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1. Einleitung

In den vergangenen zehn Jahren konnte die Sterblichkeit bei Patienten mit aku-
tem Myokardinfarkt durch interventionelle und medikamentése Therapieverfahren
um ca. 30% gesenkt werden. Neben der perkutanen transluminalen Koronarangio-
plastie (PTCA) hat sich die medikamentose Therapie mit Fibrinolytika, speziell
Plasminogenaktivatoren, zur schnellen Rekanalisation thrombotisch verschlosse-
ner Koronargefalle bewahrt. Durch die Schadigung der GefalRwand bei der Angio-
plastie entsteht allerdings ein hohes prokoagulatorisches Potential am verengten
Gefalabschnitt. Deshalb ist der unterstitzende Einsatz von Antikoagulantien zur
Verhinderung einer Reokklusion sinnvoll, wobei Plattchenfunktionshemmern und
Hemmstoffen des Thrombins eine besondere Bedeutung zukommt (Turpie et al.
1995). Die Hemmung der Thrombinwirkung ist mdglicherweise auch ein entschei-
dender Ansatzpunkt fur die Pravention der Restenose (Baykal et al. 1995, Gallo et
al. 1998).

Die Serinproteinase Thrombin ist das Schlisselenzym der Gerinnungskaskade
und katalysiert die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, welches unter Wirkung
von Gerinnungsfaktor Xl durch Quervernetzung stabilisiert wird. Thrombin akti-
viert zudem andere Gerinnungsenzyme wie Faktor Xlll, die Gerinnungsfaktoren
VIl und V sowie Protein C. Es kann bereits in sehr geringen Konzentrationen re-
zeptorvermittelte zellulare Effekte an Endothelzellen und Thrombozyten induzieren
(Glusa 1992). Die Klonierung und Expression des Thrombinrezeptors ertffnete
neue Maoglichkeiten zur Untersuchung der zellularen Thrombinwirkung bei der Pa-
thogenese von GefalRerkrankungen (Coughlin et al. 1992). Beim Menschen wur-
den Thrombinrezeptoren in gesunden Gefalken vorwiegend auf Endothelzellen
nachgewiesen, dagegen waren sie in arteriosklerotischen Gefallbezirken auch in
glatten Muskelzellen der Intima und in Makrophagen nachweisbar. Die thrombin-
induzierte Proliferation glatter Muskelzellen scheint in kausalem Zusammenhang
mit dem Auftreten einer Restenose nach erfolgreicher Thrombolyse zu stehen
(Schwartz et al. 1995). Zur Auslosung der zellularen Effekte ist proteolytisch akti-
ves, d.h. gerinnungsaktives, Thrombin erforderlich, das bei Thrombolyse oder aus
wandstandigen Thromben freigesetzt werden kann (Weitz 1995).



1.1. Thrombininhibitoren

Zur antithrombotischen Therapie werden bislang vorzugsweise Heparine und
Cumarine eingesetzt. Mit niedermolekularen synthetischen direkten Thrombininhi-
bitoren kdonnten auch bei enteraler Resorption therapeutische Plasmakonzentrati-
onen erreicht werden. Die pharmakokinetischen und -dynamischen Eigenschaften
dieser niedermolekularen Thrombinhemmstoffe sowie deren Thrombinspezifitat
sind bisher noch nicht zufriedenstellend (Hauptmann & Stlrzebecher 1999). Zu
hochwirksamen gerinnungshemmenden Substanzen gehoren auch rekombinante
Peptide und Proteine, die sich von naturlichen Wirkstoffen hamatophager Tiere
ableiten (Tab. 1).

Tabelle 1: Thrombininhibitoren aus blutsaugenden Tieren (Markwardt 1994c)

Spezies Stoff Molekulargewicht Gen kloniert

Pferdefliegen

Tabanus bovinus Tabanin 7 kDa
Zecken
Ixodes ricinus Ixin 6,5 kDa
Egel
Hirudo medicinalis Hirudin 7 kDa +
Hirudinaria manillensis Bufrudin 7 kDa +
Haemadipsia sylvestris Haemadin 5 kDa +
Wanzen
Rhodnius prolixus Prolixin / Rhodniin 11 kDa +
Triatoma infestans Triatomin
Triatoma pallidipennis Pallidipin / Triabin 18 kDa
Eutriatoma maculata Reduviin / Maculatin

Bisher sind solche Thrombininhibitoren aus Insekten, Egeln, Schlangengiften
und Pflanzen isoliert und charakterisiert worden (Noeske-Jungblut et al. 1995,
Markwardt & Walsmann 1967, Arocas et al. 1996, Francischetti et al. 1997). Ver-
suche zur Isolierung und funktionellen Charakterisierung dieser Proteine und de-
ren klinische Anwendung waren von Fortschritten in der Molekularbiologie und der
Proteinbiochemie abhangig (Markwardt 1994a, Bang & Clayman 1992). Aus ha-



matophagen Tieren isolierte thrombinhemmende Proteine (Tab. 1), in einigen Fal-
len auch rekombinant verfigbar, zeichnen sich durch eine auf3erordentlich hohe
spezifische Wirkung auf Gerinnungsenzyme aus (Markwardt 1994a, 1996).

Hemmstoffe des Thrombins kénnen an den unterschiedlichen Molekulregionen
des Enzyms angreifen. Hirudin aus dem Blutegel Hirudo medicinalis nimmt dabei
eine Sonderstellung ein, da es einen unikalen, nichtkanonischen Wirkungsmecha-
nismus besitzt (Markwardt 1994a, 1996).

Hirudin

Das Polypeptid, bestehend aus 65 Aminosauren, gilt als der starkste der be-
kannten beschriebenen Thrombininhibitoren. Es bildet einen hochaffinen (K; = 27
fM) monovalenten Komplex mit Thrombin (Markwardt 1994a, Stone & Hofsteenge
1986, Bode & Huber 1992). Hirudin blockiert das aktive Zentrum des Thrombins,
ohne mit ihm direkt zu interagieren. Die Molekulkontakte des C-Terminus des Hi-
rudins (Aminosauren 54-65) finden maldgeblich mit der ,anion-binding exosite” des
Thrombinmolekils statt (s.u.). Die Enzymbindungstasche ist gewissermal3en ab-
gedeckt, wodurch das Eindringen des Substrates Fibrinogen und auch niedermo-
lekularer synthetischer Thrombinsubstrate verhindert wird. Hirudin hemmt ebenso
die thrombinbedingte Stimulation von Blutplattchen, Fibroblasten, Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen (Bar-Shavit et al. 1986). An glatten Muskelzellen
werden die thrombinbedingten Kontraktionen durch Hirudin verhindert (Glusa &
Paintz 1994). Die rezeptorvermittelten Thrombinreaktionen von Endothelzellen wie
Freisetzung von EDRF, Prostacyclin, Endothelin, von Plasminogenaktivatoren und
-inhibitoren werden ebenfalls gehemmt. In praklinischen Untersuchungen wurde
die antithrombotische und antikoagulatorische Wirkung von Hirudin bei experimen-
teller Thrombose und Restenose, Hamodialyse, disseminierter intravasaler Gerin-
nung und extrakorporaler Zirkulation nachgewiesen (Heras et al. 1989, Bucha et
al. 1990, Walenga et al. 1991, Markwardt 1994b, Kaiser et al. 1992, Rubsamen &
Eschenfelder 1991). Nach pharmakologischen Untersuchungen (Markwardt
1994b) und der klinischen Prufung erfolgte im Jahre 1997 die Zulassung von re-
kombinantem Hirudin zur antithrombotischen Behandlung bei der Heparin-
induzierten Thrombozytopenie (HIT-1I-Syndrom) und zur Thromboembolieprophy-
laxe nach Huft- und Kniegelenkoperationen (Greinacher et al. 1999, Eriksson et al.

1996). Weitere klinische Indikationen zur Anwendung von Hirudin auf dem Gebiet



der Kardiologie und der Chirurgie (Anand 1999, Flather et al. 2000, Greinacher et
al. 1999) sind in Vorbereitung.

Inhibitoren der ,anion-binding exosite“ kdnnen die Enzymaktivitat unterdriicken,
ohne das katalytische Zentrum direkt zu blockieren; der Zutritt von Thrombin-
substraten bleibt moglich (Stone & Tapparelli 1995, Fareed et al. 1999, Jandrot-
Perrus et al. 1996). Bindungsstellen (,exosites®) sind spezifische Molekulregionen
des Thrombins, welche die Enzymaktivitat regulieren:

Die Fibrinogen-Bindungsstelle (,anion-binding exosite“) (Naski et al. 1990).

Die Heparin-Bindungsstelle (,heparin-binding exosite®) (Grutter et al. 1990, Ry-

del et al. 1990, Bode et al. 1992, Ye et al. 1994).

Zu den Exosite-Hemmstoffen gehdren der ,anion-binding exosite“- Inhibitor Tri-
abin, isoliert und kloniert aus der Raubwanze Triatoma pallidipennis (Noeske-
Jungblut et al. 1994, Glusa et al. 1997) sowie der ,heparin-binding exosite“-
Hemmstoff Haemadin aus dem Egel Haemadipsia sylvestris (Strube et al. 1993,
Richardson et al. 2000).

Die auffallig schmale Substratbindungsfurche des Thrombins schrankt das
Spektrum naturlicher Thrombinsubstrate und substratahnlich wirkender Hemmstof-
fe stark ein. Aufgrund ihrer Molekllgeometrie ist bisher nur von Kazal-Typ-
Inhibitoren ein substratahnliches Eindringen in die Bindungsfurche des Thrombins
bekannt (Kazal et al. 1948, van de Locht et al. 1995). Man spricht von kanoni-

schen Thrombininhibitoren.

Rhodniin

Aus der Raubwanze Rhodnius prolixus wurde ein hochspezifischer Thrombin-
hemmstoff, das Rhodniin, isoliert (Friedrich et al. 1993). Die Zuordnung zu den
Kazal-Typ-Inhibitoren erfolgte anhand der konservierten Aminosauresequenz
VCGxD (Kazal et al. 1948, Laskowski & Kato 1980). Das zweimalige Auftreten
dieser Sequenz und weitere interne Sequenzhomologien flhrten zur Annahme,
dass es sich um ein Zweidomanenmolekul handelt. Diese Annahme wurde durch
die Aufklarung der Raumstruktur des inzwischen rekombinant dargestellten Prote-
ins (Friedrich et al. 1993) im Komplex mit Thrombin bestatigt (van de Locht et al.
1995).

Rhodniin bildet mit Thrombin einen 1:1 stdchiometrischen Komplex mit einer

Dissoziationskonstante Kp von = 2 x 10™"® M. Aus der Rontgenkristallstruktur des
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Enzym-Inhibitor-Komplexes kann man entnehmen, dass jede der beiden Doma-
nen unabhangig voneinander an die verschiedenen Bindungsstellen der Throm-
binoberflache bindet (van de Locht et al. 1995). Die N-terminale Domane des
Rhodniins bildet eine spezielle Bindungsschlaufe aus, die nach einem
substratahnlichen Mechanismus mit dem aktiven Zentrum des Thrombins in
Wechselwirkung tritt. Die C-terminale Domane bindet an die ,anion-binding
exosite“ des Thrombins. Es ist derzeit unklar, ob der Interdomanen-Linker aul3er
der DomanenverknUpfung auch eine spezielle funktionelle Bedeutung hat.

Bode et al. (1992) stellten die Hypothese auf, dass die zweite Domane magli-
cherweise zuerst in einer weniger restriktiven Weise an die ,anion-binding exosite®
bindet, bevor die N-terminale erste Domane exakt in die Bindungstasche des

Thrombins passt.

