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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Na-Methyl-Arginin als P1-Rest stellt ein kombiniertes ,,Prolin- und Arginin-Analogon® dar
und ermdglicht damit stabile Peptidmimetika mit hoher Affinitdt. Die Bindungsweise eines
Thrombininhibitors mit dieser Aminosaure wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. F11
wurde mit humanem a-Thrombin kokristallisiert und die Kristallstruktur bis zu einer Auflésung
von 1,8 A bestimmt. Die vorliegende Struktur erklart die stark reduzierte Reaktivitdt der Na-
Methyl-Arginin—Xaa-Bindung, die auf der ,,Abstandshalter-Wirkung der Methylgruppe und ei-
ner verzerrten katalytischen Triade beruht. Damit wurden nicht nur Informationen tber die
Wechselwirkungen innerhalb des F11-Thrombin-Komplexes gewonnen, sondern auch gezeigt,
dal} die Methylierung eines basischen P1-Restes generell fir den Entwurf relativ stabiler Mimeti-

ka von Serinproteinase-Substraten und -Inhibitoren geeignet ist.

Die Staphylocoagulasen sind Proteine aus Staphylococcus aureus mit der Fahigkeit, menschli-
ches Plasma gerinnen zu lassen. Sie bilden mit Prothrombin einen aktiven 1:1-Komplex, der un-
ter Umgehung der physiologischen Gerinnungskaskade Fibrinogen spalten und damit Fibrin bil-
den kann. Dafr ist, im Gegensatz zum normalen Aktivierungsmechanismus, keine proteolytische
Spaltung von Prothrombin erforderlich. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit die Kristallstruktu-
ren eines aktiven STC-Fragments mit Thrombin und Prathrombin-2 bis zu einer maximalen Auf-
I6sung von 2,1 A gel6st. STC besitzt eine bislang uncharakterisierte Struktur aus zwei a-helikalen
Domanen, die mit der Faltung von Staphylokinase und Streptokinase nicht verwandt sind. Der
bakterielle Kofaktor stabilisiert eine aktive Konformation in Prothrombin durch die Insertion
seines N-Terminus in die Aktivierungstasche des Zymogens. Dies bestétigt die Molekulare-
Sexualitdt-Hypothese. Diese Erkenntnisse konnten neue Therapien ermdglichen, die auf der Ver-

hinderung schédlicher, durch bakterielle Kofaktoren induzierter Prozesse basieren.

Die membranstandige humane Serinproteinase MT-SP1 konnte direkte und indirekte Rol-
len in Zellwachstum und -migration sowie bei Angiogenese, Tumorwachstum und -progression
spielen. Die Spezifitdt von MT-SP1 unterscheidet sich grundsatzlich von Trypsin, da MT-SP1
nicht unterschiedslos Peptidsubstrate nach zugdnglichen Lysin- oder Argininresten spaltet, son-
dern zusdtzliche Aminosauren rund um die zu spaltende Peptidbindung erkennen muf3. In dieser
Arbeit wurden die Kristallstrukturen von der katalytischen Doméne von MT-SP1 mit Benzami-
din (1,3 A) und BPTI (2,9 A) aufgeklart. Die katalytische Doméne des menschlichen MT-SP1
besitzt die Faltung einer chymotrypsinartigen Serinproteinase, aber dartber hinaus einige charak-



Zusammenfassung

teristische Eigenschaften wie die hydrophoben/sauren S2/S4-Bindetaschen und einen exponier-
ten 60-loop, die die Substraterkennungs- und -bindungseigenschaften stark beeinflussen. Die Kiri-
stallstrukturen von MT-SP1 in Komplex mit den Inhibitoren Benzamidin und BPTI stellen einen
ersten Schritt in die Richtung des Designs spezifischer Inhibitoren gegen dieses hdchstwahr-

scheinlich an Tumorprozessen beteiligten Enzyms dar.
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1 Einflhrung
1.1 Proteolyse

Die durch eine Peptidase katalysierte hydrolytische Spaltung einer Peptidbindung wird Pro-
teolyse genannt. Man unterscheidet zwei Kategorien:

limitierte Proteolyse: Eine Proteinase spaltet eine einzige oder nur wenige, meist sehr spe-
zifische Peptidbindungen eines Zielproteins, was zu dessen Aktivierung oder Prozessie-
rung fihrt (Hubbard, 1998).

unlimitierte Proteolyse: Proteine werden in ihre Aminosaurebestandteile oder kleine Pep-
tide zerlegt. Daflr werden sie normalerweise zuerst an das Protein Ubiquitin gekoppelt,
was sie fur schnelle ATP-abhangige Hydrolyse durch das Proteasom markiert (Glickman
und Ciechanover, 2002). Sie kdnnen jedoch auch in ein Zellkompartment wie Lysosomen
transferiert werden, wo sie durch verschiedene Enzyme schnell abgebaut werden (Pillay et
al., 2002).

Die International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) schlug 1984 die Verwen-
dung des Begriffs ,,Peptidase” fur die Enzymuntergruppe der Peptidbindungshydrolasen vor (EC
3.4). Der weitverbreitete Name ,,Protease” ist damit synonym. Eine Exopeptidase (EC 3.4.11-19)
spaltet eine oder nacheinander wenige Aminosauren vom N- oder C-Terminus eines Substrates
ab, eine Endopeptidase (EC 3.4.21-99) hydrolysiert ,,interne* Peptidbindungen abseits des N-

oder C-Terminus. Die Endopeptidasen werden auch Proteinasen genannt (Barrett et al., 1998).
‘NH—R —R~—R—...—R,—R,,,—...—R,,—R,—COO~

Aminopeptidase Endopeptidase  Carboxypeptidase
(Exopeptidase) (Exopeptidase)

Abbildung 1: Spaltstellen verschiedener Peptidasen

Zur Hydrolyse der Peptidbindung wird ein Protonendonor oder eine Base sowie ein Nukleophil
bendtigt. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind finf mechanistische Proteinaseklassen bekannt: Metal-
lo-, Aspartat-, Cystein-, Threonin- und Serin-Proteinasen. Die jeweiligen Mechanismen unter-
scheiden sich fundamental. Bei Serin-, Threonin- und Cystein-Proteinasen ist das Nukleophil Teil
der Seitenkette von Serin, Threonin bzw. Cystein, bei Aspartat- und Metalloproteinasen jedoch
ein aktiviertes Wassermolekil.

Die Nomenklatur zur Beschreibung der Bindetaschen zur spezifischen Erkennung eines
Substrats wurde 1967 eingefuhrt (Schechter und Berger, 1967). Die Bindetaschen (subsites) fuir die
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Aminosduren des Substrats werden mit dem Buchstaben S bezeichnet, wéhrend die Aminosdu-
ren, die dort binden, P genannt werden. VVon der zu spaltenden Peptidbindung in Richtung des
N-Terminus werden die Aminosduren mit P1, P2, P3 usw. durchnumeriert. Fiir die Bezeichnung
in Richtung des C-Terminus werden die Symbole P1’, P2’, P3’ usf. verwendet. Die zu spaltende

Bindung (") liegt somit zwischen P1 und P1’. Entsprechend werden die Bindetaschen ...S3 S2 S1

Substratbindetaschen

“ R3 HH RzHH R1 HH R1 HHRZ )H;R3 H
—C —CO—NH—C —CO—NH C—CO NH—C —CO—NH— C CO—NH—C—

P3 P2 P1 P1 P2’ P3”

Substrat
Abbildung 2: Nomenklatur von Substratbindetaschen und Substratresten nach
Schechter und Berger

~ S1'S2',S3'... genannt:

1.1.1  Metalloproteinasen

Metalloproteinasen besitzen ein Kkatalytisch aktives zweiwertiges Kation ¢n*"), das die
Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung noch stéarker polarisiert und damit die ru-
kleophile Attacke auf die Peptidbindung durch ein glutamatgebundenes Wasser ermdglicht. Oft
ist das Zinkion durch zwei Histidinreste (meist in der Sequenz HEXXH) und ein Glutamat (z.B.
Thermolysin) bzw. ein drittes Histidin (z.B. Astacin) gebunden, es gibt jedoch auch andere M&g-
lichkeiten zur Bindung von Kationen (Hooper, 1994).

Die Metzincine sind eine Untergruppe der Metalloproteinasen, die Zink Uber das verlanger-
te Motiv HEXXHXXGXXH binden. Alle Metzincine besitzen ein konserviertes Methionin (im
sogenannten ,,Met-turn), das zur Stabilisierung des aktiven Zentrums beitrégt, und eine typische
Faltung in ein funfstrangiges b-Faltblatt und drei a-Helices (Bode et al., 1996; Stocker und Bode,
1995).

Die Matrix-Metalloproteinasen (Matrixine, MMPs) sind eine Untergruppe der Metzincine
und zerfallen in vier Gruppen, je nach Substratspezifitdt oder Doméanenstruktur. Alle MMPs au-
Rer den beiden kleinsten (Matrilysin und MMP26) enthalten eine Hdmopexin- (oder Vitronektin-)
artige Doméne, die mit der katalytischen Doméne (ber ein prolinreiches Scharnier verbunden ist
und zur Substraterkennung beitragt (McCawley und Matrisian, 2001). Eine Untergruppe, die der
MT-MMPs (MMP14-17, 24-25), zeichnet sich durch eine Gterminale Transmembrandoméne
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bzw. eine GPI-Erkennungsregion aus. Dadurch kommt die katalytische Doméne auf der Zell-
oberflache zu liegen, wo sie unter anderem pro-Gelatinase A aktiviert (Johnson et al., 1998). Die
MMPs werden durch mindestens vier physiologische Inhibitoren reguliert (tissue-Inhibitoren der
Metalloproteinasen, TIMPs), von denen jeder eine spezifische Rolle zu spielen scheint (Fassina et
al., 2000).

Die ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase domain) sind eine Familie von mehr als 21 Mit-
gliedern mit Rollen bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Sie alle besitzen eine Pro-, eine
Metalloproteinase-, eine disintegrinartige, eine cysteinreiche, eine EGF-artige, eine Transmem-
bran- und eine cytoplasmatische Domane (Wolfsberg et al., 1995). Durch Wechselwirkungen von
ADAMSs mit Integrinen werden Zellen in Kontakt mit anderen Zellen oder extrazellularer Matrix
gebracht. Die katalytischen Doménen der ADAMs gehdren zur Familie der Reprolysine oder
Adamalysine mit einem konservierten  HEXGHXXGXXHD-Motiv (Primakoff und Myles,
2000).

