gegentber dem Kern des Molekils ein essentieller
Bestandteil der Aktivierung von HCII durch GAGs ist.

Die erhaltenen Ergebnisse, sowohl die stark negative Wirkung der kovalenten Fixierung des
N-Terminus auf die HCII-Aktivitat in Abwesenheit von GAGs, als auch die Folgen der
Mutation F195C deuten darauf hin, dald die Funktion der Verbindungsschleife zwischen
o—Helix D und S2A bislang nicht ausreichend untersucht wurde. Mdglicherweise ist sie fur
die Aktivitat von HCII und/oder die Aktivierung durch GAGs, ahnlich wie bei AT, durch eine
Wirkung auf das reaktive Zentrums von wesentlicher Bedeutung.

F.9 Ausblick

Die innerhalb dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse geben Anstol3 zu einigen neuen Fragen. Ein
wesentlicher Punkt ist die Frage, welche Folgen die neu eingefiihrte Disulfidbriicke auf die
Aktivitat von HCIIAC F195C/P52C hat. Die Mdglichkeit die reduzierte Disulfidbriimke

vitro zu reoxidieren deutet zwar darauf hin, daf} N-Terminus und GAG-Bindestellenauch
vivo in &hnlicher raumlicher Konformation zueinander stehen, die geschlossene
Disulfidbriicke hatte jedoch einen stark negativen Einflu auf die Reaktion zwischen HCII
und Thrombin auch in Abwesenheit von GAGs. Mit den durchgefuihrten Versuchen konnte
nicht zweifelfrei gezeigt werden, ob HAIL F195C/P52C im oxidierten Zustand noch in der
Lage ist, mit Thrombin zu reagieren. Fur die Klarung dieser Frage empfielt es sich, die
Reaktion zwischen HCAIC F195C/P52C und Chymotrypsin, welche nicht durch GAGs
katalysiert wird, und bei der der N-Terminus wahrscheinlich nicht mit der Protease
interagiert, néher zu untersuchen. Sofern die Ausbildung der Disulfidbriicke einen Einfluf auf
das reaktive Zentrum von HCIl hat, sollte sich dies bei der Reaktion mit Chymotrypsin
manifestieren. Eine interessante Frage ware auch, wie die Ausbildung einer Disulfidbrticke,
die sich deutlich entfernt von reaktiven Zentrum befindet, sich auf dieses auswirken kann. Da
die verbleibende HCII-Restaktivitdt, sofern vorhanden, in der Abwesenheit von GAGs
allerding sehr gering ist, wird es wichtig sein, mogliche Stérfaktoren zu minimieren. Hierzu
sollten die untersuchten HCII-Varianten bis zur Homogenitat aufgereinigt werden, was fir
HCIIAC F195C/P52C wahrscheinlich mit einer Uberarbeitung der bisherigen Aufreinigungs-
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strategie verbunden sein wird. Zudem wird es wichtig sein, den vorhandenen geringen
reduzierten Anteil innerhalb der Proben mit neu eingeflhrter Disulfidbricke durch
Reoxidation zu eliminieren und dies quantitativ zu dokumentieren.

Ein unerwartetes Ergebnis war die Wirkung der Mutation F195C. Bisherige Arbeiten hatten
sich nur auf die Untersuchung der GAG-Bindestelle, vorwiegend durch Mutation der
basischen Aminosauren konzentriert. Die Mutation F195C hat gezeigt, dal3 fur die
Aktivierung von HCII durch GAGs mehr als nur die bislang charakterisierte Interaktion von
sauren und basischen Ladungen von Bedeutung ist, sondern auch Elemente in der
Verbindungsschleife zwischea—Helix D und S2A beinhaltet. Es wird interessant sein
herauszufinden, ob Phel95 "nur" an der Aktivierung durch Dermatansulfat beteiligt ist, oder
ob die Verbindungsschleife zu S2A, ahnlich wie beim AT, EinfluR auf die Konformation des
reaktiven Zentrums von HCII hat. Die Bedeutung, die diese Region im AT-Molekul hat, und
die Tatsache dal eine Mutation in dieser, bei verschiedenen Spezies streng konservierten
Region sich auch beim HCII negativ auf die Reaktionsbeschleunigung durch Dermatansulfat
auswirkt, lassen die zweite Moglichkeit plausibel erscheinen. Denkbar ware, dal3 sich die
Bindung von GAGs und die Positionsédnderung des N-Terminus auch auf das reaktive
Zentrum von HCII auswirkt. Ein Ansatz zur Klarung dieser Frage waren Punktmutationen
oder Deletionen in diesem Bereich.