Dipetalin

Dieses Protein mit thrombinhemmender Wirkung wurde aus der Magen-Darm-
Flussigkeit der Raubwanze Dipetalogaster maximus isoliert (Guhrs et al. 1996).
Ausgehend von der N-terminalen Proteinsequenz des naturlichen Dipetalin-
Isolates erfolgte die Klonierung des Dipetalin-Gens durch Dr. Hartmann im Institut
fur Molekulare Biotechnologie (IMB) Jena.

Im Gegensatz zum Rhodniin hat man unter Berucksichtigung der cDNA-
Sequenz beim Dipetalin (Dip) von mindestens 4 Kazal-Typ-Domanen (I-1V) auszu-
gehen. Anhand des experimentell ermittelten Molekulargewichtes und der N-
terminalen Proteinsequenz kann im naturlich vorkommenden Protein das Vorlie-
gen der beiden N-terminalen Domanen angenommen werden. Die Domanen Dip-l,
Dip-Il und Dip-I+Il des Dipetalins wurden als Bestandteil eines Fusionsproteins mit
Staphylokinase, einem Plasminogenaktivator, in E. coli exprimiert und zur Homo-
genitat gereinigt (Schlott et al. in Druck). Durch das Vorhandensein des VCGxD-
Motivs wurde die Zugehorigkeit des Dipetalins zur Kazal-Inhibitorfamilie deutlich
(Laskowski & Kato 1980). Das aus dem o.g. Fusionsproteinansatz isolierte Protein
Dip-1+1l entspricht dem naturlichen Wirkstoff. Die Sequenzen der ersten Dip-
Domaéane und des Rhodniins weisen mit 71% einen hohen Grad an Homologie auf
(Abb. 1). Der Homologiegrad von Dip-ll ist dagegen signifikant geringer (55%).

Verglichen mit Rhodniin finden sich gerade im Bereich des ersten Interdomanen-
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Linkers von Dipetalin auffallig viele Insertionen von Aminosauren mit aromatischen

Seitenketten.
1 10 20 30 40 50
I | | | |
FQGNPCECPRAL HRVCGSDGNTYSNPCM. TCAKHEGNPDL VQVHEGPC D p- |
EGGEEPCACPHAL HRVCGSDGETYSNPCTLNCAKFNGKPELVKVHDGPC  Rhodni i n- |
50 60
I
DEHDHDFED Di p- Li nker
EPDEDEDV Rhodni i n
60 70 80 90 100
I I
TCQCDDTFQPVCGEDDE! TYRNLCHLECATFTTSPGVEVKHEGECH D p-11
CQECDGDEYKPVCGSDDI TYDNNCRLECASI SSSPGVELKHEGPC Rhodni i n-11

Abb. 1: Aminosauresequenzen des Dipetalins und des Rhodniins. Homologe Aminosauren sind
farbig markiert. VCGxD-Motiv der Kazal-Inhibitorfamilie.

Die Arbeitsgruppe Nowak und Mitarbeiter beschrieben Reinigung, Klonierung,
Expression und funktionelle Charakterisierung des vermutlich gleichen Proteins,
welchem der Namen Dipetalogastin gegeben wurde (Lange et al. 1999, Mende et
al. 1999, Nowak et al. 1999). Der Vergleich der von den c-DNAs abgeleiteten Ami-
nosauresequenzen ergab eine véllige Ubereinstimmung in den vier beschriebenen
Domanen.

In der vorliegenden Arbeit wurde konsequent der o0.g. Fusionsproteinansatz un-
ter Einbeziehung des Plasminogenaktivators Staphylokinase verfolgt. Die Zielstel-
lungen berucksichtigten deshalb den mdglichen bifunktionellen Charakter der Fu-
sionsproteine und schlossen sowohl die Charakterisierung der thrombinhemmen-
den als auch der plasminogenaktivierenden und profibrinolytischen Aktivitaten ein.

1.2. Plasminogenaktivatoren

Plasminogenaktivatoren wandeln das im Plasma zirkulierende Zymogen Plas-
minogen in Plasmin um. Dieses baut Fibrin zu Iéslichen Fibrinfragmenten ab, wo-
durch es zur Gerinnsellyse kommt (Collen 1980). Die Plasminogenaktivierung er-
folgt enzymatisch durch limitierte proteolytische Spaltung der Peptidbindung

561_y /5|562

Arg im Zymogen. Die endogenen Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA,
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ebenfalls Serinproteasen, spalten direkt Plasminogen, wahrend exogene bakteriel-
le Plasminogenaktivatoren wie Streptokinase und Staphylokinase die Aktivierung
indirekt induzieren, da sie selbst keine Enzyme sind. Sie bilden 1:1 st6chiometri-
sche Komplexe mit Plasminogen bzw. Plasmin, die dann enzymatisch die Spal-

tung der o.g. Peptidbindung im Plasminogen ausfuhren.

Staphylokinase (Sak)

Sak ist ein aus 136 Aminosauren bestehendes Protein. Die fibrinolytische Wir-
kung der Sak wurde erstmals von Christie und Wilson (1941) beschrieben. Sak-
Gene wurden aus den Staphylokokkenphagen ¢C (Sako et al. 1983) und 42D
(Behnke & Gerlach 1987) oder lysogenen Stammen von Staphylococcus aureus
kloniert (Collen et al. 1992). Die entsprechenden exprimierten Proteine tragen die
Bezeichnungen Sak¢$C, Sak42D und SakSTAR. Erste Charakterisierungen der
Sak42D-Variante erfolgten durch Gerlach et al. (1988), Sako (1985) untersuchte
Sak¢$C. Nach Realisierung eines Hochexpressionssystems fur Sak42D und dem
Etablieren eines effizienten Proteinreinigungsverfahrens wurden detaillierte Unter-
suchungen zum Wirkungsmechanismus der Sak moglich (Schlott et al. 1994b).
Demgemass bildet Sak mit Plasminogen zunachst einen inaktiven Komplex. Erst
durch Umwandlung zu einem Sak-Plasmin-Komplex ist dieser in der Lage, Plas-
minogen zu Plasmin zu aktivieren (Kowalska-Loth & Zakrzewski 1975, Lijnen et al.
1992, Collen et al. 1993). Spuren an Plasmin, die in der unmittelbaren Umgebung
von Blutgerinnseln auftreten konnen, sind fur diesen Prozess essentiell. Freies
Plasmin wird jedoch sofort durch a,-Antiplasmin inaktiviert, wogegen an Fi-
brin(ogen) gebundenes Plasmin nicht abgebaut werden kann. Collen et al. (1993)
beschrieben die in vivo-Wirkung der Sak als fibrinspezifisch.

Durch Mutationsstudien und chemische Modifikation am Protein gelang die Lo-
kalisation funktional wichtiger Orte im Staphylokinasemolekll (Gase et al. 1996,
Schlott et al. 1994a, 1997, 1998, Silence et al. 1995). Untersuchungen zur Mole-
kulstruktur brachten weitere Fortschritte zum Verstandnis des Wirkmechanismus.
Ohlenschlager et al. (1997, 1998) stellten die NMR-L6sungsstruktur der Sak vor.
Parry et al. (1998) gelang die Bestimmung der Rontgenkristallstruktur des Funkti-
onskomplexes aus Sak mit Mikro-Plasmin.
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In speziellen Untersuchungen wurden Vergleiche der fibrinolytischen Wirkprofile
zwischen Sak und den endogenen Aktivatoren t-PA und u-PA sowie Streptokinase
vorgenommen (Hauptmann & Glusa 1995, Hauptmann et al. 1995). Bisher durch-
gefuhrte klinische Studien haben gezeigt, dass Sak bei 62% der Patienten mit
Myokardinfarkt eine vergleichbar frihzeitige Reperfusion erzielt wie t-PA (58%)
(Vanderschueren et al. 1995). Sie vermag auch die Lyse von plattchenreichen Ge-
rinnseln zu induzieren (Lijnen et al. 1992, Collen et al. 1993). Staphylokinase gilt
daher als ein geeigneter Wirkstoff fir die klinische Therapie thromboembolischer
Erkrankungen.

Bestrebungen zur Verbesserung der Thrombolyse zielen u.a. auf eine Vermin-
derung der Reokklusionsgefahr nach erfolgreicher Gerinnselauflésung ab. Ein ge-
eigneter Weg konnte die Herstellung von Fusionsproteinen sein, bestehend aus
einem Plasminogenaktivator wie Sak und thrombinhemmenden Proteinen oder
Peptiden (Collen & Lijnen 1995).

In der Literatur wurde Uber Versuche berichtet, Staphylokinase mit thrombin-
hemmenden Wirkstoffen und/ oder Plattcheninhibitoren (van Zyl et al. 1997, Szar-
ka et al. 1999, Szemraj et al. 2001) zu fusionieren. Die rekombinant hergestellten
Fusionsproteine besallen die erwarteten bifunktionellen Eigenschaften nicht in

voller Auspragung.

2. Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist die Bewertung der Bifunktionalitat von Fusionsproteinen aus
Staphylokinase und verschiedenen Dipetalin-Domanen hinsichtlich ihrer thrombin-
hemmenden und plasminogenaktivierenden Wirkung sowie die funktionelle Wich-
tung der einzelnen Dip-Domanen und des Interdomanen-Linkers. Einen Schwer-
punkt bildet die Expression in E. coli und die Reinigung der Fusionsproteine sowie
der einzelnen Dipetalin-Domanen. Alle gereinigten Proteine werden in einem zwei-
ten Abschnitt biochemisch und funktionell charakterisiert. Die in biochemischen
Tests gewonnen Resultate werden durch zellbiologische und pharmakologische
Untersuchungen untermauert. Diese umfassen die globalen Gerinnungstests, die
Messung der fibrinolytischen Wirkung sowie den Einfluss auf die thrombinbedingte

Plattchenaggregation und die Gefalireaktionen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

Chemikalien

ADP

DAPTTIN®
(PTT-Reagenz)

DFP
EDTA-Tyrode-L6sung
Immunoplastin HIS

(PT-Reagenz)
IPTG

Krebs-Henseleit-Losung

Kollagen

PMSF

Tyrode-Lésung

Proteine

Fibrinogen

Plasminogen

Staphylokinase

Proteasen
Faktor Xa

Adenosindiphosphat, Serva Heidelberg

Kaolin/ Sulfatid-Phospholipid

Immuno AG Wien, Osterreich
Diisopropylfluorophosphat

SIGMA-Aldrich, Taufkirchen

Gemisch aus 15 ml EDTA 1%ig sowie 135 ml kalzi-
umfreie Tyrodelosung pH 7,2

Heparin-insensitives Ca-Thromboplastinreagenz
Immuno AG Wien, Osterreich
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

SIGMA-Aldrich Taufkirchen

118 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgPQy, 1,2 mM
KH2POy4, 2,5 mM CaCl,, 11,1 mM Glucose, 25 g Na-
HCO;, pH7,2-7,4

HORM Kollagenreagenz, Nykomed Arzneimittel GmbH,
Ismaning bei Miinchen

Polymethylsulfonylfluorid

Serva Feinbiochemica Heidelberg

8,5 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,0 g NaHCO3, 0,05 g NaH,POyq4,
1,0 g Glucose, 1,05 ml 1 M MgCl, ad 1,0 | Aqua dest.

bovines Fibrinogen, Proteingehalt 61% (Biuret),
gerinnbares Protein 95%, SIGMA-Aldrich, Steinheim
IMB Jena (Deutsch & Mertz 1970)

Laborpraparat rekombinante Sak42D (Wildtyp)

IMB Jena (Schlott et al. 1994Db)

New England Biolabs, Frankfurt am Main
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Thrombin fur Thrombinhemmungstest und Biacore-Analyse:
Enzyme Research Laboratories, South Bend, USA
Thrombinzeitbestimmung: Immuno AG, Wien

Plattchenaggregation und Fibrinplattentest: Feinchemie GmbH Sebnitz

Synthetische Enzym-Substrate
S-2238 Thrombin-Substrat, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA - 2 HCI
S-2251 Plasmin-Substrat, H-D-Val-Leu-Lys-pNA - 2 HCI

Haemochrom Diagnostica GmbH Essen

Die Ubrigen Chemikalien, ausschlieRlich von p.a. Qualitat, wurden von den Fir-
men Fluka, Merck, Roth, Serva und Sigma bezogen. Zum Ansatz von Puffern und
Losungen wurde Reinstwasser einer Milli-Q-Plus-Reinstwasseranlage (Millipore,
Eschborn) verwendet.