1.1.2  Aspartatproteinasen

Die meisten Aspartatproteinasen gehdren zur Pepsin-Familie, die sowohl Verdauungsen-
zyme wie Pepsin und Chymosin als auch das lysosomale Kathepsin D sowie prozessierende En-
zyme wie Renin umfal3t. Eine zweite Familie enthélt virale Proteinasen (Retropepsine, z.B. HIV-
Proteinase; Rawlings und Barrett, 1995). Aspartatproteinasen bestehen aus zwei homologen,
meist durch Genduplikation entstandenen Doménen, zwischen denen die Aminosduren des akti-
ven Zentrums angeordnet sind (Tang et al, 1978). Jede Doméne tragt einen Aspartylrest zur
katalytischen Dyade bei, D32 und D215 in Pepsin-Numerierung. Eines der beiden Aspartate ist
bei dem fiir die Katalyse idealen pH-Wert ionisiert, das andere nicht. Retropepsine sind jedoch
Monomere und dimerisieren zu ihrer Aktivierung. Die nukleophile Attacke erfolgt tiber zwei
gleichzeitige Protonenibertragungen: von einem Wassermolekil zur katalytischen Dyade und
von der Dyade auf den Carbonylsauerstoff des Substrats unter Spaltung der Peptidbindung.
Diese Sdure-Base-Katalyse (,jpush-pull“-Mechanismus) verlauft Gber einen nichtkovalenten tetrae-
drischen Ubergangszustand (Polgar, 1987).

1.1.3  Cysteinproteinasen

Zu den Cysteinproteinasen gehdren neben den Legumainen, Gingipainen und Caspasen die
papaindhnlichen Cysteinproteinasen, die lysosomalen Kathepsine B, H, L und S in Séugetieren,
die cytosolischen calciumaktivierten Calpaine sowie Proteinasen aus Parasiten (z.B. Trypanoso-
ma; Rawlings und Barrett, 1994). Beim Katalysevorgang, an dem ein Cystein (C25 in der Papain-

Numerierung) und ein Histidin (H159) beteiligt sind, bildet sich ein kovalentes tetraedrisches
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Zwischenprodukt (Angelides und Fink, 1979). Das Thiolat-lon von C25, das als Nukleophil fun-
giert, wird durch die Bildung eines lonenpaars mit der benachbarten Imidazoliumgruppe von
H159 stabilisiert (Polgar, 1974).

1.1.4  Serinproteinasen

Die evolutionér erfolgreichste Klasse der Serinproteinasen unfalit sechs ,.clans” (Barrett
und Rawlings, 1995). Der Chymotrypsin-clan (clan A) enthélt Sdugerenzyme wie Chymotrypsin,
Trypsin, Elastase oder Kallikrein, der Subtilisin-clan (B) die Furine, viele bakterielle Proteinasen
(z.B. Subtilisin) und die a/b-Hydrolasen. Diese beiden Familien unterscheiden sich in der Se-
quenz und Faltung, nicht jedoch in der Geometrie des aktiven Zentrums und im Katalysemecha-
nismus und haben sich folglich konvergent aus verschiedenen Urspriingen entwickelt. Trotz ho-
her Homologie in ihrer Primarstruktur besitzen die Serinproteinasen duferst verschiedene Sub-
stratspezifitaten, die auf Aminosauresubstitutionen in den Bindungstaschen beruhen. Die niedrig-
ste Stufe der Spezifitét ist auf die P1-Position beschrankt, die meisten Enzyme weisen jedoch eine
erweiterte Wechselwirkungsflache mit dem Substrat auf.

Drei Reste sind fur die Katalyse essentiell: H57, D102 und S195 (Chymotrypsinogen-

Numerierung). Sie bilden die sogenann-
te ,katalytische Triade“ (Dodson und

I & o Wilodawer, 1998). Der erste katalytische
] Cal CH L ] 0 CH.—@—C=0
! T H N e H'-OH Schritt ist eine Acylierung, wobei Uber
:'. R, v R " w_ w einen negativ geladenen tetraedrischen
N r N

R Ubergangszustand unter Spaltung der

Peptidbindung ein kovalentes Acyl-

i Enzym-Zwischenprodukt zwischen

Ho® . dem Substrat und dem Serin entsteht.
Ry H o Bei der Deacylierung erfolgt ein nu-
— -:‘. kleophiler Angriff eines Wassermole-

OH

kils auf diesen labilen Komplex, wobei
das Peptid freigesetzt und die Hydro-
xylgruppe des S195 wiederhergestellt
Abbildung 3: Mechanismus der Peptidbindungsspaltung wird. H57 agiert als Base und dber-
bei Serinproteinasen nimmt ein Proton vom reaktiven Serin

(Kraut, 1977).



1. Einfuhrung Seite 5

Die erste dreidimensionale Kristallstruktur einer chymotrypsinartigen Serinproteinase wur-
de 1967 von a-Chymotrypsin bestimmt (Matthews et al., 1967). Aus diesem Grunde dient die
Struktur dieses Enzyms als Referenz und die Numerierung seiner Aminosauren (beginnend mit
16) wird verwendet, um topologisch aquivalente Aminosauren in anderen Proteinen der Familie
zu bezeichnen (Chymotrypsinogen-Numerierung). Dabei erhalten im Vergleich zu Chymotrypsi-
nogen inserierte Reste ein Buchstabensuffix (A, B, C...).

Eine Serinproteinase oder eine Serinproteinasedoma-
ne besteht aus zwei sechsstrdngigen antiparallelen b-
Faltblattern (o-barrel), die in einem greek-key-Motiv angeord-

net sind (b1-4), gefolgt von einer antiparallelen Haarnadel-

schleife (b5/6). An der Grenze zwischen den beiden barrels

liegen die Reste der katalytischen Triade, wobei H57 und

Abbildung 4: Faltung von a-
D102 in Subdomane I, S195 aber in Subdomadne Il liegen  Chymotrypsin (nach Matthews et

(Blow, 1968). Die Riickgrat-Amide von X193 und 5195 ° °°"

bilden die sogenannte ,,Oxyanion-Tasche* (Robertus et al., 1972), in die die Carbonylgruppe der
zu spaltenden Peptidbindung zu liegen kommt.

Die Aktivierung aller S1-Serinproteinasen erfolgt nach demselben Muster (Stroud et al.,
1977). Die aktivierende Proteinase spaltet die R15-X16-Bindung, wonach sich der neugebildete
H,N*-X16-Aminoterminus ins Innere des Proteins faltet und dort eine starke, vom Solvens ab-
geschirmte Salzbriicke mit D194 bildet. Durch diese relativ (auf die so bezeichnete ,,Aktivie-
rungsdomane®) begrenzte Umlagerung wird die aktive Konformation stabilisiert (Sigler et al.,
1968; Bode und Huber, 1976; Bode, 1979). Die Spaltung kann unter Umgehung physiologischer
Aktivierungskaskaden auch von bakteriellen Proteinasen (z. B. Pla aus Yersinia pestis) duchgefuhrt
werden (Sodeinde et al., 1992). Gewisse bakterielle Proteine sind darlber hinaus in der Lage, Se-
rinproteinasen ohne Spaltung der R15—-X16-Bindung zu aktivieren (Parry et al., 2000). Ein we-
sentlicher Teil dieser Arbeit wird sich mit einem bakteriellen nichtproteolytischen Prothrombin-

Aktivator, der Staphylocoagulase, beschéftigen.

1.2 Blutgerinnung

Der ProzeR von Blutgerinnung und darauffolgender Auflosung des Gerinnsels nach Repa-
ratur des verletzten Gewebes wird Hamostase genannt. Zwei Systeme arbeiten dafiir zusammen:
ein humorales System, basierend auf l6slichen Faktoren (F), und ein partikuléres System, repra-
sentiert durch die Thrombozyten (Blutplattchen) und das Gefdllendothel. Vier Hauptereignisse

kénnen unterschieden werden:
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1. GeféBRverengung (Vasokonstriktion). Der Blutflu® zur verletzten Stelle wird verringert
(Frelin, 1991).

2. Thrombozytenaggregation. Verschiedene Stimuli fihren zur Aktivierung von Blutplatt-
chen, die an der verwundeten Stelle an Kollagen binden und zu einem temporéren Platt-
chenklumpen aggregieren. Aktivierte Plattchen setzen ADP, Phospholipide, Lipoproteine
und Vasokonstriktoren wie Serotonin und Thromboxan frei (Savage et al., 2001).

3. Bildung eines Fibrinnetzwerks. Ein Fibringerinnsel bildet sich und fixiert den Thrombo-
zytenklumpen. Ein Klumpen mit ausschlieRlich Blutplattchen wird weier Thrombus ge-
nannt, enthdlt er jedoch auch rote Blutzellen, roter Thrombus (Sidelmann et al., 2000).

4. Auflosung des Gerinnsels. Durch die Einwirkung von Plasmin wird das Fibrinnetzwerk
aufgeldst und der normale BlutfluR wiederhergestellt (Booth, 1999).

Die schrittweise Aktivierung der Proteinase-Zymogene durch aufeinanderfolgende proteo-
Iytische Spaltung wurde in mehreren physiologischen Prozessen beobachtet. Schon 1964 wurde
der Begriff Kaskade oder Wasserfall fiir die Ablédufe wahrend der Gerinnung gepragt (Davie,
1964; McFarlane, 1964), spater jedoch auch fir die Aktivierung des Komplementsystems oder die
Dorsal-Ventral-Polarisierung bei der Drosophila-Entwicklung verwendet. Sie scheinen von einem
alten Abwehrsystem abzustammen, das sowohl fir die Immobilisierung und Abtétung von Pa-
thogenen als auch gegen den Verlust von Korperflissigkeiten eingesetzt wurde (Bergner et al.,
1997; Krem und di Cera, 2002).

Zwei Systeme fuhren zur Bildung eines Fibringerinnsels. Ausgeltst durch verschiedene
Mechanismen, minden sie doch in einen gemeinsamen Endteil. Beide Wege fuhren Uber eine
Anzahl von verschiedenen Proteinen, die Gerinnungsfaktoren genannt werden (Stubbs und Bo-
de, 1994). Durch diese Kaskade mit positiver und negativer Rickkopplung wird der Prozel? der
Blutgerinnung um mehrere GroRenordnungen amplifiziert und gleichzeitig lokal auf die Stelle der

GeféaRverletzung begrenzt.

1.2.1 Blutplattchen (Thrombozyten)

Blutplattchen (Thrombozyten) sind kleine kernlose, scheibchenférmige Blutzellenpartikel.
Als Antwort auf die Verletzung eines Geféles heften sich die Thrombozyten sofort an exponier-
te Kollagenfasern in der Gefalwand an und bilden einen transienten lockeren Klumpen (Savage
et al., 2001). Bei dieser Aggregation werden sie aktiviert und setzen verschiedene Molekdile aus
intrazelluldren Speichern (granules) frei, unter anderem Fibrinogen, Thrombospondin und Faktor
V sowie ADP, Thromboxan A, und Serotonin (Andrews et al., 1997).