Viele bisherige Veroffentlichungen uber die Funktionsweise von HCIl haben sich auf die
Untersuchung geladener Reste beschrankt. Die Erkenntnis, daf3 eine unpolare, aromatische
Aminosaure fir die Interaktion mit einem Polyanion wichtig ist, zeigt, dal3 die Bedeutung des
Umfeldes oder anderere Reste nicht unterschatzt werden sollte. Weitere Kandidaten fur
Untersuchungen, welche in diese Richtung gehen, sind Phe67 und Lys65. Von Phe67 wurde
gezeigt, dal’ sich seine Mutation zu Val stark negativ, sowohl auf die Heparin-, aus auch auf
die Dermatansulfat-katalysierte Reaktion ausvirkiteressant ist ebenfalls die Frage, warum

bei allen bislang untersuchten Spezies Lys65 als basische Aminosaure zwischen der
Akkumulation von negativ geladenen Aminosduren in den beiden sauren Blocke des N-
Terminus konserviert ist.

Die Ausbildung von drei alternativen Disulfidbricken war ein weiteres unerwartetes
Ergebnis. Es drfte interessant sein zu testen, ob sich auclth\GE195C/G54C und
HCIIAC F195C/S680n vitro reoxidieren lassen. Sollte dies der Fall sein, wiirde es dafur
sprechen, dal3 auch diese HCII-Varianten bei der kotranslationalen Faltung in ER nicht in eine
unnaturliche Konformation gezwéngt wurden. In diesem Fall mifdte dariber nachgedacht
werden, ob das bestehende Modell der Interaktion von N-Terminus und GAG-Bindestelle in
Abwesenheit von GAGs nicht zu starr ist, oder ob N-Terminus und GAG-Bindestelle tuber
alternative Salzbruicken variabel miteinander interagieren kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen eine HCII-Variante zu schaffen, die Uber
einer "Anschaltmechanismis” verfligt. Die weitgehend inaktive oxidierte Form vomacili
F195C/P52C kann durch die Reduktion der Disulfidbriicke aktiviert werden. Dies kann einen
Ansatz zur weiteren Untersuchung der HCII-Funktion bieten.

! Ragg 1990 a
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H.1 cDNA- und Aminosauresequenz von HCII
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Abbildung 63: cDNA- und Aminoséuresequenz von HCII

aus: Ragg, H. (1986) A new member of the plasma protease inhibitor familiy. Nucleic Acid<iR&%3-1088
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H.2 Abkirzungsverzeichnis

A Adenosin

Ak Antikorper

AlwNI Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

Amp Ampicillin

Aod Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

AP alkalische Phosphatase

APC Aktiviertes Protein C

AS Aminosaure(n)

AT Antithrombin

ATCC American Type Culture Collection (http://www.atcc.org)
ATP Adenosintriphosphat

BanH]I Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyphosphat

BGH bovines Wachstumshormon (engl.:bovine groth hormone)
bla Gen de3-Laktamase, welches Resistenz gegen Ampicillin und Carbenicillin vermittel
Bp Basenpaare (engl.: basepairs)

BSA Rinder Serum Albumin (engl.:bovine serum albumin)