Sofern nicht anders ausgewiesen, beziehen sich alle Konzentrationsangaben

im Text auf die Endkonzentrationen.

3.2. Methoden

3.2.1 Aligemeine Techniken
3.2.1.1. Proteinbestimmung

Unter Benutzung der Internet-Software “Expert Protein Analysis System” (Ex-
PASy, http://www.expasy.ch) wurden ausgehend von den jeweiligen Primarse-
quenzen der Proteine die in Tab. 2 aufgeflhrten physikochemischen Eigenschaf-
ten bestimmt (Appel et al. 1994). Die Proteinkonzentrationen von gereinigten Pro-
teinpraparaten wurden aus dem bei 280 nm gemessenen Absorptionswert (Spekt-
ralphotometer UV-16 Shimadzu, Duisburg) unter Zuhilfenahme des entsprechen-

den molaren Absorptionskoeffizienten berechnet.


http://www.expasy.ch/
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Tabelle 2: Physikochemische Daten laut ExXPASy

Anzahl der Molekulargewicht Isoelektrischer Molarer Absorp-

Praparat
Aminosauren in Dalton (Da) Punkt pl tionskoeffizient

Dip-I 55 6083 4,77 0,329
He-Sak-Dip-I 203 23167 6,17 0,829
Dip-II 58 6598 4,08 0,303

He-Sak-Dip-II 206 23716 5,56 0,81
Dip-I+11 108 12011 4,28 0,333
He-Sak-Dip-1+ll 256 29095 5,4 0,729
Hes-Sak-IEGR 148 17268 8,86 0,997

3.2.1.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung der Fusionsprotein- bzw. Dipetalin-enthaltenden Fraktionen,
welche aus den chromatographischen Trennverfahren resultierten, wurde die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode von
Laemmli (1970) eingesetzt. Dazu wurde das vertikale Elektrophoresesystem Mini-
gel-Twin™ und zugehériges Standardzubehér (Whatman Biometra®, Géttingen)
genutzt. Verwendet wurden selbst gegossene 13,75%ige Polyacrylamid-Gele. Die
zu analysierenden Proben wurden nach Zugabe des Probenpuffers (Verhaltnis
Probe : Probenpuffer =5: 1) 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Farbung der Protein-

banden erfolgte durch Coomassie Brillant Blau (Pharmacia, Freiburg).

3.2.1.3. Elektroblotten

Zur Vorbereitung auf die N-terminale Sequenzanalyse wurden per SDS-PAGE
getrennte Proteine in der Trans-Blot® - Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) auf eine
PVDF-Membran nach der Methode von Gultekin und Heermann (1988) geblottet.

3.2.1.4. N-terminale Proteinsequenzierung

Die Mikrosequenzierung nach Edman liefert bei Einsatz von mindestens 50 pg
reinem Protein Sequenzen von 20 bis 30 Aminosauren Lange, wobei die ldentifi-
zierung der Aminosauren durch High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

erfolgt (Edman 1950). Die N-terminale Aminosauresequenzierung von auf PVDF-
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Membran geblotteten Proteinen wurde mit dem Proteinsequenzer Modell 494 (Ap-
plied Biosystems, Weiterstadt) im Proteinlabor des IMB Jena durchgefuhrt.

3.2.1.5. MALDI-MS-Analyse
Die Massen der gereinigten Proteine wurden mittels MALDI-TOF-
Massenspektroskopie im Proteinlabor des IMB bestimmt (Beavis & Chait 1996).

3.2.2. Proteinpraparation

Die Isolierung der Proteine erfolgte nach einem Funfstufen-Schema, das die
chromatographischen Verfahren Affinitats-, lonenaustauschchromatographie und
Gelfiltration einschloss. Die Verknlpfung der Teilschritte ist in Abb. 2 dargestellt.
Die chromatographischen Trennungen erfolgten bei 4 °C. Alle Chromatographie-
Materialien bzw. Fertig-Chromatographie-Saulen stammen von der Firma Amers-
ham Pharmacia Biotech (Freiburg). Die Proteinreinigung wurde an AKTA® und

FPLC® Chromatographieanlagen durchgefiihrt.

3.2.2.1. Konstruktion der Expressionssysteme

Dipetalin wurde aus dem Magen-Darm-Trakt der sidamerikanischen Raubwan-
ze Dipetalogaster maximus in der Abteilung Biochemie des IMB Jena isoliert. Dort
wurden auch die Expressionsplasmide und die entsprechenden E. coli-
Expressionsstamme hergestellt (Schlott et al. in Druck). Alle Dipetalin-Domanen
bzw. das Zweidomanenprotein Dip-lI+Il werden als Fusionsproteine mit Staphylo-
kinase Sak42D (Abb. 3) exprimiert. Die Sak besitzt zusatzlich eine N-terminale Hg-
Sequenz (His-Tag) und C-terminal eine |IEGR-Faktor Xa-Schnittstelle. Daran
schliel3t sich die jeweilige Dipetalin-Sequenz an. Die Expression der Zielproteine
wurde mit IPTG induziert.



Zellaufschluf® durch Ultraschall
ZA He-Sak-Dip-l, ZA He-Sak-Dip-ll, ZA Hg-Sak-Dip-I+ll

Metall-Chelatchromatographie (Ni-Chelat-Sepharose, Batch-Verfahren)
Pufferaustausch
Metall-Chelatchromatographie (Ni-NTA-Agarose-Saule)
angereicheles Fusionsprotein

praparative Faktor Xa-Spaltung

Endreinigung der Endreinigung der Endreinigung der
Fusionsproteine verschiedenen Dipeta- He-Sak-IEGR
l lin-Doménen
Gelfiltration Ni-NTA-Agarose
(Superdex 75-Saule) ¢
l ungebundenes Protein gebundenes Protein
Pufferaustausch Gelfiltration Pufferaustausch
i (Superdex 75-Saule)
Anionenaustausch Kationenaustausch
(Mono-Q-Saule) (Mono-S-Saule)
He-Sak-Dip-l, Hg-Sak- Dip-l, Dip-Il, Dip-I+Il He-Sak-IEGR

Dip-ll, Hg-Sak-Dip-I+lI

Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteinpraparation

18



19

I FQGNPCECPRAL HRVCGSDGNT Y SNPCM. TCAKHEGNPDL VQVHEGPCDEHDHDFED
Il TCQCDDTFQPVCGDDEI TYRNLCHLECATFTTSPGVEVKHEGECHPETKVNQLI LK
I SCMCPKI YKPVCGTDGRTYPNI CVLKCHI - SSNPGL GLAHL GECKVAVLAKETGEVRN

IV PCNCFRNFNPVCGT DGKT YGNL CM. GCAAETKVPGL KL L HNGRCL PKEQL

| He | Sak42D (1-136) | QUF | IEGR | Dip-X |

Abb. 3: Schema der Fusionsproteinkonstrukte. Farbig dargestellte Aminosduren verdeutlichen
die Kazal-typischen Aminosaurepositionen in allen 4 Dipetalin-Doméanen. Die einzelnen
Dipetalin-Domanen sind durch fett gedruckte Aminosduren ausgewiesen. Halbfett ge-
druckte Aminosduren kennzeichnen die Interdomanen-Linker.

3.2.2.2. Zellanzucht

Nach Kultivierung (Kulturvolumen 2 - 4 |) und IPTG-Induktion exprimierten ent-
sprechend transformierte E. coli-TG1-Zellen die Fusionsproteine Hg-Sak-Dip-I, He-
Sak-Dip-Il und He-Sak-Dip-I+Il intrazellular und in geloster Form. Die Zellen wur-
den durch 15-minutiges Zentrifugieren bei 4200 U/min gewonnen, nach Waschen
in physiologischer Kochsalzlésung flr 20 min bei 5000 U/min zentrifugiert und bis
zur Verarbeitung bei -20 °C aufbewahrt.

Zur Darstellung der Fusionsproteine wurden wahrend der Zellkultivierung Pro-
ben von IPTG-stimulierten und nicht stimulierten Zellen entnommen und eine
SDS-PAGE durchgefuhrt. Eine deutlich verstarkt auftretende Proteinbande im Gel
zeigt die Uberexpression in IPTG-stimulierten Zellen an. Die korrekte N-terminale
Aminosauresequenz wurde durch Proteinsequenzierung bestatigt. Bei der Prapa-
ration der einzelnen Dipetalin-Domanen wurde auf die gleiche Art verfahren.

3.2.2.3. Zellaufschluss

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 4 °C mit Zellaufschlusspuffer
(20 MM Tris, 300 mM NaCl, pH 8,0; unmittelbar vor Verwendung Zugabe von
600 ul 100 mM PMSF auf 100 ml Puffer) suspendiert und mit Ultraschall (BRAN-
SON Ultraschall-Desintegrator SONIFIER 250, 10 min effektive Schallapplikation,
Grenztemperatur 4 °C, Output Control ,2 Branson Ultrasonic S.A., Carouge-
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Genéve, Schweiz) aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde 30 min bei
18000 U/min zentrifugiert. Im Uberstand wurde eine Imidazol-Konzentration von

10 mM eingestellt.

3.2.2.4. Vorreinigung

In den ersten beiden Reinigungsschritten wurde die Interaktion der Hg-Tag-
Fusionsproteine mit Ni-Chelat-Sepharose genutzt. Der mit Imidazol versetzte Auf-
schlusstberstand wurde zunachst im Batch-Verfahren an Ni-Chelat-Sepharose
gebunden. Durch funfmaliges Waschen mit Waschpuffer (20 mM Tris, 300 mM
NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) wurden schwach bindende Proteine entfernt.
Durch viermaliges Waschen mit Elutionspuffer (20 mM Tris, 300 mM NacCl,
250 mM Imidazol, pH 8,0) wurde das jeweilige Fusionsprotein eluiert. Samtliche
Wasch- und Elutionsfraktionen wurden gesammelt und die Fusionsprotein enthal-
tenden Fraktionen durch SDS-PAGE analysiert. Fusionsproteinhaltige Fraktionen
(100 - 150 ml) wurden durch Ultrafiltration (PM 10-Membran) auf ein Volumen von
maximal 30 ml konzentriert. Auf einer HiPrep" 26/10 Entsalzungsséule wurde die
Proteinlésung in den Startpuffer E1 (20 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 8,0) der zwei-
ten Reinigungsstufe Uberflhrt. AnschlieRend wurde die Imidazol-Konzentration auf
10 mM eingestellit.

Im zweiten Reinigungsschritt, Chromatographie an einer Ni-NTA-Agarose-Saule
(26 x 32 mm), kamen die gleichen Puffer wie im Batch-Verfahren zum Einsatz.
Auch hier wurden die Fusionsprotein enthaltenden Fraktionen mittels 13,75%iger
SDS-PAGE bestimmt.