Die Aktivierung fihrt zu signifikanten Anderungen in Form und Membranzusammenset-

zung der Plattchen, die eine rundere Form annehmen. Ihre Oberflache vergrofert sich dadurch
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um das Zwei- bis Vierfache. Eine Mg**-abhangige ATPase, die Aminophospholipid-Translokase,
die Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin ausschliel3lich an die Zytosolseite der Mem-
bran transportiert, sorgt fur eine bemerkenswerte Asymmetrie in der Verteilung der Phospholipi-
de (Dolis et al., 1997). Diese Membranasymmetrie wird durch ein membransténdiges Protein na-
mens ,,scramblase® aufgehoben, indem die Aminophospholipide auf die dulRere Membranseite ge-
flippt werden (Zhou et al., 1997).

Die Anheftung von Plattchen an auf endothelialen Zelloberflachen exponiertes Kollagen
wird durch von-Willebrand-Faktor (VWWF) vermittelt. vVWF bildet eine Briicke zwischen einem
Glykoproteinkomplex auf der Plattchenoberflache (GPIb/1X/V) und Kollagenfibrillen. Dartber
hinaus bindet VWF FVIII, der nur in Gegenwart von VWF im Blutkreislauf stabil ist (Ruggeri,
2001).

Die Bindung von Thrombin an spezifische Oberflachenrezeptoren auf Thrombozyten
fuhrt zu deren Aktivierung tber eine Signaltransduktionskaskade. Der Thrombinrezeptor (PAR-
1) ist an ein G-Protein gekoppelt, das Phospholipase-C-g (PLC-g) aktiviert. PLC-g spaltet
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Inositoltrisphosphat (IP,) und Diacylglyzerin
(DAG). DAG aktiviert Proteinkinase C (PKC), und IP, induziert die Freisetzung von intrazellul&-
rem Ca®*, was wiederum zur Aktivierung von Phospholipase A, (PLA,) fihrt. PLA, hydrolysiert
Membran-Phospholipide und setzt damit Arachidonséure frei. Dadurch wird die Produktion von
Thromboxan A, (TXA,) stimuliert. Ein weiterer Effekt einer erhéhten Ca®*-Konzentration ist die
Aktivierung der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase, die durch Phosphorylierung von Myosin die
Plattchen-Morphologie und -Beweglichkeit verandert (Grand et al., 1996).

1.2.2 Intrinsisches System

Die intrinsische Kaskade wird ausgelost, wenn Prakallikrein (Fletcher-Faktor), FXII (Ha-
geman-Faktor) und FXI sowie dessen mitzirkulierender Kofaktor high-molecular-weight (HMW)-
Kininogen an exponierte negativ geladene Oberflachen binden (Kontaktaktivierung; Schmaier,
2000). Die Umwandlung von Prékallikrein in Kallikrein fihrt zur Aktivierung von FXII. FXlla
kann einerseits weiteres Prékallikrein spalten (positive Rickkopplung), jedoch auch FXla erzeu-
gen (Thompson et al., 1977), was die Freisetzung von Bradykinin (einem gefalerweiternden Pep-
tid) aus HMW-Kininogen bewirkt. Die weiteren Schritte sind die Aktivierung von FIX und FX.
FVIlla, entstanden aus FVIII in Gegenwart katalytischer Mengen von Thrombin (Saenko et al.,
1999), agiert als Rezeptor (Kofaktor) fur FIXa und FX. Bei steigender Thrombinkonzentration
wird FVIlla letztlich von Thrombin inaktiviert. Diese zweifache Wirkung von Thrombin auf

FVIII(a) limitiert die Bildung des tenase-Komplexes und damit die Gerinnung.
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1.2.3 Extrinsisches System

Die extrinsische Gerinnungskaskade wird an der verletzten Stelle als Antwort auf den Kon-
takt von tissue factor (Faktor 111, TF, Thromboplastin), einem integralen Membran-Glykoprotein
(Bach et al., 1981; Broze et al., 1985), mit Blut ausgel0ost (Maynard et al., 1975; Maynard et al.,
1977). TF ist Kofaktor bei der FVIla-katalysierten Aktivierung von FX (Nemerson und Bach,
1982). FVlla, eine durch Thrombin oder FXa aktivierte Vitamin-K-abhéngige Serinproteinase,
spaltet FX. Der Komplex TF-FVIla aktiviert jedoch auch weitere FVII-Molekile (Autoaktivie-
rung; Yamamoto et al., 1992).

Intrinsische und extrinsische Kaskade sind durch die Fahigkeit von FXa, FVII zu aktivie-

TF VII
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Abbildung 5: Vereinfachtes Schema der Blutgerinnung; gelb: Endprodukt des Wegs, blau: aktivie-
rende Faktoren, rot: inhibierende Faktoren; griine Pfeile: aktiviert; rote Pfeile: inhibiert; 11a: Thrombin

Fibrinogen
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ren, miteinander verbunden. Des weiteren ist auch der TF-FVIla-Komplex in der Lage, FIX zu
aktivieren (Bauer, 1997). Die Bildung dieses Komplexes scheint der entscheidende Schritt in der
Gerinnung zu sein, da Personen mit ererbtem Mangel an Faktoren der Kontaktphase des intrinsi-
schen Weges keine Probleme bei der Blutgerinnung aufweisen.

Ein wichtiger Mechanismus, den Ablauf des extrinsischen Wegs zu beenden, besteht in der
Inhibition des Ca*-abhangigen TF-FVIla—FXa-Komplexes durch TFPI (tissue factor pathway inhi-
bitor, auch Antikonvertin oder lipoprotein associated coagulation inhibitor, LACI), einen Kunitz-Typ-
Inhibitor (Broze et al., 1990). Dessen erste Domane bindet an FXa, wéhrend die zweite an FVlla

nur in Gegenwart von FXa bindet.

1.2.4 Gemeinsame Endschritte

Beide Kaskaden minden in die Aktivierung von FX zu FXa. Die Spaltung von FX erfordert das
Zusammentreten des calciumabhéngigen tenase-Komplexes (FVIlla und FIXa) an Phospholipi-
den auf der Oberflache aktivierter Plattchen (Nemerson und Gentry, 1986). FXa wandelt im cal-
ciumabhéngigen Prothrombinase-Komplex (FVa und FXa) Prothrombin (FIl) in Thrombin
(FIla) um (Mann et al., 1990). FVa nimmt in Prothrombinase eine ahnliche Kofaktorrolle ein wie
FVIlla im tenase-Komplex. FV wird durch FXa in Gegenwart von Ca** und Phospholipiden akti-
viert (Monkovic und Tracy, 1990) und bei erhéhter Thrombinkonzentration inaktiviert. Throm-
bin ist in der Lage, seine eigene Produktion durch Aktivierung der Kofaktoren FV (Nesheim und
Mann, 1979) und FVIII zu férdern. Thrombin erzeugt schliellich Fbrin aus Fibrinogen (Fgn;
Blomback und Blomback, 1972). Die Freisetzung der Fibrinopeptide A und B aus Fgn erzeugt
Fibrinmonomere der Untereinheitenstruktur @bg),, die spontan aggregieren. Der von Thrombin
in Gegenwart von Ca** (Naski et al., 1991) aktivierte Faktor XIlla ist eine hochspezifische Trans-
glutaminase, die die Amidgruppe von Glutaminen und die e-Aminogruppe von Lysinresten in

den Fibrinmonomeren kovalent verknlipft (Folk und Finlayson, 1977). Zuerst werden die ¢

Ketten, dann die a-Ketten quervernetzt, was zu einem sehr stabilen Fibringerinnsel flhrt.

Uber diese Aktivitat hinaus spielt Thrombin eine wichtige regulatorische Rolle bei der Ge-
rinnung. Komplexe mit Thrombomodulin auf der Oberflache von Endothelzellen konvertieren
zirkulierendes Protein C zu aktiviertem Protein C @PC) (Esmon und Esmon, 1984; Fuentes-
Prior et al., 2000). Thrombin wandelt sich dadurch von einem Procoagulans zu einem Anticoagu-
lans. aPC baut in Gegenwart seines Kofaktors Protein S (Walker, 1980), Phospholipiden und
Ca®* FVa (Kisiel et al., 1977) und FVIlla (Vehar und Davie, 1980) ab, womit es deren Aktivitét
begrenzt.
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Die Aktivitdt von Thrombin wird auf zwei Weisen kontrolliert. Die Aktivierung von Pro-
thrombin erfordert einerseits die oben beschriebenen Kaskaden von Zymogenaktivierungen, die
uber Rickkopplungsmechanismen streng kontrolliert werden. Darlber hinaus wird die Throm-
bin-Aktivitat durch drei Thrombininhibitoren, Antithrombin 111 (AT) (Rosenberg und Damus,
1973), a -Makroglobulin (Gonias, 1992) und Heparin-Kofaktor Il (Tollefsen et al., 1982) limitiert.
Die Affinitdt von AT flr Thrombin bzw. seine anderen Substrate wird durch die Bindung von
Heparin stark erhoht.

1.2.5 Fibrinolyse

Die Serinproteinase Plasmin 16st Gerinnsel auf (Booth, 1999). Sie zirkuliert als das Zymo-
gen Plasminogen (Plg) in einer hohen Konzentration von etwa 2 UM, wobei freies Plasmin im
Blut sofort von a,-Antiplasmin inhibiert wird (Lijnen und Collen, 1985). Plasminogen bindet
sowohl an Fgn als auch an Fibrin, wodurch es bei der Bildung eines Klumpens mit integriert wird

und damit vor a ,-Antiplasmin geschiitzt ist (Collen, 1980).

Fibrin :'E””'

fibringebundenes
Plasminogen

Antiplasmin

pro-uPA
Kallikrein
zirkulierendes
Plasminogen

E\ Prokallikrein
Xl
I X

Abbildung 6: Vereinfachtes Schema der Fibrinolyse; gelb: Endprodukt des Wegs, blau: aktivierende
Faktoren, rot; inhibierende Faktoren; griine Pfeile; aktiviert; rote Pfeile: inhibiert
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Die Serinproteinasen tPA (tissue-Typ-Plasminogen-Aktivator) und uPA (Urokinase; Uroki-
nase-Typ-Plasminogen-Aktivator) aktivieren Plg zu Plasmin. Pro-tPA wird von GefaRendothel-
zellen bei einer Verletzung abgegeben, bindet an Fibrin und wird dort aktiviert. tPA ist daher
eher fur die Aktivierung von fibringebundenem Plg verantwortlich. Der Vorlaufer pro-uPA oder
sc(single chain)-uPA wird in Epithelzellen der Ausscheidungsorgane produziert und von Plasmin,
Kallikrein und evtl. MT-SP1 aktiviert. uPA und tPA koénnen sich gegenseitig kompensieren. Die
Serpine (Serinproteinaseinhibitoren) PAI-1, PAI-2 und PAI-3 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
1, 2 und 3) regulieren die Aktivitat der Plasminogen-Aktivatoren (Andreasen et al., 2000). Uber
tPA und uPA hinaus haben auch FXIla, Kallikrein und FXla Plasminogenaktivator-Aktivitét
(Saito, 1980). Elastase wird bei Entziindungen vermehrt freigesetzt und modifiziert Plg so, dal? es
ein besseres Substrat fur Plasminogenaktivatoren als natives Plg ist. Gleichzeitig inaktiviert Ela-

stase Plasmin- und Plasminogenaktivator-Inhibitoren (Machovich und Owen, 1990).