C Cytosin

°C Grad Celsius

cDNA complementary DNA (engl.) auch: copy-DNA

CHO chinese hamster ovary (engl.) Zellinie aus Goldhamster
CHO DUKX B1 | CHO Zellinie (ATCC Nr.: CRL-9010)

CMV Cytomegalovirus

Col E1 ori bakterieller Plasmid-Replikationsursprung

COS CV1 Origin SV40, Zellinie der afrikanischen grinen Meerkatze
COS7 COS-Zellinie (ATCC Nr.: CRL-1651)

CTP Cytosintriphosphat

d Desoxy-

Da Dalton, Masseneinheit; entspricii, der Masse eines C-Atoms. 1Bal,66 107’ kg
DAPI 4-6-Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid

dcm DNA-Methylase, die Cystosinreste in der Sequenz CC(A/T)GG methyliert
dd Didesoxy-

dH,0 demineralisiertes, autoklaviertes Reinstwasser

DHFR Dihydrofolatreduktase

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)
Dral Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

dsDNA doppelstrangige DNA (engl.: double stranded DNA)

DTE Dithioeritol

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemiluminescence (engl.)

ECM extrazellulare Matrix

EcaRl Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzymimmunassay (engl.:enzyme linked immunosorbent assay)
ER endoplasmatisches Retikulum

et al. et alii (lat.: und andere)

f Femto-, 10°

f1 ori Replikationsursprung des f1-Phagen

FCS fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography (engl.)

g Gramm

G Guanosin
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g Erdbeschleunigung, g = 9,80665 /s

G418 Aminoglykosid-Antibiotikum, welches die Funktion der eukaryotischen S80 Untereinh
der Ribosomen stort.

GAG /| GAGs Glycosaminoglycan / Glycosaminoglycane

GSSG oxidiertes Gluthathion

GTP Guanosintriphospaht

HCII Heparinkofaktor Il (engl.: Heparin Cofactor Il)

HepG2 human Hepatozyten-Karzinom-Zellinie (ECACC Nr.: 85011430)

Hindlll Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

HIV humanes Immundefizient Virus

HMW ProteingrofRenmarker HMW (engl.: high molecular weight)

HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horse radish peroxidase)

IAM lodacetamid

19G Immunglobulin G

Ins/Trans Insulin-Transferrin

IPTG Isopropyl$-D-thiogalactosid

ITP Inosintriphosphat

k Kilo-, 10°

ko Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung, Einheit: /min™

kB Kilobasen

kDa Kilodalton

I Liter

lac Z Gen, welches fUp-Galactosidase kodiert

LM VIII DNA-Langenstandard VII (engl.: DNA Molecular Weight Maker VIII)

LM X DNA-Langenstandard 1 kB DNA Leiter (LM X)

LMW ProteingroRenmarker LMW (engl.: low molecular weight)

LRP lipoprotein-receptor-related protein (engl.)

M Molar

m Milli-, 107

U Mikro-, 10°

M13 ori Replikationsursprung des Phagen M13

MCS multiple Klonierungsstelle (engl.: multiple cloning site)

min Minuten

Mops Morpholinopropansulfonsaure

MRNA Boten-RNA (engl.: messanger ribonucleic acid)

Msd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

MWCO Trenngrenze einer Filtrationsmembran in kDa (engl.: molecular weight cutoff)

n Nano-, 10

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Ncd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

Ndd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

NTP Nukleosidtriphosphat

ODy im Optische Dichte einer Losung bei einer Wellenlange von x nm

ori Replikationsursprung eines Vektors (engl.: origin)

p Pico-, 10°

p.A. zur Analyse (lat.: pro analysis)

PAA Polyacylamid

PAI-1 Plasminogen-Activator-Inhibitor-1

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

PDB Protein Data Bank

PEG Polyethylenglycol

PEG8000 Polyethylenglycol mit einem Molekulargewicht von 8000 Da

Pen/Strep Penicillin-Streptomycin

PfIMI Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

pMBL1 ori bakterieller Replikationsursprung

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Pst Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