3.2.2.5. Hochreinigung der Fusionsproteine

Nach Auswahl der fusionsproteinhaltigen Fraktionen wurde die Halfte des Mate-
rials durch Ultrafiltration (s. 3.2.2.4) auf ein maximales Volumen von 2 ml konzen-
triert. Durch Gelfiltration an einer Superdex75-Saule in S75-Puffer (20 mM Tris,
100 mM NaCl, pH 8,0) wurden die Fusionsproteine weiter angereichert und
gleichzeitig umgepuffert. Zur abschlieBenden Reinigung durch Anionen-
austauschchromatographie an einer Mono-Q-Saule HR 10/10 wurden die Fusi-
onsprotein enthaltenden Fraktionen (SDS-PAGE) in der 50 ml-Amicon-Zelle
(PM 10-Membran) durch wiederholtes Auffullen von Mono-Q-Puffer A (20 mM Tris,

pH 8,5) umgepuffert und auf maximal 5 ml konzentriert. Mit dem gleichen Puffer
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wurde die Saule aquilibriert. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte mit einem
linear ansteigenden NaCl-Gradienten (20-faches Saulenvolumen), gebildet aus
Mono-Q-Puffer A und Mono-Q-Puffer B (20 mM Tris, 1 M NacCl, pH 8,5). Die Fusi-

onsproteine wurden in reiner Form (SDS-PAGE) von der Saule eluiert.

3.2.2.6. Hochreinigung der Dipetalin-Einzeldomanen

Die zweite Halfte der vorgereinigten Fusionsprotein-Fraktionen (s. 3.2.2.5) wird
bei Raumtemperatur fur die Dauer von 16 h der Faktor-Xa-Spaltung unterworfen.
Durch Umpuffern in Puffer E2 (20 mM Tris, 100 mM NaCl) uber die Entsalzungs-
saule (s. 3.2.2.4), Zugabe von 200 mM CaCl;, bis zur Endkonzentration von 2 mM
und Verdlinnen auf eine Proteinkonzentration von 0,75 mg/ml (s. 3.2.1.2) wurden
zunachst optimale Spaltbedingungen eingestellt. Die Spaltungsreaktion wurde
durch Zugabe von DFP gestoppt und die Probe fur die Trennung der Spaltproduk-
te an der Ni-NTA-Agarose-Saule vorbereitet. Bei der Trennung wurde analog zu
3.2.2.4 verfahren. Die vereinten dipetalinhaltigen Fraktionen (SDS-PAGE) wurden
uber eine YM 3-Membran auf eine Volumen von 2 ml ultrafiltriert. Die Endreini-
gung erfolgte durch Gelfiltration an einer Superdex 75-Saule in S75-Puffer. In der
SDS-PAGE stellten sich die Dipetalin-Einzeldomanenproteine in reiner Form dar.

3.2.2.7. Praparation der Hisg-Staphylokinase (Hg-Sak)

Die Staphylokinase mit N-terminalem His-Tag und C-terminaler Faktor Xa-
Erkennungssequenz  fallt nach FXa-Spaltung und anschlie3ender
Affinitatschromatographie an der Ni-NTA-Saule im Eluat an. Dieses Material
wurde durch Kationenaustauschchromatographie an einer Mono-S-Saule HR 5/5
gereinigt. Durch wiederholtes Auffillen von Mono-S-Puffer A (20 mM Na-Acetat,
pH 5,0) wurde die Proteinlosung in der Amicon-Zelle (PM 10-Membran)
umgepuffert und auf ein Volumen von 5 ml eingeengt. Mit dem gleichen Puffer
wurde die Saule aquilibriert. Auch hier wurde mit einem linearen Salzgradienten
(20-faches Saulenvolumen) eluiert, der aus Mono-S-Puffer A und Mono-S-Puffer B
(20 mM Na-Acetat, 1 M NaCl, pH 5,0) gebildet wurde. Hg-Sak-IEGR lag im Eluat in
reiner Form vor (SDS-PAGE).
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3.2.3. Biochemische und funktionelle Untersuchungen
3.2.3.1. Bestimmung der Plasminogenaktivierung durch Sak

Gleiche Volumina (20 pl) der Aktivatorsubstanzen (5 nM) und Plg (1,5 uM) wur-
den in Aktivierungspuffer (100 mM PO4*, pH 7,4, 0,1% Tween 80) gemischt. Die-
ser Ansatz wurde 5 min bei 37°C inkubiert. Aliquots (5 ul) davon wurden nach 5,
10, 20 und 30 min entnommen und in 200 yl S-2251-Plasmin-Substratlosung
(1 mM) Uberfihrt, um die Menge des aus Plasminogen gebildeten Plasmins zu
bestimmen. Das geschah durch Messung der Absorptionsanderung pro min bei
405 nm. Eine Anderung der Absorption von 0,060 min™ entspricht einer Konzen-
tration von 23,8 nM Plasmin in der Substratlosung.

3.2.3.2. Bestimmung der fibrinolytischen Wirkung

Der Fibrinplattentest wurde nach Astrup und Mdullertz (1952) durchgefuhrt.

Zur Herstellung von 6 Fibrinplatten wurden 40 ml Agar durch Erhitzen im sie-
denden Wasserbad verflussigt und danach auf 42 °C abgekuhlt. Nach Hinzufligen
von 20 ml Fibrinogenlésung (1%iges plasminogenhaltiges Rinderfibrinogen in
physiologischer Kochsalzlosung) sowie 1,2 ml Humanplasma wurde die Mischung
mit 0,6 ml 1%igem Merthiolat konserviert. Von diesem Gemisch wurden 10 ml in
auf 37 °C vorgewarmte Petrischalen (I 9 cm) gegeben, die vorher mit 0,5 ml
Thrombinlosung (50 IE/ml in phys. NaCl) benetzt worden waren. Bis zum Erstar-
ren des Agars wurden die Platten waagerecht und erschutterungsfrei bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt. Anschlieend wurden Lécher von 5,5 mm Durchmesser
ausgestanzt, mit 30 pl der jeweiligen Testsubstanz beschickt und die Fibrinplatten
fur 20 Stunden bei 37°C inkubiert. Die fibrinolytische Wirkung der zu untersuchen-

den Substanzen wurde durch Messung der entstandenen Lyseflache ermittelt.

3.2.3.3. Messung der thrombinhemmenden Wirkung

Zur Bestimmung der thrombinhemmenden Aktivitat der praparierten Proteine
wurde das chromogene Substrat S-2238 verwendet.

Eine Thrombinlésung (30 ul, 50 pM) wurde mit gleichen Volumina der zu tes-
tenden Inhibitorlosung bei variierender Proteinkonzentration (10- 120/ 100 -
400 pM) gemischt. Nach 5-minutiger Inkubation bei 37 °C wurde das Enzym-
Inhibitor-Gemisch in 150 pl S-2238-Substratlésung (50 uM) uberfiihrt. Die Ande-

rung der Absorption bei 405 nm wurde in 1-minutigen Intervallen Gber einen Zeit-
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raum von 30 min registriert. Die Geschwindigkeiten der enzymatischen Reaktion
bei jeweiliger Inhibitorkonzentration (v) wurden ins Verhaltnis zur Geschwindigkeit
der Reaktion ohne Zusatz der Inhibitorsubstanz (vy) gesetzt. Das Verhaltnis v/vp in
% wurde in Abhangigkeit von der Konzentration der Testsubstanzen grafisch dar-
gestellt und zur Berechnung der Inhibitionskonstante K; verwendet. Die Berech-
nungen stutzen sich auf die Theorie der slow, tight-binding-Inhibition (Morrison &
Stone 1985, Stone & Hofsteenge 1986).

3.2.3.4. Biacore-Interaktionsanalyse

Grundlage dieser Untersuchungstechnik zur Echtzeiterfassung von molekularen
Wechselwirkungen ist das Phanomen der Oberflachenplasmonresonanz, welche
in dunnen Metallflmen im Zustand totaler innerer Reflektion entsteht
(Kretschmann & Raether 1968). Hier spiegelt dieses Phanomen die Massenande-
rung von Makromolekullen pro Zeiteinheit auf einer Sensor-Chipoberflache wider.
Ein Reaktand wird an der Sensoroberflache immobilisiert (Ligand). Die Lésung mit
dem/den anderen Reaktanden (Analyt) flie3t kontinuierlich Uber die Oberflache
hinweg. Bindet der Analyt an den Liganden, wird ein Signal registriert. Mit Hilfe der
Biacore-Analyse-Software wurden die Geschwindigkeitskonstanten fur die Assozi-
ation (ka) und Dissoziation (ky) sowie die Dissoziationskonstante Kp = kq/ ky be-
rechnet.

Die Interaktionsanalyse zwischen den Dipetalin-Domanen und Thrombin erfolg-
te mit dem BIACORE™ 2000 und zugehérigen Verbrauchsmaterialien und Puffer-
l6sungen (Biacore AB, Freiburg i. Br.). In unseren Experimenten wurden die Fusi-
onsproteine Hg-Sak-Dip-l, Hg-Sak-Dip-ll, Hg-Sak-Dip-I+ll und He-Sak-IEGR als
Kontrolle Uber ihren His-Tag an die Ni-NTA-Sensoroberflache gebunden. Throm-
bin wurde in einem Konzentrationsbereich von 10 — 100 nM eingesetzt. Die Mes-
sung erfolgte nach den Angaben des Herstellers bei 25 °C und wurde fur jede

Konzentration doppelt ausgefthrt.

3.2.3.5. Antikoagulatorische Aktivitat

Zur Messung der antikoagulatorischen Wirkung wurden die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), die Thrombinzeit (TT) und die Prothrombinzeit (PT)
bestimmt. Blut von gesunden Blutspendern wurde nach Entnahme mit Zitratmono-

vetten 15 min bei 2500 U/min in der Biofuge 28RS (Heraeus Instruments, Hanau)
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zentrifugiert und der Uberstand (Plasma) abgehoben. Die Messung der aPTT, TT
und PT erfolgte mit dem Koagulometer Thrombotrack 4 (Immuno GmbH, Heidel-

berg) nach den Angaben des Herstellers.

3.2.3.6. Messung der Plattchenaggregation

Die quantitative Bestimmung der Aggregation erfolgte mit Hilfe der von Born
(1962) entwickelten turbidimetrischen Methode. Zitrat-antikoaguliertes Blut von
gesunden Blutspendern wurde 10 min bei 1600 U/min in der Biofuge 28RS (He-
raeus Instruments, Hanau) zentrifugiert. Das plattchenreiche Plasma wurde abge-
hoben und bei 4200 U/min zentrifugiert. Die Plattchen wurden zweimal in 10 ml
EDTA-Tyrode-Losung gewaschen, danach in kalziumfreier Tyrode-Lésung re-
suspendiert und auf eine Zahl von 3 x 10® Plattchen/ml eingestellt. Von dieser
Suspension wurden 170 pl mit 20 pl Testsubstanz (10 — 100 nM) und 10 pl Kalzi-
umchlorid (1,8 mM) gemischt und 3 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von
10 pl Thrombin (0,1 IE/ml) wurde die Aggregation ausgeldst und die Transmis-
sionsanderung Uber einen Zeitraum von 10 min im Aggregometer APACT 4 (Labor
GmbH Ahrensburg) gemessen. Bei diesem Versuchsablauf wurde das Aggrego-
meter mit Tyrode-L6sung kalibriert.

Fiur die ADP- und Kollagen-induzierte Plattchenaggregation wurde plattchenrei-
ches Plasma (PRP) eingesetzt. Bei diesen Versuchen wurde das Aggregometer

mit plattchenarmem Plasma kalibriert.