1.2.6  Gerinnungsstérungen

Mangel an oder volliges Fehlen von verschiedenen Komponenten der Gerinnung fiihrt
zwangsldufig zu verschiedenen unter Umstédnden lebensbedrohlichen Krankheitsbildern. Die
fehlende Fahigkeit eines Patienten eine Blutung zu stillen wird Hamophilie genannt. Sie beruht
meist auf einer Faktor-VI111-Defizienz (Hdmophilie A) (Scheiflinger und Dorner, 1999). Die Ma-
nifestierungsstarke von Hamophilie A korreliert mit der Konzentration von FVIlla im Plasma.
Etwa 150 verschiedene Punktmutationen im Gen fur FVIII wurden bereits identifiziert. Die
Krankheit tritt mit einer Haufigkeit von etwa 1:8000 bei Mé&nnern auf. Hdmophilie-A-Patienten
leiden an Gelenk- und Muskelblutungen, Bluterglissen und verldngerten Blutungszeiten aus
Wunden. Zur Behandlung werden FVIII-Infusionen verabreicht (Lee, 1999; Roberts, 1991). Ha-
mophilie B ist dagegen eine Faktor-1X-Defizienz und tritt zehnmal seltener auf als H&mophilie A.
Es sind mehr als 300 FIX-Mutationen bekannt, von denen etwa 85% Punktmutationen sind; se
fuhren zu einer verlangerten Gerinnungszeit (Bajaj, 1999; Roberts, 1993).

Eine Faktor-XIlI-Defizienz manifestiert sich in - trotz intakter priméarer Hdmostase - ver-
zbgerter Blutstillung und fiihrt zu subkutanen Hdmatomen sowie Gehirnblutungen (Anwar und
Miloszewski, 1999). Ein ererbter Mangel an von-Willebrand-Faktor wird von-Willebrand-
Krankheit (VWD) genannt, die hdufigste ererbte Stérung der Hdmostase mit etwa 0,8% Betroffe-
nen in der Bevolkerung. VWD verursacht eine gestorte Plattchen-Adhdsion und eine Sekundérde-
fizienz in Faktor VIII. Die daraus resultierenden Blutungen &hneln denen der Himophilie
(Federici und Mannucci, 2002). Die Defizienz in Antithrombin 111 (betroffen ist eines von 2000-
5000 Individuen) flhrt zu vendsen, selten auch arteriellen Thrombosen nach Operationen,

Traumata oder wahrend der Schwangerschaft sowie Lungenembolien. Heparin-Infusionen tber
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5-7 Tage und nachfolgende gerinnungshemmende Therapie werden zur Behandlung eingesetzt
(Vinazzer, 1999). Bei Knochenmarksschaden und Reifungsstérungen der Thrombozyten kommt
es zur Thrombozytopenie, einem Mangel an Blutpléttchen. In diesem Fall fuhren kleinste Verlet-
zungen bereits zu Hdmatomen und nicht stillbaren Blutungen. Verminderte Blutstrémung, etwa
bei Krampfadern oder Gefdllwandentziindungen, kann zu einer Thrombose (lokalisierte Gerin-
nung) fuhren. Dabei verschliel3t sich das Blutgefal? und es besteht die Gefahr, daR eine vendse
Thrombose eine Embolie im Kreislauf und daraufhin einen Infarkt auslost (Puyo, 2001). Die
Therapiemdglichkeiten bestehen in Behandlung mit fibrinolytischen Enzymen oder Heparin bzw.
operativer Entfernung oder Bypass (Uberbriickung des Blutgefa Babschnitts; Demetri, 2001).

Cumarinderivate wie Warfarin oder die Glykosaminoglykane, Heparin und Heparansulfat
entfalten anticoagulante Wirkung. Heparin bindet und aktiviert Antithrombin 111, das dann die
Serinproteinasen der Gerinnungskaskade inhibiert. Mastzellen der GefélRe produzieren Heparin,
das im Falle einer Verletzung freigesetzt wird. Cumarine hemmen die Gerinnung, indem sie die
Vitamin-K-abhangigen g-Carboxylierungsreaktionen inhibieren, die fiir die Funktion von Throm-
bin, Protein C und S sowie der Faktoren FVII, FIX und FX erforderlich sind. Die Reduktion der
Chinonderivate von Vitamin K zu ihren aktiven Hydrochinonformen wird durch Cumarine
verhindert (Eganetal., 1990).

Die Plasminogenaktivatoren sind ebenfalls hilfreich bei der Kontrolle der Gerinnung. Das
fur den Fibrinabbau in Gerinnseln hochspezifische tPA (,,Alteplase*) wird eingesetzt, um die
Durchgangigkeit der Koronararterien nach einer Thrombose wiederherzustellen, besonders kurz
nach einem Myokardinfarkt (Doggrell, 2001). Streptokinase, ein Plasminogenaktivator aus Strep-
tokokken, ist weniger selektiv als tPA, da es auch zirkulierendes Plasminogen aktivieren kann
(Smith, 1999). Folglich flhrte eine Alteplaseanwendung zu besseren Ergebnissen im Vergleich
zur Anwendung von Streptokinase, die eine um 1% hdohere Sterblichkeitsrate einen Monat nach
dem Infarkt bewirkt.

Aspirin ist ein wichtiger Inhibitor der Thrombozytenaggregation und ein Vasodilatans.
Durch die Hemmung von Cyclooxygenase reduziert Aspirin die Thromboxan-A,-Produktion
(Bjorkman, 1998). Ein weiterer Effekt ist die Minderung der Prostacyclin-Synthese in Endothel-
zellen, was ebenfalls die Plattchenaggregation hemmt und die GefaRe erweitert (Moncada und
Vane, 1979).

1.2.7 Die Faktoren der Blutgerinnung

Die Proteinasen der Blutgerinnung gehdren zur Familie der (chymo)trypsinartigen Serin-
proteinasen (S1-Typ). Im Gegensatz zu den Verdauungsenzymen besitzen sie jedoch weitere

nichtproteolytische Module, die der Serinproteinase-Doméne N-terminal vorangehen. Die Ge-
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rinnungsfaktoren FVII, FIX und FX sowie Protein C und S gleichen sich darin, daB sie eine Gla-,
zwei EGF- und die katalytische Doméne besitzen (Furie und Furie, 1988). In Prothrombin sind
die EGF-Module durch zwei kringle-Domanen ersetzt. Auch FXII und die fibrinolytischen En-
zyme beinhalten kringle-Doméanen, wie etwa Plasmin (funf kringles), tPA (zwei kringles) und uPA
(ein kringle).

Neun bis zwo6lf Glutamat-Seitenketten der Gla-Doménen werden von einer Vitamin-K-
abhédngigen Carboxylase in g-Carboxyglutamat (Gla) umgewandelt (Furie und Furie, 1997). Daher
werden Gerinnungsfaktoren, die Gla-Domanen enthalten, ebenfalls ,vitamin-K-abhéngig“ ge-
nannt. In Abwesenheit von Ca®* sind Gla-Domanen ungeordnet. Bei der Bindung von Calcium
werden drei hydrophobe Reste des N-terminalen loops exponiert, die fur die Membranveranke-
rung verantwortlich zu sein scheinen (Nelsestuen et al., 1978; Falls et al., 2001).

Das EGF-Motiv von 40-50 Aminoséduren, das zuerst in epidermal growth factor (EGF) gefun-
den wurde, kommt in vielen Membran- und Matrixproteinen in bis zu 36 Wiederholungen hin-
tereinander vor. Etwa 25% der EGF-Domadnen kdnnen Calcium binden (Stenflo et al., 2000). Sie
besitzen wenig Sequenzhomologie, aber drei hochkonservierte Disulfidbriicken (Padmanabhan et
al., 1993). EGF-Module vermitteln Protein-Protein-Wechselwirkungen, indem sie spezifische
Kontaktoberfldchen bieten. So interagieren etwa die EGFs von FVlla und TF miteinander. FIXa
bindet Uber seine zweite EGF-Doméne an Thrombozyten. Reste in EGF-Modulen, die die Kon-
taktflache zur katalytischen Doméne bilden, sind stark konserviert (Stenflo, 1999) und kénnen
aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten vorausgesagt werden (Gaboriaud et al., 1998).

Kringle-Domanen von etwa 80 Aminosduren besitzen ein charakteristisches Faltungsmotiv
mit drei Disulfidbriicken, das ihnen die Gestalt
eines danischen Gebdcks verleiht (daher der Na-
me). Sie bestehen aus zwei antiparallelen b-
Faltblattern, die aufeinander senkrecht stehen, und
enthalten eine Bindestelle fir Lysin oder Arginin,
die von drei aromatischen Seitenketten umgeben
ist (Mathews et al., 1996; Arni et al., 1994). Da-
durch entsteht eine stark apolare Umgebung in
der relativ flachen Bindestelle.

1.2.7.1 Prothrombin
Prothrombin (EC 3.4.21.5, auch Profibrino-

Abbildung 7: Faltung von a-Thrombin
genase, Prothrombase, Faktor I1) wird in der Le- (nach Bode ¢t al., 1989)
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ber synthetisiert und von dort ins Blut abgegeben. Das dreifach (im menschlichen Protein an
N78, N100 und N373) glykosylierte 579-Reste-Protein enthalt eine Gla-Doméne (mit zehn g
Carboxyglutamat-Resten), iber die es in Gegenwart von Calcium an die Zellmembran binden
kann. Auf die Gla-Domadne folgen, jeweils getrennt durch langere Verbindungssegmente, zwei
kringle-Doménen und die Serinproteinase-Domane. Die Prothrombin-Konzentration im Blut

Thrombin Thrombin
FXa FXa
H>N F1 F2 F3 A B COOH
21,7 kDa 12,8 kDa 6 kDa 30,6 kDa

Prothrombin

F1 Préthrombin-1
Meizothrombin
——— Meizothrombin-1 C
F1.2 F3 Préathrombin-2
— F2 — [ ] a-Thrombir—————

Abbildung 8: Spaltstellen und Intermediate bei der Aktivierung von Prothrombin; oben: aktivieren-
de Proteinasen

betragt etwa 10 pg/ml (Davie, 1995).