Pvul Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

pWTBIl Shuttle Vector pCDM8 mit HCII-cDNA irSad-Schnittstelle

eit
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Rcd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

RNA Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)

Rsd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

RT Raumtemperatur

S2A Strang 2 vorg-Faltblatt A

SA Streptavidin

Sal Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

SAP Shrimps alkalische Phospatase

Scd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

sec Sekunden

Serpin Serin-Protease-Inhinitor

Smad Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

Srfl Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

ssDNA einzelstrangige DNA (engl.: single stranded DNA)
sup F amber-Suppressor tRNA-Gen

SV40 ori Replikationsursprung des SV40-Virus

T Thymidin

T175-Flaschen

Zellkulturflaschen mit einer Kultivierungsoberflache von 175 cm

T7-Promotor

Promotor des Bakteriophagen T7

TEMED N’,N",N",N"-Tetramethylethylendiamin

TF tissue factor (engl.: Gewebefaktor)

TFPI tissue factor pathway inhibitor (engl.)

TMB Tetramethylbenzidin

t-PA Gewebetyp-Plasminogen-Aktivator (engl.: tissue-type-plasminogen-activator)
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TTP Thymidintriphosphat

U Units

U.N. Uber Nacht

u-PA Urokinasetyp-Plasminogen-Aktivator (engl.: urukinase-type-plasminogen-activator)
UpM Umdrehungen pro Minute

USP United States Pharmacopoeia (engl.)

uv untraviolett

viv Volumen je Volumen (engl.: volume per volume)

VLDLR very-low-density-lipoprotein-receptor (engl.)

wiv Gewicht pro Volumen (engl.: weight per volume)

w/w Gewicht pro Gewicht (engl.: Weight per weight)

WT Wildtyp

Xhd Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

Xmn Restriktionsendonuklease siehe D.1.4.1

H.3 Aminosauren und ihre Abklrzungen

Alanin (Ala, A)

Glutamin (GIn, Q) Leucin (Leu, L) Serin (Ser, S)

Arginin (Arg, R)

Glutaminsaure (Glu, E) Lysin (Lys, K) Threonin (Thr, T)

Asparagin (Asn, N)

Glycin (Gly, G) Methionin (Met, M) Tryptophan (Trp, W)

Asparaginsaure (Asp, D)

Histidin (His, H) Phenylalanin (Phe, F) Tyrosin (Tyr, Y)

Cystein (Cys, C)

Prolin (Pro, P) Valin (Val, V)

Isoleucin (lle, 1)

Tabelle 31: Aminosduren und ihre Abklrzungen im 3-Buchstabencode bzw. 1-Buchstabencode
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H.4 Ubersicht tiber untersuchte rekombinate HCII-Varianten

HCIl-Variante Wildtypaminosauren bzw. geénderte Aminosauresequenzen
der HCII-Varianten

Wildtyp-HCII P52, G54, S68, F195, C273, C323, C467

HCIl F195C P52, G54, S68,195C, C273, C323, C467

HCIIAC P52, G54, S68, F195§,273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C P52, G54, S68;195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/P52C P52C, G54, S68F195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/G54C P52,G54C, S68,F195C, C273S, C323S, C467S

HCIIAC F195C/S68C P52, G54S68C, F195C, C273S, C323S, C467S

Tabelle 32: Merkmale der untersuchten HCII-Varianten. Der jeweils zuerst angegebene Buchstabe kennzeichnet
die Ursprungsaminosaure, die Zahl die Aminosaureposition im reifen HCIl und der 2. Buchstabe, sofern vorhan-
den, die neu eingefiihrte Aminosaure. (Beispi@B5C. Phe195 mutiert zu Cys195) (siehe auch H.1)
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Allosteric activation of heparin cofactor Il in the presence of heparin or dermatan sulfate:
demonstration of the mechanism using a reversible molecular switch.
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