3.2.3.7. Experimente an isolierten GefaRringen

Die vaskularen Thrombineffekte wurden an isolierten Pulmonalarterien vom
Schwein gepruft, wie von Glusa et al. (1994) beschrieben. Kleine Seitenaste der
A. pulmonalis von Schweinelungen wurden freiprapariert, in 2 - 3 mm breite Ringe
geschnitten und zwischen L-formigen Platindrahten in einem mit Carbogen (95%
02, 5% CO,) durchstromten Organbad (Volumen 10 ml, Temperatur 37 °C) vertikal
eingespannt, wobei der untere Draht am Boden des Organbades fixiert und der
obere mit einem isometrischen Kraftwandler (Isometric force transducer F 30,
Typ 372, Hugo-Sachs-Elektronik, March-Hugstetten) verbunden wurde.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Gefaldringe mit 2 g belastet.
Nach einer Adaptationszeit von 60 min erfolgte zunachst die Kontraktion mit Kali-

umchlorid (45 mM). In der sich anschlieBenden Auswasch- und Erholungsphase
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wurde im Abstand von 45 min drei mal eine Kontraktion mit PGFy (3 uM) ausge-
|6st. Nach der letzten Zugabe von PGF,, hatte die Kontraktion eine konstante
Amplitude erreicht. Die zu priufenden Fusionsproteine und Dipetalin-Praparate
wurden 5 min vor der Thrombinzugabe dem Organbad zugesetzt. Die Integritat
des Endothels wurde anhand der durch Bradykinin induzierten Relaxation der vor-
kontrahierten Gefaliringe beurteilt. Nach Zugabe von Bradykinin (10 nM) wurde
bei intaktem Endothel eine Relaxation von 90 + 6,6% erreicht. Nach mechanischer
Entfernung des Endothels betrug die Bradykinin-induzierte Relaxation < 10%. Die
durch die praparierten Proteine induzierte endothelabhangige Relaxation wurde in

Prozent zur maximalen PGFy,-induzierten Kontraktion (= 100%) gemessen.

3.2.4. Statistische Auswertung

Alle Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichung bzw. SEM, die mit den
Programmen Excel (Microsoft, USA) und Origin (Microcal Inc., USA) berechnet
wurden. Fur die statistische Analyse wurde der t-Test nach einer Modifikation von

Bonferroni verwendet. Bei p < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz festgelegt.

4. Ergebnisse

4.1. Proteinreinigung

Die Fusionsproteine Hg-Sak-Dip-I, He-Sak-Dip-Il und He-Sak-Dip-I+IlI lagen in
den E. coli-Zellaufschlliissen Uberexprimiert und in I6slicher Form vor. Anhand
densitometrischer Auswertungen mit der Gelscansoftware ,ImageMas-
ter 1D Prime® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) entsprechender Polyacryl-
amidgele wurde ermittelt, dass der Anteil der Fusionsproteine im Zellaufschluss
ca. 17% erreicht.

Durch die 5-Stufen-Reinigungstechnik konnten Hg-Sak-Dip-l, He-Sak-Dip-Il, Hg-
Sak-Dip-I+ll, Dip-l, Dip-ll, Dip-I+Il und Hg-Sak-IEGR in reiner Form isoliert werden
(Abb. 4). Mit Ausnahme von Hg-Sak-IEGR unterschieden sich die apparenten Mo-
lekulargewichte der Proteine signifikant von den Molmassen, die mit Hilfe des Ex-
PASy aus den entsprechenden Aminosauresequenzen errechnet wurden (Tab. 3).

Mit den in MALDI-TOF-Analysen gemessenen Molmassen und den durch Protein-
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sequenzierung bestimmten N-Termini konnte die Identitat fur die isolierten Protei-
ne bestatigt werden (Tab. 3).

Tab. 3: Ki-Werte und mit verschiedenen Methoden bestimmte Molekulargewichte der gereinig-
ten Proteine.

Molekulargewichte (Da) Ki-Werte (pM)
SDS PAGE MALDI-MS [M+H]"
(apparent)
He-Sak-Dip-I 27900 23264 353
Dip-I 11300 6077 78
He-Sak-Dip-II 28200 23750 >> 353
Dip-Il 12300 6576 >> 353
He-Sak-Dip-I+ 35900 29158 0,91
Dip-I+11 23100 11995 0,78
He-Sak-IEGR 16700 17175 >> 353
Sak42D 14300 n.b. n.b.

n.b. = nicht bestimmt

10 kDa- Marker
He-Sak-Dip-I
Dip-I
He-Sak-Dip-II
Dip-ll
He-Sak-Dip-I+lI
Dip-I+lI
He-Sak-IEGR
Sak42D

50kDa —

30 kDa —

OCoO~NO AP WN -

10 kDa —

Abb. 4; SDS-PAGE der gereinigten Fusionsproteine und isolierten Dipetalin-Doméanen.

Alle Fusionsproteine zeigten zunachst ein 2-Banden-Muster: Durch N-terminale
Sequenzanalyse wurde nachgewiesen, dass die obere Bande dem kompletten
Protein entsprach, wahrend es sich bei der unteren Bande um das um 10 Amino-
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sauren verkurzte N-terminale Prozessierungsprodukt handelte. Die Grunde fur
diese Prozessierung sind unbekannt. Moglicherweise ist eine bisher nicht identifi-
zierte E. coli- Proteinase fur diesen gezielten Abbau verantwortlich. Die N-
terminal kompletten Fusionsproteine konnten leicht von den prozessierten Formen
getrennt werden, da sie im Gegensatz zu letzteren Uber ihren His-Tag an die Ni-
NTA-Saule gebunden und in reiner Form eluiert wurden. Aus 12 g eingesetztem
Zellmaterial konnten durchschnittlich ca. 6,8 mg reines Fusionsprotein und 4,9 mg
der jeweiligen Dipetalin-Form isoliert werden. Hier wurde nur jeweils die Halfte der
isolierten Fusionsproteinmenge der Faktor Xa-Spaltung und der anschliel3ienden
Dipetalin-Isolierung zugefuhrt.

Der Reinheitsgrad wurde durch densitometrische Auswertung eines

13,75%igen Polyacrylamidgels ermittelt (Abb. 4) und war durchschnittlich > 98%.

4.2. Biochemische und funktionelle Untersuchungen

Nach der Reindarstellung der Fusionsproteine und deren Einzelkomponenten
wurden deren biochemischen Eigenschaften und ihre Beeinflussung verschiede-

ner funktioneller Tests untersucht.

4.2.1. Plasminogenaktivierung und fibrinolytische Aktivitat

In diesen Experimenten wurden die Plasminogenaktivierung und die fibrinolyti-
sche Wirkung fur das Sak-Modul als Bestandteil der Fusionsproteine gepruft.

Zunachst wurden die Praparate auf ihre plasminogenaktivierende Wirkung un-
tersucht, indem aus Plasminogen mittels dem chromogenem Plasminsubstrat die
Bildung von Plasmin bestimmt wurde. Dabei zeigte sich, dass nicht nur Hg-Sak-
IEGR und die Wildtyp-Sak42D plasminogenaktivierend wirksam waren, sondern
auch die untersuchten Fusionsproteine eine gleiche Wirkungsstarke entfalteten.
Wenn zur Plasminogenaktivierung die Testsubstanzen in einer Konzentration von
100 nM eingesetzt wurden, erreichte die Plasminbildung nach 10 min nahezu das
Maximum (Abb. 5). Die anfanglich verzogerte Rate der Plasminbildung (nach 5
min) durch die Fusionsproteine ist gegentber den Aktivitaten des Wildtyps und der
He-Sak-IEGR zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant verandert. Die isolierten Dipeta-

lin-Domanen bewirkten keine Plasminogenaktivierung.
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Abb. 5: Bildung von Plasmin aus Plasminogen durch Sak und Fusionsproteine. Das gebildete
Plasmin wurde mit chromogenem Plasminsubstrat S-2251 bestimmt.
Mittelwerte + SEM (n= 5).
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Abb. 6: Fibrinolytische Wirkung der Fusionsproteine im Fibrinplattentest nach 20 h.
Mittelwerte £ SEM (n= 7-9).
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Die fibrinolytische Wirkung der Fusionsproteine und der Staphylokinase wurde
im Fibrinplattentest bestimmt (Abb. 6). Die Fusionsproteine bewirkten eine kon-
zentrationsabhangige Fibrinolyse und erreichten gleiche Wirkungen wie die Wild-
typ-Sak, wenn die Aktivitaten auf molarer Basis verglichen wurden. Signifikante
Unterschiede waren dabei nicht nachweisbar. Somit wird durch die Fusionsprotei-
ne die fibrinolytische Aktivitat der Sak nicht beeintrachtigt.

4.2.2. Hemmung der enzymatischen Thrombinaktivitat

Die enzymatische Thrombinaktivitat wurde mit chromogenem Thrombinsubstrat
S-2238 gemessen. Die Hemmung des Thrombins wurde anhand des verminderten
Substratumsatzes durch die Testsubstanzen ermittelt.
Es konnte gezeigt werden, dass nur Dip-I+1l und Hg-Sak-Dip-I+1l die Thrombinakti-
vitat bei einer Konzentration von 100 pM um > 80% hemmen (Abb. 7). Der
Hemmeffekt von Dip-l und Hs-Sak-Dip-l war signifikant schwacher, wobei zwi-
schen beiden Proteinen nochmals differenziert werden muss: Fur He-Sak-Dip-I liel3
sich bei einer Konzentration von 400 pM eine geringere Hemmung der Thrombin-
aktivitat zeigen als fur Dip-l (22% gegenuber 45%). Fur Hg-Sak-Dip-II, Dip-ll und
He-Sak-IEGR war im untersuchten Konzentrationsbereich von 100 — 400 pM kein
signifikanter Hemmeffekt nachweisbar. Wurden Dip-l und Dip-Il in gleichen Kon-
zentrationen gemischt, ergab sich keine starkere Hemmung als fur Dip-I allein.

Die errechneten Ki-Werte dienten dem exakten quantitativen Vergleich der
Thrombinhemmung und spiegeln die in Abb. 7 dargestellte Hemmung des Throm-

bins durch die Testsubstanzen wider.

4.2.3. Biacore-Interaktionsanalyse

Mit Hilfe der molekularen Interaktionsanalyse am Biacore™ 2000 kénnen unab-
hangig von enzymkinetischen Versuchen Aussagen zur Stabilitdt von Dipetalin—
Thrombin-Komplexen getroffen werden. Fur die Untersuchungen wurden die Fu-
sionsproteine Hg-Sak-Dip-l, He-Sak-Dip-1l, Hg-Sak-Dip-I+ll und He-Sak-IEGR als
Kontrolle am Messchip immobilisiert. Das Sak-Modul in den Fusionsproteinen
bzw. in Hg-Sak-IEGR dient dabei als Kopplungs- und Abstandselement, wahrend
die Interaktion mit dem Analyten Thrombin auf vorhandene und interaktionsfahige
Dipetalin-Domanen zurtckzufihren ist. Das bestatigen die in Tab. 4 aufgeflhrten

Kp-Werte, die nach Auswertung der Biacore-Sensorgramme berechnet wurden.
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Fir den Liganden Hs-Sak-IEGR, der keine der Dipetalin-Domanen besitzt, wurde
auch keine Wechselwirkung mit Thrombin nachgewiesen (Kp >> 10° M). He-Sak-
Dip-l und Hg-Sak-Dip-I+1l interagieren gleichermalien effektiv mit Thrombin. Daftr
sprechen Kp-Werte im pikomolaren Bereich. Die Wechselwirkung der Dip-II-
Domane mit Thrombin ist dagegen wesentlich schwacher; die Kp-Werte liegen im
mikromolaren Bereich. Im Vergleich zu den starken Wechselwirkungen der Dip-I-

und Dip-I+lI-Module ist die Interaktion des Dip-lI-Moduls vernachlassigbar.

o P
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= 20 \a —e— Dip-I + Dip-ll
© —0—H,Sak-IEGR
O T T T T 1

| | |
200 300 400

Konzentration (pM)

|
0 100

Abb. 7: Hemmung der enzymatischen Thrombinaktivitadt durch die Testsubstanzen mit Hilfe von
chromogenem Substrat S-2238. Mittelwerte £ SEM (n = 5).