Die Aktivierung von Prothrombin erfolgt durch den membrangebundenen Prothrombina-
se-Komplex (Crook, 1990), der durch das Zu-
sammentreten von FVa, FXa und Ca®* auf der

exosite 11

Phospholipidoberflache aktivierter Thrombo-
zyten entsteht (Tracy et al., 1981). Die Aktivie-
rung von Prothrombin durch FXa alleine ist
300000mal langsamer als im Prothrombinase-
Komplex. In Gegenwart von FVa spaltet FXa
zuerst die Peptidbindung R320-1321 (ent-
spricht R15-116 in Chymotrypsinnumerie-
rung), worauf ein instabiles membransténdiges
Zwischenprodukt namens Meizothrombin
entsteht, und dann R271-T272 in Meizo-

thrombin. Neu entstandenes a-Thrombin  Abbildung 9: Oberflachendarstellung von Throm-
S bin mit Potentialen. Der Inhibitor PPACK ist als
spaltet daraufhin die Bindung R155-T156  Stabmodell dargestellt.
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zwischen den kringle-Doménen. In Abwesenheit von FVa wird zuerst die R271-T272-Bindung
gespalten, was zur Anh&ufung der Zwischenprodukte Prathrombin-2 und Fragment 1.2 (F1.2)
fuhrt. Bei der Aktivierung wird das Molekulargewicht von 71600 auf 39000 reduziert (Mann et al.,
1990).

Eine Besonderheit von Gerinnungs- und Fibrinolyse-Enzymen ist das Vorhandensein von
geladenen Oberflachen, die die enzymatischen Eigenschaften der jeweiligen Proteinase durch die
Bindung von Liganden mit komplementdr geladenen Oberflachen beeinflussen. Die Spezifitét
von Thrombin wird stark von zwei Stellen auf seiner Oberflache bestimmt, die eine hohe Anzahl
basischer Reste enthalten und deshalb anion binding exosites genannt werden (Bode et al., 1992).

Die Bindung an exosite I (die sogenannte fibrinogen recognition exosite) ist erforderlich fir die
Erkennung von so verschiedenen Substraten oder Kofaktoren wie Fibrinogen (das hier zusétzlich
zum aktiven Zentrum binden muf, um effektiv gespalten zu werden; Fenton et al., 1988; Stubbs
et al., 1992) und PAR1 (der Rezeptor fur Thrombin auf Thrombozyten; Myles et al., 2001) oder
die Bildung von Komplexen mit Serpinen wie Heparin-Cofaktor Il (HC II; Rogers et al., 1992).
Die C-terminale Sequenz des thrombinspezifischen Inhibitors Hirudin (Hirudin®® = Hirugen)
bindet ebenfalls an exosite 1 (Rydel et al., 1991). Exosite | ist in einer Vorlduferform schon in Pro-
thrombin ausgebildet, deren Affinitdt zu Bindungspartnern bei der Umwandlung in Thrombin
um das etwa 100fache zunimmt (Anderson et al., 2000).

Exosite 11 ist fir die Bindung von Heparin (daher auch heparin binding exosite) und anderen
Glykosaminoglykanen (Fenton et al., 1989) verantwortlich, aber auch die Erkennung von FVa
und FVIlla findet Gber sie statt (Esmon und Lollar, 1996). Uberraschenderweise zeigte sich, dal
auch der Egel-Inhibitor H&dmadin an exosite Il bindet (Richardson et al., 2000). Die Faktoren V,
Va und VIII sowie Thrombomodulin und — tiber chrondroitinsulfatenthaltende Zuckerketten —
Glykoprotein Iba interagieren mit beiden exosites.

Die Bindung eines Na*-lons an eine spezifische Stelle in Thrombin bewirkt in vitro einen
Ubergang von einer eher anticoagulanten, fiir PC spezifischen Form @low form) in eine procoagu-
lante, flr Fibrinogen spezifische Form (fast form; di Cera et al., 1995). Daher wurde ein allosteri-
scher regulatorischer Effekt von Natrium-lonen auf Thrombin postuliert (Dang et al., 1995), der
aber angesichts der konstanten Na*-Konzentration von 150 mM im Blut in vivo eher irrelevant
erscheint.

Viele weitere Funktionen von Thrombin tber die Gerinnung hinaus wurden mittlerweile
bekannt. Durch die Aktivierung von Progelatinase A in Endothelzellen der GefaRe tber aktives
Protein C ist Thrombin an der Angiogenese beteiligt (Zucker et al., 1995). Kringle 2 aus Pro-
thrombin hat eine wachstumshemmende Wirkung. Die Thrombomodulin-mRNA-Expression



1. Einfuhrung Seite 16

von glatten Muskelzellen wird ebenfalls von Thrombin tber seinen Rezeptor ausgelost (Bartha et
al., 1993). Thrombin spaltet Thrombopoietin, ein Hormon, das die Thrombozytogenese steuert
(Kato et al., 1997), und ist an der Apoptose von Nervenzellen beteiligt (Donovanet al., 1997).

Die Bindung von Substraten oder anderen Liganden an die anionenbindenden exosites kann
leichte allosterische Konformationsanderungen sowohl im aktiven Zentrum als auch in der ande-
ren exosite bewirken (Verhamme et al., 2002), wie etwa bei der Bindung von Hirudin an exosite I,
durch die sich die Konformation des 149-loops so veréndert, daR die limitierte Proteolyse durch

Chymotrypsin sechsfach verlangsamt wird (Parry et al., 1993).

1.2.7.2 Fibrinogen
Das priméare Substrat von Thrombin ist Fibrinogen (Fgn, Faktor I). Dieses in der Leber

synthetisierte hochmolekulare Glykoprotein (ca. 320-400 kD je nach Organismus) spielt die wich-
tigste Rolle bei der Zelladhdsion und Gerinnselbildung. Seine Konzentration im Blut liegt bei 2-4
mg/ml (Davie, 1995). Fgn besteht aus einem Dimer dreier nichtidentischer disulfidverbrickter
Ketten (Aa, Bb, g. Kirzlich wurde die Struktur von teilweise verdautem Rinderfibrinogen (4 A;
Brown ¢t al., 2000) sowie von Huhnerfibrinogen (2,7 A; Yang et al., 2001) veroffentlicht. Die C-
terminalen Doménen der a-Ketten @C, 25-35 kD) sind relativ zum Restmolekil beweglich und
beeintrachtigen die Kristallqualitdt von Rinderfibrinogen, ein Teil davon (die Wiederholungsse-
quenzen; Doolittle et al., 1979) ist aber in Huhnerfibrinogen nicht vorhanden (Weissbach und
Grieninger, 1990), daher vermutlich die bessere Auflésung. Das Molekdl ist in einer Ebene sig-
moid gebeugt und miBt 460 A in seiner ldngsten Ausdehnung (Yang et al., 2001). Die Ebene die-
ses ,,S“, die ca. 65 A breit ist, steht etwa normal zu einer ungefahren zweizahligen Achse. An die
kleine zentrale E-Domane (,,Disulfid-Knoten®, 33 kD) sind die zwei D-Domanen Uber tripelheli-
kale irregulére coiled coils gekoppelt. Alle N-Termini liegen in der E-Doméne, die globuldren D-
Doménen (67 kD) enthalten die C-Termini.

D-Doméne

Zentrale At
Domine ca G

(E)

D-Doméne

Abbildung 10: Kristallstruktur von Huhnerfibrinogen (2,7 A; nach Yang ¢t al., 2001)

Die Spaltung nach R16 in der a-Kette und R14 in der b-Kette durch Thrombin (Blomback
und Blomback, 1972) fiihrt zur Freisetzung der Fibrinopeptide A und B (Thrombin spaltet nur
nach diesen beiden Bindungen, obwohl insgesamt 181 basische Reste in Fgn vorhanden sind).
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Dadurch werden Stellen der E-Doméne (,,knobs”) exponiert, woraufhin benachbarte Fibrinmo-
nomere durch Insertion der knobs in Bindetaschen der D-Domadnen (,,holes”) spontan zu zwei-

strdngigen Protofibrillen aggregieren.
E

Die Hauptkontakte finden zwischen o {:@; o Thrombin 0 ~ o
der zentralen und der Enddoméne FPFAPB Fibrinogen Fibrin-Monomer
i i Fibrinopeptid A
benachbarter Filamente und zwi- Fibrinopeptid B
. Spontane Aggregation
schen den Enddomaéanen innerhalb

desselben Filaments statt. Die Pro- W

tofibrillen lagern sich seitlich zu dik-
. I6sliches Fibrin
keren Fasern zusammen. Es bildet

FXlla

sich ein Netzwerk mit regelmafiger

Anordnung; die Gerinnsel werden

durch die quervernetzende Einwir- : » .
kung von FXIlla weiter verstérkt, quervernetztes Fibrin

bis sie von Plasmin durch Spaltung ) _ )
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Bildung von

inden coiled coils wieder aufgeldst  Fibrin aus Fibrinogen; D: D-Doménen; E: E-Doménen;
werden (Doolittle, 1973). FPA/B: Fibrinopeptid A/B

1.3 Inhibition von Thrombin

Eine grolRe Anzahl von kleinen synthetischen Thrombin-Inhibitoren mit hoher Affinitat
wurde in den letzten Jahren entworfen, synthetisiert und getestet, um oral aktive Anticoagulantien
zu finden (Hauptmann und Stirzebecher, 1999; Steinmetzer et al., 2001). Trotz enormen Auf-
wands war die Suche nach klinisch verfugbaren Stoffen bislang von eher geringem Erfolg ge-
kront. Eine alternative Herangehensweise an dieses Problem ist der Entwurf von rekombinanten
oder synthetischen Derivaten nattrlicher peptidischer Inhibitoren wie Hirudin, ein 65-
Aminosduren-Peptid aus dem Egel Hirudo medicinalis (Markwardt et al., 1967). Hirudin bedient
sich einer bivalenten Bindungsweise: Die drei N-terminalen Aminosauren bilden ein paralleles b-
Faltblatt mit den Resten S214—-G216 nahe des aktiven Zentrums von Thrombin, gleichzeitig je-
doch blockiert der Gterminale Teil von Hirudin die exosite 1 (Rydel et al., 1991). Analog zu
PPACK (pPhe-Pro—Arg-Chloromethylketon) enthielten die ersten bivalenten, von Hirudin abge-
leiteten synthetischen Peptidinhibitoren ein N-terminales bFPR-Segment, das, anders als Hirudin,
ein substratdhnliches antiparalleles b-Faltblatt im aktiven Zentrum von Thrombin bildet
(Maraganore et al., 1990; DiMaio et al., 1990). Um die Spaltung des Inhibitors durch Thrombin zu

verlangsamen, muf3te die Iminoséure Prolin in der P1’-Position verwendet werden. Vollig stabile
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Substanzen konnten aber nur erhalten werden, wenn Peptidbindungsanaloga wie Ketomethylen-
gruppen (DiMaio et al., 1992; Steinmetzer et al, 1999b) oder Ubergangszustandsmimetika (Rehse
et al., 1995) eingebaut wurden, deren Synthese aber schwierig und zeitaufwendig sein kann. oFPR
wurde auch durch von Argatroban (Tsuda et al., 1994) oder NAPAP (Steinmetzer et al., 1999a)
abgeleitete Segmente ersetzt, wobei sich Substanzen &hnlicher Affinitat ergaben.

Peptide mit einem Prolin in P1 werden nur von wenigen Proteinasen gespalten
(Cunningham und O’Connor, 1997). Dies flihrte zu der Hypothese, daR Na-Methyl-Arginin (R")
als eine Art kombiniertes ,,Prolin- und Arginin-Analogon fungieren und damit stabile Peptid-
mimetika mit hoher Affinitdt ermdéglichen konnte (Steinmetzer et al, 2000). Die Bindungsweise

eines Inhibitors mit dieser Aminosaure wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.4 Bakterielle Zymogenaktivatoren

Bei der Pathogenese bakterieller Infektionen ist Proteolyse eine wichtige Komponente, so-
wohl bei den mit der Infektion verbundenen Gewebeschédigungen als auch bei der Invasion der
Bakterien in sekunddre Infektionsstellen im Korper des Wirts. Dabei kann die proteolytische
Aktivitdt verschiedene Funktionen haben: Bakterien wie Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Clostridium
und Porphyromonas produzieren Proteinasen breiter Substratspezifitat, die sie zu ihrer Erndhrung
nutzen, indem sie entweder Aminosauren aus Saugergeweben freisetzen oder die Permeabilitat
der Gefél3e erhdhen. Dadurch wird der Zufluf? von Né&hrstoffen zur Infektionsstelle aufrechter-
halten (Travis et al., 1995; Goguen et al., 1995). Durch Proteolyse kann aber auch eine geeignete
Umgebung fur die Vermehrung anaerober Bakterien geschaffen werden. Bakterielle Proteinasen
konnen gegen zirkulierende Proteine unserer Immunabwehr wie Antikérper und Komplement-
Proteine oder Proteinase-Inhibitoren gerichtet sein oder das Zymogen einer S&ugerproteinase,
z.B. Procollagenase, aktivieren. Dies kann zu unkontrollierter proteolytischer Aktivitat an der
Infektionsstelle und massiven Gewebeschaden fiihren, und der Abbau von Gewebestrukturen
durch bakterielle Proteinasen kann die Verbreitung der Bakterien durch Gewebebarrieren for-
dern.

Im Séugerkorper bestehen Gewebebarrieren vorrangig aus extrazellularer Matrix (EZM)
und Basalmembranen, die von invasiven Bakterien durchbrochen werden missen, um das Ge-
falRsystem zu erreichen. Der Abbau von Kollagenen, Elastin und Fibronektin durch bakterielle
Proteinasen fihrt zu einer massiven Gewebezerstérung bei Krankheiten wie Hornhaut-Keratitis
(Serratia marcescens und  Pseudomonas aeruginosa), Periodontitis (Porphyromonas gingivalis), cystischer

Fibrose (Pseudomonas aeruginosa) und Wundbrand (Clostridium perfringens) (Travis et al., 1995).
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Eine Reihe von bakteriellen Pathogenen produziert wenig Proteinasen und vor allem keine
Kollagenasen. Hierbei handelt es sich um die Verursacher bakterieller Meningitis und die meisten
Darmbakterien: Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Escherichia
coli. Einige von ihnen sind intrazelluldre Pathogene, deren Durchtritt durchs Gewebe eine intra-
zelluldre Phase beinhaltet. Andere invasive Bakterien jedoch sind extrazelluldr und missen sich
zur Invasion anderer Mechanismen bedienen. Manche interagieren mit Proteinase-Kaskaden des
Wirts wie der Blutgerinnung, Fibrinolyse, Komplementaktivierung, Phagozytose und der Kalli-
krein-Kinin-Kaskade (Travis et al., 1995; Colman, 1998; Herwald et al., 1998). Bakterien kdnnen
diese Abldufe aktivieren oder inaktivieren, und zwar direkt (ber ihre Proteinasen oder andere
Oberflachen-Komponenten oder indirekt, indem sie die Freisetzung von Proteinasen oder deren
Zymogenen aus Phagozyten ausldsen.

Wegen ihrer hohen Konzentration im Plasma und der weitreichenden und vielfaltigen Wir-
kung ihrer aktivierten Form sind die Serinproteinase-Zymogene Plasminogen (Plg) und Pro-
thrombin (PT) lohnende Ziele fiir pathogene Bakterien. Dabei konnen sie Aktivatoren dieser
Proenzyme bzw. Rezeptoren daflir exprimieren oder aber die Produktion wirtseigener Aktivato-

ren oder Inhibitoren anregen.
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1.4.1 Plasminogen-Aktivatoren

Bakterielle Plasminogen-Aktivatoren zerfallen in zwei Gruppen: Streptokinase (SK) und
Staphylokinase (SAK) sind keine Enzyme, sondern bilden 1:1-Komplexe mit Plg und Plasmin
und verdndern damit deren Konformation und Spezifitdt. SK—Plasmin und SAK—Plasmin sind,
anders als Plasmin alleine, effiziente Aktivatoren von Plg (Parry et al., 2000). Die Sequenzhomo-
logie von SK und SAK ist gering, aber die Kristallstrukturen zeigen eine &hnliche Faltung (-
grasp), wobei SAK und die drei SK-Domaénen (a, b und g) jeweils aus fiinf- oder vierstrangigen b-
Faltblattern und einer zentralen a-Helix oder einem coiled coil bestehen (Parry et al., 1998; Rabijns
et al., 1997; Wang et al., 1998). Der Aktivierungs-Mechanismus ist prinzipiell &hnlich, unterschei-

det sich aber in wichtigen Details wie der Abhangigkeit von Fibrin im humanen Plasma.

MW
Aktivator (kDa) aus Charakteristika
Streptokinase 47 Streptokokken aus 1:1-Komplex mit Plg, der Plg aktiviert
Gruppe A, Cund G
Staphylokinase 16 Staphylococcus aureus 1:1-Komplex mit Plg oder Plasmin. Nur der Kom-
plex mit Plasmin aktiviert Plg. Aktiviert vorrangig
fibringebundenes Plg.
Pla 35 Yersinia pestis membrangebundene Proteinase, die wie tPA und
UPA Plg proteolytisch aktiviert
PauA 58 Streptococcus uberis Mechanismus unbekannt

Das Transmembranprotein Pla aus Yersinia pestis dagegen &hnelt in seiner Wirkungsweise
den Sduger-Plasminogen-Aktivatoren, indem es Plg wie tPA oder uPA durch Spaltung an der
R560-V561-Bindung aktiviert.

1.4.1.1  Streptokinase
SK ist ein 414-Aminosaure-Protein, das von

Streptokokken der b-hdmolytischen Gruppe A, C und
G sezerniert wird und wegen seiner Aktivitat als Plg-
Aktivator (Castellino et al., 1976) klinische Verwen-
dung als thrombolytisches Agens findet. Es spielt eine
Rolle bei der Pathogenese von Post-Streptokokken-
Glomerulonephritis (PSGN). Die Sequenzidentitat
zwischen SKs aus Streptokokken der verschiedenen
Gruppen liegt zwischen 80% und 98%. Die variablen

Aminoséuren hgufen sich in zwei ,variablen Regio-

Abbildung 12: Faltung won Streptoki-

imann finanalh VA aunma Ak Al 1N0NON
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nen“ V1 (147-218) und V2 (244-264) (Malke, 1993; Malke et al., 2000).
Im SK-Plg-Komplex ist das aktive Zentrum von Plg exponiert und auch ohne Spaltung
der R560-V561-Bindung funktionsféhig. Lysin verhindert die Komplexbildung nicht und die

proteolytische Aktivitat kann durch a,Antiplasmin nicht reguliert werden (Cederholm-Williams

et al., 1979; Wiman, 1980). Ein zweites Plg-Molekdl (das ,,Substrat-Plg*) bindet an die a-Doméne
von SK und wird in diesem ternaren Komplex in Plasmin umgewandelt. Lysinanaloga inhibieren
die Bindung des Substrat-Plg, was darauf hindeutet, dal3 die kringles daran beteiligt sind (Young et
al., 1998). Zur Bildung des SK-PIlg-Komplexes sind mindestens die Reste S60-K333 notwendig,
fur hohere Affinitdt auRerdem A334-K387 (Shi et al., 1994), zur Bindung des Substrat-Plg die
Region D41-H48 und D220 (Kim et al., 2000).

Peptide mit der Sequenz des N-Terminus von Trypsin (IV) kdbnnen Trypsinogen aktivieren
(Bode und Huber, 1976). Der konservierte N-Terminus von SK (l1A) dhnelt dem der katalyti-
schen Doméne von Plg (VV). Dies flhrte zu der Hypothese, dal? die Insertion dieses Peptids in
die Aktivierungstasche von Plg zur Aktivierung flhrt (,,molekulare Sexualitat™). In der Tat best&-
tigten spétere Studien mit rekombinanten SK-Varianten, dal? das N-terminale Isoleucin von SK
eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Plg durch Streptokinase spielt (Wang et al.,
2000). Deletion von 11 fiihrt zum Verlust der Aktivitdt von SK (Wang et al,, 1999). Die wesent-
lich héhere Affinitat von SK zu Plasmin als zu Plg trégt zur Stabilisierung der aktiven Konforma-
tion des Zymogens bei (Boxrud und Bock, 2000; Boxrud et al., 2000). Peptide mit der Sequenz
der ersten 10-15 Aminoséduren von SK kénnen die Aktivitat von SK** wiederherstellen (Boxrud
et al,, 2001). Demnach wirde der N-Terminus von SK mit der Aktivierungstasche von Plg wech-
selwirken, um den Ubergang in die aktive Konformation auszulosen, welcher wiederum durch die

hohere Affinitat von SK zur aktiven Konformation stabilisiert wirde.

1.4.1.2 Staphylokinase p—
SAK ist ein 136-Aminosaure-Protein aus S.- b

aureus-Stammen, die einen der drei Prophagen mit
dem sak-Gen enthalten (Collen, 1998). Sie gehort
zu den Staphylokokken-Proteinen, die wahrend der
spaten exponentiellen Wachstumsphase syntheti-

siert werden und wird von agr (accessory gene regulator)

reguliert. Einige coagulase-negative Staphylokok-

ken (z.B. S. lentus und S. lugdunensis) exprimieren  Abbildung 13: Faltung von Staphylokinase

entweder b-Hdmolysin oder SAK (Sawicka- (nach Parry et al., 1998)
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Grzelak et al., 1993). Die Plg-Aktivierung durch SAK ist relativ komplex und unterscheidet sich
vom SK-Mechanismus in entscheidenden Punkten:

Der SAK-Plg-Komplex ist enzymatisch inaktiv und erfordert die Umwandlung von Plg in

Plasmin, um weitere Plg-Molekiile zu aktivieren.