Tab. 4: Wechselwirkung von Dipetalin-Domanen mit Thrombin gemessen mit der Biacore-
Interaktionsanalyse (Kp-Werte)

Ko [M]
He-Sak-Dip-| 3,7x 10
He-Sak-Dip-I+| 6,7 x 107"
He-Sak-Dip-II 1,3x10°

Hs-Sak-IEGR >> 107
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Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Wechselwirkung im naturlich vor-
kommenden Zweidomanenprotein offensichtlich durch die Dip-I-Domane vermittelt

wird, obwohl in biologischen Tests Dip-l1+Il mehrfach starker ist.

4.2.4. Antikoagulatorische Wirkung

Um die antikoagulatorischen Effekte der Dipetalin-Domanen und Fusionsprotei-
ne zu bewerten, wurden TT, aPTT und PT gemessen. Hier wird die Hemmung der
Thrombinwirkung durch die Verlangerung der Gerinnungszeiten angezeigt.

Wie aus Abb. 8 ersichtlich, bewirkten Dip-l1+Il und He-Sak-Dip-I+IlI bei Konzen-
trationen > 10 nM und einer eingesetzten Thrombinkonzentration von 2 U/ml eine
signifikante Verlangerung der Thrombinzeit, wobei die hemmende Wirkung von
He-Sak-Dip-I+1l etwas geringer erschien. Dagegen wurden mehr als 10fach héhere
Konzentrationen an Hg-Sak-Dip-lI bzw. Dip-l bendtigt, um die TT signifikant zu ver-
langern. Bei 500 nM verlangerte sich die TT durch die genannten Proteine von
19 s auf 72 s (He-Sak-Dip-l ) bzw. 61 s (Dip-l). Anders als beim enzymatischen
Thrombininhibitionstest mit dem synthetischen Thrombinsubstrat S-2238 (s.0.)
waren hier keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Proteinen in der Ver-
langerung der TT erkennbar. Dip-Il und Hg-Sak-Dip-Il haben einen sehr geringen
Einfluss auf die TT: Diese Proteine missen in Konzentrationen > 1 uM eingesetzt
werden, um eine Verlangerung der Thrombinzeit zu erzielen. Der Effekt der He-
Sak-IEGR auf die TT war bei vergleichsweise hohen Konzentrationen vernachlas-
sigbar.

Die Veranderung der aPTT in Gegenwart von Dipetalinen und den zugehdrigen
Fusionsproteinen ist in Abb. 9 dargestellt. Auch hier waren Dip-l+Il und Hg-Sak-
Dip-I+1l die starksten Hemmestoffe der Gerinnung, die eine Verlangerung der aPTT
zeigten. Im Konzentrationsbereich von 400 nM bis 10000 nM wirkten Dip-l, Dip-l
und die entsprechenden Fusionsproteine gleichermalen antikoagulatorisch. Ver-
glichen mit den antikoagulatorischen Effekten von Dip-I+1l und Hg-Sak-Dip-I+1l zei-
gen diese Proteine signifikant geringere Effekte. Diese Ergebnisse untermauern
die thrombininhibitorische Wirkung speziell von Hg-Sak-Dip-I1+I1 und Dip-I+Il.

Wie aus Abb. 10 hervorgeht, wurde eine signifikante Verlangerung der PT nur
in Gegenwart von Dip-lI+ll und Hs-Sak-Dip-I+ll gemessen. Daflir waren
Konzentrationen von mindestens 300 nM notwendig. Die Hemmung durch Dip-l

und durch das entsprechende Fusionsprotein war schwacher, aber ab einer
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das entsprechende Fusionsprotein war schwacher, aber ab einer Konzentration
von 9000 nM statistisch signifikant. Dip-lIl hemmte Thrombin nicht.
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Abb. 8: Einfluss von Dipetalin-Domanen und ihren zugehdrigen Fusionsproteinen auf die plas-
matische Gerinnung. Bestimmung der Thrombinzeit. Mittelwerte + SEM (n = 4 - 8).
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Abb. 9: Einfluss von Dipetalin-Domanen und ihren zugehérigen Fusionsproteinen auf die plas-
matische Gerinnung. Bestimmung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit.
Mittelwerte + SEM (n =4 - 8).
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Abb. 10:  Einfluss von Dipetalin-Domanen und ihren zugehoérigen Fusionsproteinen auf die plas-
matische Gerinnung. Bestimmung der Prothrombinzeit. Mittelwerte + SEM (n = 4).
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Es kann geschlussfolgert werden, dass Dip-I+ll und He-Sak-Dip-l+Il sowohl in
den enzymatischen Thrombininhibitionstests als auch in den Koagulationstests die
starksten Hemmeffekte zeigten. In allen Koagulationstests hatte Hg-Sak-IEGR kei-
nen Einfluss auf die plasmatische Gerinnung, sie kann als Kontrolle angesehen

werden.

4.2.5. Hemmung der Plattchenaggregation

Thrombin ist der wirksamste Plattchenaktivator, indem es den "protease activa-
ted receptor" (PAR)-1 und in hoheren Konzentrationen PAR-4 der Plattchen akti-
viert. Thrombin bei einer Konzentration von 0,1 E/ml (entspricht etwa 1 nM) be-
wirkt eine Aggregation menschlicher Plattchen, welche durch Thrombininhibitoren
oder durch Thrombinrezeptorantagonisten blockiert werden kann. Als starkste
Hemmstoffe der thrombininduzierten Plattchenaggregation erwiesen sich Dip-I+lI
und He-Sak-Dip-1+1l (Abb. 11). Bereits bei einer Konzentration von 1 nM wurde ein
signifikanter Hemmeffekt erreicht. Etwa 20fach héhere Konzentrationen sind er-
forderlich, um gleiche Hemmeffekte durch Dip-l und Hs-Sak-Dip-l zu erreichen.
Durch Dip-ll und Hg-Sak-Dip-Il konnte bei vergleichsweise hohen Konzentrationen
kein signifikanter Hemmeffekt der thrombininduzierten Plattchenaggregation er-
reicht werden. Ein hemmender Einfluss auf die ADP- und Kollagen-induzierte Ag-
gregation humaner Plattchen war bis zu einer Konzentration der Fusionsproteine

von 14 000 nM nicht nachweisbar.

4.2.6. Vaskulare Effekte

Thrombinrezeptoren (PAR 1) sind sowohl auf Endothelzellen als auch auf glat-
ten Muskelzellen zahlreicher Gefale nachgewiesen worden. An isolierten Gefa-
Ren mit intaktem Endothel bewirkt Thrombin eine endothelabhangige Relaxation,
die uber eine Freisetzung des endothelialen NO vermittelt wird (Glusa 1994). Im
folgenden wurde gepruft, ob Dipetalin und die Fusionsproteine diese rezeptorver-
mittelten Thrombineffekte beeinflussen. Kleine Gefaliringe der Arteria pulmonalis
vom Schwein wurden mit PGF,, vorkontrahiert. Wenn sich das Kontraktionspla-
teau eingestellt hatte, wurde Thrombin dem Organbad zugesetzt. Bei intaktem
Endothel bewirkte Thrombin bei einer Konzentration von 0,1 E/ml eine Relaxation

der vorkontrahierten Gefalle um 83 £ 5% (n = 20). Die Fusionsproteine bzw. Dipe-
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talin-Domanen wurden 5 min vor der Zugabe von Thrombin dem Organbad zuge-
setzt. Wie in Abb. 12 gezeigt, erwiesen sich Dip-I+Il und He-Sak-Dip-I+II als poten-
te Inhibitoren der vaskularen Thrombineffekte. Auch Dip-l und He-Sak-Dip-l hemm-
ten die thrombininduzierte Relaxation, jedoch waren 10fach hdhere Konzentratio-
nen erforderlich, um einen signifikanten Hemmeffekt zu erreichen. Im Gegensatz
dazu wurde durch Dip-Il und He-Sak-Dip-Il sowie Hg-Sak-IEGR keine Hemmung
der Relaxation erreicht. Da fur die Plattchenaggregation und die Relaxation glei-
che Thrombinkonzentrationen eingesetzt wurden, ergaben sich hinsichtlich der
Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die Hemmung der zellularen Effekte nahezu
identische Resultate.

Die vorliegenden Experimente sprechen daflr, dass durch Dip-l+Il und das ent-
sprechende Fusionsprotein Uber die Hemmung der proteolytischen Aktivitat des

Thrombins die zellularen Effekte des Enzyms verhindert werden.
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Abb. 11:  Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die Hemmung der Thrombin (0,1 U/ml) - induzier-
ten Aggregation an gewaschenen humanen Thrombozyten. Mittelwert £ SEM; n =4 - 5.
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Abb. 12:  Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen fir die Hemmung der Thrombin (0,1 U/ml) -
induzierten endothelabhangigen Relaxation an PGF,,- vorkontrahierten Schweinelun-
genarterien. Mittelwert + SEM; n = 5.

5. Diskussion

Zur Behandlung thromboembolischer Erkrankungen, wie z.B. akutes Koronar-
syndrom, Myokardinfarkt, Lungenembolie, Schlaganfall oder peripherer arterieller
Verschlusskrankheit und deren Folgen stehen neben invasiven Methoden wie der
PTCA Medikamente zur Verfligung, welche die Gerinnsellyse bewirken. Das er-
hdhte prokoagulatorische Potential bei Patienten mit thromboembolischen Erkran-
kungen schrankt aber haufig die Effektivitat der thrombolytischen Therapie ein
(Merlini et al. 1995). Ein aktiviertes Gerinnungssystem kann zu einer frihzeitigen
Reokklusion selbst nach vorangegangener erfolgreicher Lysetherapie fuhren
(Granger et al. 1992, Ohman et al. 1990). Zur Verhinderung eines erneuten
thrombotischen Gefallverschlusses werden deshalb zusatzlich antikoagulatorisch
wirkende Medikamente eingesetzt (Collen & Lijnen 1995).

Zur simultanen thrombolytischen und antikoagulatorischen Therapie throm-

boembolischer Erkrankungen waren zwei in einem Praparat vereinte Wirkprinzi-
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pien wunschenswert. Der effektivste Weg ist die Herstellung von Hybridmolekulen
mit fibrinolytischen und antikoagulatorischen Eigenschaften. Die dafur ursprungli-
che Methode ist die chemische Quervernetzung mehrerer Komponenten. Da sie
meistens ungerichtet verlauft, d.h. unterschiedliche Molekilteile willkirlich mitein-
ander konjugiert werden, ist die Ausbeute an tatsachlich bi- oder multifunktional
aktiven Produkten haufig sehr gering (Phaneuf et al. 1994). Falls es sich bei den
zu koppelnden Wirkstoffen um Peptide oder Proteine handelt, stehen heute neben
der chemischen Kopplung gentechnische Herstellungsverfahren zur Verfligung.
Da man bei diesen Verfahren Gene fusioniert, ist die Bezeichnung Fusionsprotei-
ne fur die Produkte Ublich.