Der SAK-Plasmin-Komplex wird durch a -Antiplasmin inaktiviert.

Die Bindung von a,-Antiplasmin an den SAK-Plasmin-Komplex zieht die Dissoziierung

von SAK nach sich. Letztere kann dann mit weiteren Plg- oder Plasmin-Molekilen Kom-

plexe bilden (Lijnenetal., 1994; Schiott et al., 1998; Okada et al., 1996a).

SAK aktiviert vor allem fibringebundenes Plg (Sakharov et al., 1996).

Nach der spontanen Bildung von Spuren Plasmin aus Plg bildet sich der aktive SAK—
Plasmin-Komplex (SAK besitzt eine 160fach héhere Affinitat zu Plasmin als zu Plg). Im Kom-
plex wird dann die K10-K11-Peptidbindung von SAK gespalten, woraufhin das modifizierte
SAK-Plasmin weitere SAK-Plg-Komplexe in SAK-Plasmin umwandeln kann, welches wieder-
um freies Plg in Plasmin konvertiert. Die kringles des aktivierenden Plg bzw. Plasmin sind an der
Wechselwirkung mit SAK nicht beteiligt, und offensichtlich sind R719 und M26 von SAK fiir die
Bindung essentiell (Kim et al., 1997; Lijnen et al., 1994). K11 scheint eine wichtige Rolle zu spie-
len, da seine Deletion oder Ersetzung durch Cystein zum Verlust der Aktivatorfunktion fihrt
(Jespers ¢t al,, 1999). Ahnliches gilt fir D13 und D14, wahrend Substitutionen von E46, K50,
E65 oder D69 die Affinitat von SAK zu Plasmin(ogen) stark verringern (Silence et al., 1995).

Sind die Lysin-Bindestellen von Plasmin durch Bindung des Komplexes an Fibrin oder
Fgn-Fragmente besetzt, kann a,-Antiplasmin die Bildung des SAK-Plasmin-Komplexes nicht
verhindern (Okada et al., 1996b). Daher aktiviert SAK vornehm-
lich fibringebundenes Plg und kdnnte als thrombolytisches Agens
zur Auflésung von Blutgerinnseln verwendet werden (Collen,
1998).

1.4.1.3 Pla und die Omptin-Familie
Die Oberflachen-Proteinase Pla aus Yersinia pestis ist fur den

invasiven Charakter der Pest verantwortlich (Sodeinde et al,
1992). Pla scheint vor allem flr die Verbreitung von Y. pestis im
Blutkreislauf wichtig zu sein. Das Auflenmembran-Protein wird
von dem 9,5-kb-Plasmid pPCP1 kodiert, das auch das Bakteriocin
Pesticin enthélt (Sodeinde und Goguen, 1988). Escherichia coli und

Salmonella typhimurium tragen chromosomale Homologe namens

Abbildung 14: Faltung von
OmpT (nach Vandeputte-
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ompT und pgtE (oder Gen E), besitzen aber &uf3erst selten und geringe Plasminogen-Aktivator-
Aktivitat (Sodeinde und Goguen, 1989; Lundrigan und Webb, 1992). OmpT hat vermutlich an-
dere Funktionen, ist unter stark denaturierenden Bedingungen aktiv und koénnte eine Rolle bei
der Verstoffwechslung von Membranproteinen in E. coli spielen (White et al., 1995). Die beiden
Proteine bilden zusammen mit PgtE sowie SopA aus Shigella flexneri die Familie der engverwand-
ten ,,Omptine* (Mangel et al., 1994). OmpT und aufgrund von 50% Identitat vermutlich auch Pla
besteht aus einem membranstandigen b-barrel aus zehn b-Faltblattern und finf Oberflachen-loops
(Vandeputte-Rutten et al., 2001). Die letzten drei loops bestimmen die Substratspezifitat (Kramer et
al., 2001) und unterscheiden sich deshalb auch von den entsprechenden loops in Pla (Kukkonen et
al., 2001). Die einzelnen Faltblatter mit durchschnittlich 23 Resten stehen in einem Winkel von
etwa 40° zu barrel-Achse. Das barrel ist hohl und innen negativ geladen. Eine grofRe extrazellulare
Spalte mit negativem Potential beinhaltet die Reste des aktiven Zentrums. Die 18 Reste dieser
Spalte sind in allen Omptinen konserviert. Mutageneseexperimente haben gezeigt, dal? die Substi-
tution der Reste D83, D85, D218 und H212 zu einer 10000fach verminderten Aktivitét fuhrt.
Diese Reste sind in Paaren (D83/D85 und D210/H212) auf gegenlberliegenden Seiten der Spal-
te angeordnet. Wahrscheinlich wird ein zwischen D83 und H212 gebundenes Wassermolekl von
der H212/D210-Dyade aktiviert, das dann einen nukleophilen Angriff auf die zu spaltende
Peptidbindung ausfihrt.

1.4.1.4 Weitere Plasminogen-Aktivatoren
Streptococcus uberis verursacht bovine Mastitis gine Euterinfektion) durch PauA, ein 251-

Aminoséure-Protein mit niedriger Sequenzhomologie zu SK (Rosey et al., 1999). Kuhmilch ent-
halt Plg, und die Peptide, die von Plasmin aus bovinem Casein freigesetzt werden, stillen den
Aminoséaurebedarf von S. uberis (Kitt und Leigh, 1997). Eine 80-kDa-Proteinase aus P. gingivalis
aktiviert Plg und mehrere Inhibitoren, was zusammen zu unkontrolliertem Abbau von Periodon-

talgewebe fuhren kann (Grenier, 1996).
1.4.2 Staphylocoagulase

1.4.2.1  Struktur und Funktion
Die (Staphylo-)Coagulasen (STCs) sind Proteine aus gewissen Stdmmen von Staphylococcus

aureus mit Molekulargewichten zwischen 54 und 77 kDa und der Fahigkeit, menschliches Plasma
gerinnen zu lassen (Kawabata und Iwanaga, 1994; Morita et al., 1982; Kawabata et al., 1985a). Sie
bilden mit Prothrombin einen aktiven 1:1-Komplex (auch Staphylothrombin genannt, K,=460
pM), der unter Umgehung der physiologischen Gerinnungskaskade Fibrinogen spalten und damit

Fibrin bilden kann. Daflr ist, im Gegensatz zum normalen Aktivierungsmechanismus, keine pro-
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teolytische Spaltung von Prothrombin erforderlich. Die Sequenzen von STCs aus verschiedenen
Stdmmen zeigen eine hohe Homologie, unterscheiden sich aber in der Ladnge der C-terminalen
Region (Kaida et al, 1987; Kanemitsu et al., 2001). STC enthélt keine Cystein-Reste, Kohlenhy-
drate oder posttranslationale Modifikationen und renaturiert spontan aus inclusion bodies (Kaida et
al., 1987). Die Primdrstruktur beinhaltet einen 1V-N-Terminus und acht C-terminale sich wieder-
holende Tandemregionen von je 27 Aminosduren. Das durch chymotryptische Spaltung erhaltene
Fragment STC*** hat bei der Bindung und Aktivierung von Prathrombin-1 und bei der Fgn-
Spaltung praktisch identische Eigenschaften wie das Vollangenprotein (Kawabata et al., 1986).
Auch ein rekombinant erzeugtes Fragment STC*"ist in seinem Verhalten vom Vollangenprote-
in und vom STC***-Fragment ununterscheidbar.

Das einzige andere Beispiel nichtproteolytischer Zymogenaktivierung ist das von Strepto-
kinase (Wang et al., 2000). Zwischen SK und STC besteht keine erkennbare Sequenzhomologie.
Auch bei Coagulasen ist der N-Terminus strikt konserviert (IV), was auf einen Mechanismus
unter Beteiligung molekularer Sexualitdt hindeutet. STC besitzt eine wesentlich héhere Affinitat
zu a-Thrombin als zu Prothrombin (Paul Bock, personliche Mitteilung), was darauf hindeutet,
daf auch hier die aktive Konformation stabilisiert wird.

Komplexe verschiedener Thrombinformen mit STC unterscheiden sich in ihrer Sub-
stratspezifitdt wesentlich von freiem Thrombin oder anderen Thrombinkomplexen. STC-
Komplexe aktivieren FV und FVII1 nicht und werden von Antithrombin—Heparin nicht und von
Hirudin nur schwach inaktiviert (Kawabata und Iwanaga, 1994). STC bildet keine Komplexe mit
FX, FIX, Protein C, Protein S oder Protein Z (Kawabata et al., 1985a), der STC—Prothrombin-
Komplex kann jedoch schwach FXIII aktivieren (Soulier, 1967). Die Aktivitat von Staphylo-
thrombin bei der Spaltung von Fgn betrégt (je nach Studie) 12-90% (Kawabata et al., 1985b) der
Aktivitdt von freiem Thrombin.

1.4.2.2 Klinische Relevanz

Infektiése Endokarditis und die Aktivierung
des Gerinnungssystems bei Sepsis werden durch
dasselbe Ereignis ausgeldst: einen endothelialen
Zellschaden, der zur Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade durch TF, Thrombozyten-Aktivierung und
-Aggregation fuhrt (Karchmer, 1985; Kaye, 1985).
Bei Endokarditis betrifft diese Schadigung norma-  Abbildung 15: Bakterielle Endokarditis.
. . ) . Aus: Lanz C, Zimmer G, Kehtari R (1999)
lerweise die Oberflachen von Herzklappen in Be-  Fyiminante Sepsis bei akuter bakterieller