In der Vergangenheit gab es mehrere Versuche zur Herstellung von Fusions-
proteinen mit 0.g. Wirkprofilen. Im Folgenden werden nur jene Konstruktionen von
Fusionsproteinen berucksichtigt, die Sak als plasminogenaktivierendes bzw. fibri-
nolytisch aktives Modul enthielten. Van Zyl et al. (1997) entwickelten das Fusions-
protein PLATSAK (Platelet-Antithrombin-Staphylokinase). Neben Sak in N-
terminaler Position enthalt es in Richtung C-Terminus orientiert das RGD-Peptid,
welches die Bindung von Plattichen Uber den Glykoprotein lIb/llla-
Membranrezeptor an Fibrinogen inhibieren sollte, die Aminsaurereste 8-16 von
Fibrinopeptid A, welche im katalytischen Zentrum von Thrombin binden sollten
(Martin et al. 1992) und die "anion-binding exosite" - Domane (Aminosaurereste
54-65) des Hirudins, ebenfalls mit thrombinhemmender Funktion (Markwardt et al.
1970). Szarka et al. (1999) fusionierten die Hirudin-Variante 1 (HV1; Aminosauren
1 -63 des Hirudins) (Dodt et al. 1984) sowohl C- als auch N-terminal an Sak.
Szemraj et al. (2001) erzeugten das Fusionsprotein mit der grofdten Molmasse,
wobei Sak in der Mitte N-terminal nach dem zweiten von insgesamt vier Modulen
eingefugt wurde: RGD-Peptid, Kringle-2-Domane (K2) des t-PA, Sak und Hirudin.

Die kritische Bewertung und der Vergleich mit den eigenen experimentellen Da-
ten lasst die Defizite der genannten Arbeiten erkennen. Das betrifft einerseits die
Auswahl und Anzahl der zu verknipfenden Module, andererseits sind die Expres-
sionsausbeuten sowie die Effizienz und Qualitat der Proteinreinigung unvollstandig
dargestellt. Ebenso fehlen wirklich Uberzeugende Nachweise zur biologischen
Wirkung der Fusionsproteine.

Interessant ist, dass Szarka et al. (1999) fur die Expression ihrer Fusionsprotei-

ne HV1-Sak und Sak-HV1 ein Bacillus subtilis-Expressionssystem wahlten. Der
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Vorzug dieses Expressionssystems ist die eher problemlose Sekretion des Ziel-
proteins in das Kulturmedium. Verglichen mit einem E. coli- Zellaufschluss ist der
Gehalt an Fremdproteinen gering, was von Vorteil fur die Proteinreinigung sein
kann. Allerdings wird das B. subtilis-Expressionssystem selten benutzt, da neben
dem Zielprotein gleichzeitig erhebliche Mengen an Proteasen ins Kulturmedium
sezerniert werden, welche die unkontrollierte Prozessierung des Zielproteins be-
wirken konnen. Diese Annahme wird durch friGhere Erfahrungen bei der Sak-
Expression in B. subtilis unterstutzt (Behnke & Gerlach 1987). Aussagen zur Qua-
litat der Proteinreinigung fehlen in den oben genannten Arbeiten. Die dargestellten
Reinigungsmethoden lassen nicht erkennen, dass ein mit den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Proteinen vergleichbarer Reinheitsgrad erreicht werden konn-
te. In der Arbeit von van Zyl et al. sind nach der Reinigung uber die Ni-NTA-
Agarose-Saule keine weiteren Proteinreinigungsschritte angegeben. Zusatzlich
entsteht der Eindruck, dass diese Autoren eine sehr willkurliche Verknupfung ein-
zelner Module vornahmen mit dem Wunsch, mdglichst viele Funktionsprinzipien
im Fusionsprotein zu vereinen. Rationale Ansatze, wie die Berlcksichtigung von
Proteinstrukturdaten, sind nicht erkennbar. So ist fraglich, ob zumindest kurze
Peptide (RGD-Modul) im gefalteten Fusionsprotein-Molekul Uberhaupt funktionell
wirksam ausgerichtet sind.

Die erwahnten Arbeiten zu Fusionsproteinen unter Einbeziehung von Sak ver-
mitteln einen unvollstandigen Eindruck zur Bifunktionalitat der jeweiligen Konstruk-
te. Szarka et al. (1999) wiesen die plasminogenaktivierende Funktion des Fusi-
onsproteins HV1-Sak qualitativ (SDS-PAGE) nach, trafen aber keine quantitative
Aussage. Die antikoagulatorische Wirkung des Hirudin-Moduls wurde nicht getes-
tet. Das von Szemraj et al. (2001) beschriebene Fusionsprotein RGD/K2/STA/HIR
aktivierte Plasminogen und war auch unter quantitativem Gesichtspunkt mit der
Wildtyp-Sak vergleichbar. Es war fibrinolytisch aktiv, wobei der hier genutzte Mik-
ro-Gerinnsel-Lyse-Test (MCLA) nach Lewis (1991) nicht die Sensitivitdt und Re-
produzierbarkeit des in der vorliegenden Arbeit benutzten Fibrinplattentests be-
sitzt. Die Thrombinhemmung durch das Hirudin-Modul war dagegen zweifach
niedriger als die des Hirudins allein. Daten zur Wirksamkeit von RGD-Peptid und
Kringle-Polypetid wurden nicht vorgestellt. Das Einfligen der Kringle-Domane zur

Vermittlung einer Fibrinspezifitat ist ohnehin nicht notwendig, denn Collen et al.
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(1993) wiesen nach, dass die fibrinolytische Wirkung der Sak in vivo fibrinspezi-
fisch ist.

Das Fusionsprotein PLATSAK (van Zyl et al. 1997) musste mit ca. 400-fach
héherer Konzentration eingesetzt werden, um die von uns mit Hg-Sak-Dip-I1+Il und
Dip-1+1l erreichte Verlangerung der TT zu erzielen. Fir die Verlangerung der aPTT
durch PLATSAK waren ebenfalls deutlich hdhere Konzentrationen erforderlich. Ein
hemmender Einfluss auf die thrombininduzierte Plattchenaggregation durch
PLATSAK wurde nicht erwahnt. Die Wirkung der RGD-Sequenz konnte nicht be-
wiesen werden. Dagegen war die fibrinolytische Aktivitat, gemessen mit dem
Thrombelastographen, gegenuber der Wildtyp-Sak unverandert.

Mit durchschnittlich 17% Anteil am Gesamtproteingehalt der E. coli-Zellen er-
reichten wir Expressionsausbeuten, die auch fur angewandte Fragestellungen ak-
zeptabel sind, wie z.B. die biotechnologische Herstellung der Fusionsproteine.
Das Sak-Modul wurde in den Fusionsproteinen N-terminal platziert und am N-
Terminus mit einem His-Tag ausgestattet. Diese Losung wurde gewahlt, da aus
friheren Untersuchungen folgende Aspekte bekannt waren:

Die entsprechende Positionierung des sak-Gens mit seinen Promotorsequen-

zen im Expressionsplasmid steigert die Expression fusionierter Proteine und

Peptide deutlich (Schlott et al. 1998).

Der angefugte His-Tag verbessert die Effizienz besonders der Primar-

reinigungsschritte, siehe auch Janknecht et al. (1991).

Die N-terminal durch den His-Tag verlangerte Sak und eine N-terminale Pro-

zessierung der Staphylokinase (bis zum Abbau von 16 Aminosauren inkl. His-

Tag) fuhren nicht zur Beeintrachtigung der Funktion.

Die Verlangerung der Sak am C-Terminus fihrt nicht zum Verlust der plasmino-

genaktivierenden Funktion (Gase et al. 1996).

Die Proteinstruktur der Sak war in eigenen Untersuchungen aufgeklart worden
(Ohlenschlager et al. 1997, 1998). Sak ist ein kompakt gefaltetes globulares Prote-
in (Abb. 13). Ebenso war vor Beginn dieser Versuche die Struktur der Dip-I-
Domane des Dipetalins aufgeklart (Schlott et al. in Druck). Die Losung der Raum-
struktur des kompletten Dip-I1+Il wird von Ohlenschlager et al. vorbereitet. Klar ist,
dass beide Domanen Uber ein flexibles Linkerpeptid verbunden sind, das eine we-
nig eingeschrankte, voneinander unabhangige Beweglichkeit beider Domanen

gewahrleistet. Die Kopplung der Sak und Dip-Module erfolgte Uber das die FXa-
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Schnittstelle enthaltende Linkerpeptid, welches in Losung frei zuganglich ist. Das
lasst sich aus der Effektivitat der FXa-Spaltung als Vorstufe zur Isolierung beider
Fusionsmodule ableiten. NMR-Untersuchungen ergaben zudem, dass keine die
Bifunktionalitat einschrankenden intra- (z.B. zwischen den Dip-Domanen) und in-
termodularen (zwischen Sak- und Dip-Modul) Wechselwirkungen im Hg-Sak-Dip-
I+11-Molekiil vorliegen: Die Auswertung der ['H-""N]-HSQC-Spektren der Fusions-
proteine im Vergleich zu den Spektra von Sak (Ohlenschlager et al. 1997) und
Dip-l (Schlott et al. in Druck) zeigte, dass die Module in den Fusionsproteinen die
gleiche globulare Faltung aufwiesen wie im ,nativen®, nicht fusionierten Zustand.
Funktionell signifikante Molekulregionen in den Sak- und Dip-Modulen waren nicht
von den nachgewiesenen Molekulkontakten betroffen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die den ur-
sprunglichen Modulen Staphylokinase und Dipetalin innewohnenden Eigenschaf-
ten in Fusionsproteinen uneingeschrankt erhalten bleiben und dass die bifunktio-
nellen Eigenschaften vergleichbar mit denen der Einzelmodule sind. Die plasmi-
nogenaktivierende Wirkung ist von der des Hg-Sak-IEGR-Einzelmoduls und von
der der Wildtyp-Sak42D nicht verschieden. Gleiches gilt fur die fibrinolytische Akti-
vitat des Fusionsproteins im Vergleich zum Einzelmodul. Das wurde im Fibrinplat-
tentest gezeigt, der als Referenztest zum Vergleich fibrinolytischer Aktivitaten an-
gesehen wird (Hauptmann et al. 1995). Des weiteren vermag das Dip-I+1I-Modul
die Serinprotease Plasmin nicht zu hemmen, denn zumindest Spuren des aktiven
Enzyms werden bendtigt, um die Plasminogenaktivierung durch Sak zu starten
(Collen et al. 1993).

Die thrombinhemmende Funktion des Hg-Sak-Dipl+ll ist ebenfalls uneinge-
schrankt nachweisbar, wenn mit dem Dipetalin-Modul Dip-I+Il und anderen
Thrombininhibitoren, wie Hirudin (Markwardt 1994b), Rhodniin (van de Locht et al.
1995, 1996) und Triabin (Noeske-Jungblut et al. 1995, Glusa et al. 1997, Fuentes-
Prior et al. 1997) verglichen wird. Die hohe Affinitat dieses Fusionsproteins zum
Thrombin zeigt sich auch bei der Bestimmung der Kp-Werte, die im pikomolaren
Bereich liegen. In enzymkinetischen Tests erwiesen sich Hg-Sak-Dipl+1l und Dip-
[+11 als ,tight-binding“- Inhibitoren des Thrombins mit Ki-Werten im femtomolaren
Bereich. Darlber hinaus belegen die komplexen Koagulationstests die effiziente
Hemmung der plasmatischen Gerinnung durch die Fusionsproteine. Die antikoa-

gulatorischen Effekte von Hg-Sak-Dip-I+1l und Dip-I+ll lagen in demselben Kon-
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zentrationsbereich wie fur Hirudin. In unseren Experimenten war die Bestimmung
der Thrombinzeit der empfindlichste Gerinnungstest, denn schon bei Konzentrati-
onen Uber 10 nM konnte eine signifikante Verlangerung der TT durch Hg-Sak-Dip-
[+11 und Dip-I+1l erreicht werden. Dagegen waren hohere Konzentrationen dieser
Proteine erforderlich, um die aPTT oder die PT zu verlangern. Ein Einfluss auf die
Faktor Xa- Aktivitat ist nicht anzunehmen, denn die Spaltung der Fusionsproteine
im Rahmen der Proteinpraparation wurde durch die Anwesenheit des Dip-I+lI-
Moduls nicht behindert.

Es konnte gezeigt werden, dass Dip-I+Il und gleichermalien das entsprechende
Fusionsprotein effizient zellulare Effekte des Thrombins hemmen. Thrombin ist der
wirksamste Agonist flr die Plattchenaktivierung, und als Folge der Stimulation von
Protease-aktivierenden Rezeptoren (PAR) bewirkt es bei sehr geringen Konzen-
trationen die Aggregation von humanen Plattchen (Glusa 1992). Diese wurde
durch He-Sak-Dip-I+ll und Dip-I+ll in derselben GroRenordnung gehemmt wie
durch Hirudin (Glusa 1991) oder Triabin (Noeske-Jungblut et al. 1994, Glusa et al.
1997). Die ebenfalls PAR-Rezeptor-vermittelte, endothelabhangige Relaxation
isolierter Gefaldiringe wurde durch Hg-Sak-Dip-I+ll und Dip-I+II mit der gleichen
Wirksamkeit gehemmt wie die Plattchenaggregation. Wenn Thrombin in einer
Konzentration von 1 nM eingesetzt wurde, liel} sich mit ca. 2 nM Hg-Sak-Dip-I+ll
eine 50%ige Hemmung der zellularen Effekte des Thrombins erreichen. In isolier-
ten Systemen aus Fibrinogen, Thrombin und Testsubstanz Iasst sich ein exaktes
stochiometrisches Verhaltnis der Thrombinhemmung nachweisen.

In der vorliegenden Arbeit konnte klar gezeigt werden, dass der ersten Domane
des Dipetalins bei der Interaktion mit Thrombin eine Schlisselfunktion zukommt,
was durch die Thrombintests unterstrichen wurde.

Die ermittelten Dissoziationskonstanten Kp fur die Wechselwirkungen mit
Thrombin ergaben auch fur He-Sak-Dip-l Werte im pikomolaren Bereich, was fur
eine hohe Affinitdt zum Thrombin spricht. Fur Hg-Sak-Dip-Il und He-Sak-IEGR
(Negativkontrolle) wurden dagegen hohe Kp-Werte ermittelt, die auf eine zu ver-
nachlassigende Wechselwirkung mit Thrombin schlieRen lassen. Daraus kann
abgeleitet werden, dass die Dip-ll-Domane nicht mit der ,anion-binding exosite*
des Thrombins interagiert, wie von van de Locht et al. (1995) fur die homologe

Domane des Rhodniins vermutet wurde.
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Thrombin wird im Test mit dem Thrombinsubstrat S-2238 durch Hg-Sak-Dip-I
und Dip-l signifikant gehemmt, allerdings in hoheren Konzentrationen als durch
Hg-Sak-Dip-I+Il und Dip-I+ll. Hg-Sak-Dip-ll, Dip-ll und Hg-Sak-IEGR hemmen
Thrombin nicht. Der isolierten Domane-Il konnte somit keine biologische Aktivitat
zugewiesen werden. Das aquimolare Gemisch aus Dip-l und Dip-Il Ubertrifft nicht
die thrombinhemmende Wirkung von Dip-I. In funktioneller Hinsicht erganzen sich
die einzelnen Domanen | und Il des Dipetalins einander nicht. Deshalb scheint
Dip-Il nur dann fur eine optimale Thrombinhemmung von Bedeutung zu sein,
wenn es Uber das flexible Linkerpeptid mit der Domane Dip-lI verbunden ist
(Schlott et al. in Druck).

Sowohl die Ergebnisse zur antikoagulatorischen Wirkung als auch die zur
Hemmung zellularer Thrombineffekte spiegeln die Rangfolge der thrombinhem-
menden Wirkung der Einzeldomanen wider: Dip-l und Hg-Sak-Dip-I hemmen
schwacher als die Zweidomanenvarianten. Dip-ll und He-Sak-Dip-Il sind praktisch
inaktiv (Schlott et al. in Druck).

Die ,assistierende” Funktion der Domane Dip-Il und des Linkerbereichs werden
Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben. Das Hauptinteresse wird sich aber
auf die gentechnologische Veranderung der Dip-Domane-l speziell des C-
Terminus richten mit dem Ziel, eine dem Zweidomanenprotein vergleichbare
Hemmung fir Thrombin zu erreichen. Da die plasminogenaktivierenden und fibri-
nolytischen Potenzen im Fusionsprotein offenbar nicht von der Konstruktion des
Dip-Moduls abhangig sind, ergabe sich die Moglichkeit, die Molekulgrof3e der bi-
funktionalen Fusionsproteine zu reduzieren. Ziel ist die Konstruktion
,mafgeschneiderter® Fusionsproteine mit kleinerem Molekulargewicht, die im
Anschluss an Expression, Reinigung und Funktionsuntersuchungen als potentielle
Antithrombotika von Interesse sind.

Die Kombination einer plasminogenaktivierenden und einer thrombinhemmen-
den Wirkung in einem in hohen Ausbeuten produzierbaren rekombinanten Fusi-
onsprotein stellt ein mdgliches Wirkprinzip dar, das fur die medikamentése Thera-
pie erfolgversprechend sein konnte. Das wird jedoch entscheidend von den
weiteren Ergebnissen physiologischer und pharmakologischer Untersuchungen

abhangen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die pharmakologische Untersuchung an Fusi-
onsproteinen bestehend aus Staphylokinase und verschiedenen Dipetalin-
Domanen mit gerinnungshemmenden und profibrinolytischen Eigenschaften.

Zur Anzucht der Fusionsproteine Hg-Sak-Dip-l, Hg-Sak-Dip-Il und Hg-Sak-Dip-
I+11 wurde ein E. coli-Expressionssystem verwendet, in welchem diese intrazellular
und in geléster Form vorlagen. Mit chromatographischen Verfahren konnten die
Proteine in einem funfstufigen Praparationsverfahren bis zur Homogenitat gerei-
nigt werden.

In einem enzymatischen Thrombinhemmungstest mit chromogenem Substrat S-
2238 erwiesen sich Dip-1+Il und He-Sak-Dip-I+Il als potente Thrombininhibitoren,
wahrend Dip-l und Hg-Sak-Dip-| eine signifikant geringere Hemmwirkung zeigten.
Mit einem Gemisch aus Dip-l und Dip-ll konnten die thrombinhemmenden Effekte
von Dip-I+Il nicht erreicht werden, sondern die Effekte blieben hinter denen von
Dip-l zurick. Die Proteine Dip-ll, Hg-Sak-Dip-ll und Hg-Sak-IEGR hatten keinen
Einfluss auf die proteolytische Thrombinwirkung . Weiterhin scheint Dip-Il nur dann
fur die Hemmung von Thrombin wichtig zu sein, wenn es Uber ein flexibles Linker-
peptid mit Dip-l verbunden ist.

Die antikoagulatorische Wirkung der Praparate wurde mit den globalen Gerin-
nungstests Thrombinzeit (TT), aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und
Prothrombinzeit (PT) bestimmt. Eine signifikante Verlangerung der TT konnte
durch Dip-I+Il und He-Sak-Dip-I+II mit Konzentrationen > 10 nM erreicht werden.
Mehr als 10fach hohere Konzentrationen von Dip-l und He-Sak-Dip-l wurden beno-
tigt, um die TT signifikant zu verlangern. Dip-ll und Hg-Sak-Dip-Il hatten einen sehr
geringen Einfluss auf die TT, denn Konzentrationen groRer als 1 uM waren erfor-
derlich, um eine signifikante Verlangerung zu erzielen. Der Effekt von Hg-Sak-
IEGR war zu vernachlassigen. Das Ausmal} der TT-Verlangerung durch die unter-
suchten Proteine korrelierte mit deren zugehoérigen Ki-Werten.

Die thrombinhemmende Wirkung von Dip-I+Il und Hg-Sak-Dip-1+Il zeigte sich
auch in der Verlangerung der aPTT. Im Gegensatz dazu erzielten Dip-l und Dip-ll
sowie ihre zugehorigen Fusionsproteine signifikant schwachere antikoagulatori-
sche Effekte. Hg-Sak-IEGR hatte auf die aPTT keinen Einfluss.
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Die PT wurde lediglich durch Dip-I+1l und Hg-Sak-Dip-I+1l signifikant verlangert.
Dafur waren Konzentrationen uber 300 nM erforderlich.

Daruber hinaus vermochten Dip-I+Il und Hg-Sak-Dip-I+Il die thrombininduzierte
Plattchenaggregation signifikant zu hemmen. Ein signifikanter Hemmeffekt wurde
bereits bei Konzentrationen von 1 nM erzielt, wohingegen 20fach hohere Konzen-
trationen von Dip-l und He-Sak-Dip-| erforderlich waren, um gleiche Hemmeffekte
zu erreichen. Wie in den vorangegangenen Untersuchungen hemmten Dip-Il und
He-Sak-Dip-Il die Plattchenaggregation nicht. Die untersuchten Proteine hatten
keinen Einfluss auf die ADP- und Kollagen-induzierte Plattchenaggregation.

Die thrombinbedingte endotheliumabhangige Relaxation an isolierten Ringen
der A. pulmonalis vom Schwein wurde durch Dip-I+Il und He-Sak-Dip-I+Il mit der-
selben Effektivitit gehemmt wie die Plattchenaggregation. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit Dip-l und He-Sak-Dip-l erzielt. Dip-1l und Hg-Sak-Dip-Il waren nicht in-
hibitorisch wirksam.

Desweiteren wurden die plasminogenaktivierende und die fibrinolytische Wirk-
samkeit der Proteine gepruft. Alle Fusionsproteine zeigten eine plasminogenakti-
vierende Wirkung, die mit der der Wildtyp-Sak und der He-Sak-IEGR vergleichbar
war. Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich im untersuchten Zeitraum
von 0-30 s nicht. Im Gegensatz zu den Fusionsproteinen waren die einzelnen Di-
petalin-Domanen inaktiv. Dartber hinaus wurde die fibrinolytische Aktivitat mit Hil-
fe des Fibrinplattentests untersucht. Die Fusionsproteine fuhrten zu einer konzen-
trationsabhangigen Fibrinolyse. Nach 20 Stunden unterschieden sich die Lysehofe
nicht statistisch signifikant von denen durch Sak42D und Hs-Sak-IEGR ausgelds-
ten Fibrinolyseflachen. Demzufolge wird die fibrinolytische Aktivitat der Staphylo-
kinase nicht durch zusatzliche Dipetalin-Domanen beeinflusst.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass das
Fusionsprotein Hg-Sak-Dip-l1+1l im Vergleich zu seinen Einzelkomponenten die
gleiche Wirkung zeigte und deshalb die Bifunktionalitat voll erhalten blieb. Damit
stellt He-Sak-Dip-I+Il einen kombinierten Wirkstoff dar, der fur die Behandlung

thromboembolischer Erkrankungen von Nutzen sein konnte.
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