reichen sehr schnellen Blutflusses und ist das erste E%d%ﬁa{?iti& Schweiz. Med. Wochenschr.
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Ereignis der Krankheit. Diese nichtbakteriellen thrombotischen L&sionen bestehen aus einem
Gerinnsel aggregierter Plattchen und Fibrin. Bei Sepsis stimulieren Faktoren aus den infizieren-
den Bakterien entztindungsfordernde Molekiile, was zu einer Sekundérschédigung des Endothels
fuhrt (Esmon, 2001; Levi et al, 2000). Durch die Gerinnungskaskade entstehendes Thrombin
und die Hemmung der antikoagulanten Wege fiihren zu verstreuter intravaskuldrer Gerinnung.
Endokarditis wird durch zirkulierende pathogene Bakterien initiiert, die sich an das Thrombozy-
ten-Fibrin-Gerinnsel am geschddigten Endothel anheften. Die Adhésion erfolgt durch fibronek-
tin- und fibrinogenbindende clumping-Faktoren auf der Bakterienoberflache (Kaye, 1985). STC-
exprimierende S.-aureus-Stamme sind eines der haufigsten Pathogene bei akuter infektiéser Endo-
karditis, die 20-35% aller Falle nativer Klappenendokarditis ausmacht (Karchmer, 1985). Die
Erkrankung schreitet fort mit zusétzlicher Fibrinbildung und Aggregation von Pléttchen, Fibrin
und Bakterien zu Vegetationen auf der Herzklappe. Obwohl Tiermodelle zeigen, daR eine Beteili-
gung von STC an der Adhéasion eher unwahrscheinlich ist (Moreillon et al., 1995; McDevitt ¢t al.,
1992), erfordert die folgende Verbreitungsphase der Endokarditis und das Vegetationswachstum
eine Fibrinneubildung, die durch STC—(Pro)Thrombin-Komplexe katalysiert wird. GrolRe Vegeta-
tionen brockeln ab, was zur Bildung von Emboli fiihrt, die Abszesse fernab der urspriinglichen
Lésion und auch Schlaganfélle und Myokardinfarkte verursachen kénnen. Ohne Behandlung ist
Endokarditis zu 100% todlich, und Herzversagen verbunden mit Herzklappen-Dysfunktion ist
die Haupttodesursache. Antibiotika-Therapie erhoht die Uberlebensrate deutlich, die Rest-
Mortalitdt liegt aber immer noch bei 25-40% (STC-positive S. aureus; Korzeniowski und Kaye,
1992). Die Erkenntnis der Rolle der Blutgerinnung bei Sepsis flhrte zur Entdeckung vielverspre-
chender neuer Therapieansatze mit Antithrombin und Heparin (Levi et al., 2001; Lynn und Co-
hen, 1995), vor allem aber mit aktiviertem Protein C (aPC). aPC wirkt als Anticoagulans, indem
es die Gerinnungsfaktoren Va und VIlla inaktiviert, und besitzt antiinflammatorische Aktivitét
(Bernard et al., 2001). Die Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Sepsis kann durch aPC-Gabe
reduziert werden. Durch die Présenz von STC bei coagulase-positiven S. aureus-Infektionen wird
die Ansprechbarkeit von Endokarditis durch antithrombotische Therapie stark eingeschrankt.
Durch die Bildung der STC—(Pro)Thrombin-Komplexe und die Prothrombin-Aktivierung direkt
in der Vegetation wird Fibrin unter Umgehung der normalen Prothrombin-Aktivierungskaskade
gebildet. Durch die Blockierung von (Pro)exosite I in (Pro)Thrombin, die fir die effektive Erken-
nung von Fgn zuganglich sein muf3, ist eine normale anticoagulante Therapie nicht mehr méglich.
Eine neue Therapie, die auf der Inhibierung der durch STC aktivierten Blutgerinnung basiert,

konnte zur Uberwindung der Antibiotikaresistenz vieler S.-aureus-Stamme beitragen.
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1.5 Proteinasen im Krebsgeschehen

Die Hauptursache fur den Tod von Krebspatienten ist die Verbreitung von malignen Zel-
len auf andere Organe (Metastase). Obwohl Mutationen in den Haupt-Wachstumskontrollgenen
(Onkogenen oder Tumor-Suppressor-Genen) zur Umwandlung der Zellen beitragen, veréndert
sich auch die Expression von normalen Genen im Verlauf der Metastasierung. Die Tumorpro-
gression ist ein schrittweiser ProzeR: Mehrere Veranderungen in einer normalen Zelle kbnnen zu
einem lokal begrenzten, aber letztendlich auch zu einem invasiven und metastasierenden Tumor
fuhren. Die Tumorzellinvasion erfordert die Anheftung von Tumorzellen an die Basalmembran,
lokale Proteolyse und die Wanderung von Tumorzellen durch die proteolytisch verdnderte Regi-
on (Liotta, 1992). Die lokale Proteolyse wird von an die Zelloberflache gebundenen oder von der
Tumorzelle freigesetzten Proteinasen auBerhalb der Tumorzelle durchgefiihrt. Auch Proteinasen
innerhalb der Zelle sind durch die Verdauung phagozytierter extrazellularer Matrix beteiligt. Um
zu metastasieren muf3 eine Zelle in das GeféaRsystem eindringen kénnen (Intravasation), im Blut-
kreislauf Uberleben, das GeféRsystem wieder verlassen (Extravasation), in das umliegende Gewe-
be eindringen (Invasion) und dort wachsen. Alle diese Prozesse erfordern Wechselwirkungen
zwischen den Tumorzellen, Stromazellen, Endothelzellen und der extrazellularen Matrix. In die-
sen Zellen exprimierte Proteinasen spielen eine wichtige Rolle dabei (Chambers und Matrisian,
1997; Noel et al,, 1997; Kimet al., 1998). Es besteht ein klarer Zusammenhang zwischen schlech-
ten Patientenprognosen und hohen Konzentrationen dieser Enzyme, ihrer Rezeptoren und Inhi-
bitoren im Tumorgewebe (Andreasen et al., 1997; Kute et al., 1998; Chenard et al., 1996). Es sind
Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metalloproteinasen beteiligt, die tbergreifende Funktionen aus-
uben: Kathepsin D etwa kann Kathepsin B aktivieren, welches wiederum extrazelluldre Kolla-
genasen direkt reguliert oder pro-uPA aktiviert, was zur Plasmin-Erzeugung fihrt. Plasmin je-
doch ist ein Aktivator der meisten pro-MMPs. Dies zeigt, da? mehrere Proteinasen in einem
Tumor gleichzeitig aktiv sein und sogar eine Kaskade bilden kénnen. Es konnte auch funktionel-
le Uberlappungen geben, da Mause mit einem Mangel an einzelnen Proteinasen keinen Phanotyp

zeigen (Carmeliet et al., 1994).

1.5.1 Serinproteinasen

Zusétzlich zu seiner fibrinolytischen Funktion (s. 0.) bei der Auflésung von Blutgerinnseln
scheint Plasmin noch weitere Funktionen zu besitzen. Es ist in der Lage, Komponenten der ex-
trazelluldren Matrix wie Fibronektin, Laminin und den Proteinteil von Proteoglykanen abzubau-
en. Es spaltet keine fibrillaren Kollagene oder Elastin, aber Gelatine (Andreasen et al., 2000). Von

den beiden Plasminogen-Aktivatoren scheint tPA mehr an der Thrombolyse, uPA jedoch vor-
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nehmlich am Abbau der EZM beteiligt zu sein (Conese und Blasi, 1995). Plasminogen-
Aktivatoren werden als Zymogene synthetisiert; fur ihre Aktivierung sind mehrere Proteinasen
verantwortlich, wie MT-SP1 (Takeuchi et al., 2000), Plasmin, Kathepsin D und weitere
(Andreasen et al., 1997). Ihre Aktivitat wird durch die Serpine PAI-1, -2 und -3 kontrolliert. Man-
che Zellen binden sekretiertes uPA Uber einen spezifischen Zelloberflachenrezeptor (uPA-
Rezeptor, uPAR). UPAR ist ein membranstandiges uPA-Bindeprotein, das die Plasminogenakti-
vierung auf die Zelloberflache fokussiert. Bei Bindung von PAI an den uPAR/uPA-Komplex
wird die enzymatische Aktivitat inhibiert, der trimolekulare Komplex internalisiert und uPA ab-
gebaut (Schmitt et al., 1995).

Wie bereits erwahnt, gibt es gewisse Uberlappungen zwischen den Substratspezifititen von
MMPs und Serinproteinasen. Sie konnen sich jedoch auch durch ihre Wirkung ergénzen, indem
z.B. das Plasmin-System Glykoproteine abbaut, die Kollagenfasern besiedeln, und cadurch die
Fasern selbst fir MMPs zugdnglicher macht (Montgomery et al., 1993). Die Hauptzusammenar-
beit findet jedoch auf der Ebene der Aktivierung statt, wobei etwa die subtilisinartige Serinpro-
teinase Furin MT1-MMP aktiviert (Maquoi et al., 1998). Mehrere trypsinartige Serinproteinasen
(Plasmin, Kallikrein, Kathepsin G u.a.) aktivieren pro-Stromelysin-1 in vitro. Plasmin ist in vivo ein
Aktivator zumindest von pro-Stromelysin-1, pro-Gelatinase B, pro-Makrophagen-Elastase und
pro-Kollagenase-3. MMPs kénnen wiederum die Serinproteinase-Aktivitat regeln, indem sie de-

ren Inhibitoren abbauen, wie im Falle von Matrilysin oder Makrophagen-Elastase, die das Serpin

a,-PI degradieren konnen (Zhang et al., 1994).

1.5.2  Typ-lI-Transmembran-Serinproteinasen (T TSPs)

Die Teilnahme von Serinproteinasen an der Zelloberflaichenproteolyse tberrascht etwas, da
bislang angenommen worden war, da diese Enzyme entweder sekretiert oder in zytoplasmati-
schen Speicherorganellen ihre signalgesteuerte Freisetzung erwarten wirden. In den letzten Jah-
ren gab es jedoch ein explosionsartiges Aufkommen von Membranproteinen mit einer C-
terminalen Serinproteinasedoméne. Durch diese Verankerung sind sie ideal positioniert, um mit
anderen Proteinen auf der Zelloberflache, aber auch I6slichen Proteinen, Matrixkomponenten
und Proteinen auf benachbarten Zellen zu interagieren. Die Zelloberflachenlokalisierung wurde
fur Enterokinase (Kitamoto et al., 1994), Hepsin (Kazama et al., 1995), MT-SP1 (Takeuchi et al.,
2000), TMPRSS2 (Jacquinet et al., 2000) und TMPRSS3 (Wallrapp et al., 2000) experimentell
nachgewiesen. Eine N-terminale zytoplasmatische Domane legt eine Beteiligung an Signaltrans-
duktionskaskaden nahe (Hooper et al., 2001).

Die Familie der Typ-llI-Transmembran-Serinproteinasen (TTSPs) besteht mittlerweile aus

mehr als 20 Mitgliedern, es werden jedoch laufend weitere gefunden. Wegen seiner zentralen
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Rolle in der Prozessierung von Verdauungsenzymen wurde der erste Vertreter dieser Gruppe,
Enterokinase (Enteropeptidase), bereits vor einem Jahrhundert gefunden (Kitamoto et al., 1995).
Alle TTSPs besitzen vier gemeinsame strukturelle Merkmale:

eine kurze zytoplasmatische Doméne,

eine Transmembran-Region,

eine Stammregion unterschiedlicher L&nge und

eine chymotrypsinartige Serinproteinasedomane.

Die zytoplasmatischen Domanen der TTSPs kdnnten Interaktionen mit Zytoskelettkom-
ponenten oder Signalmolekiilen vermitteln. Einige von ihnen besitzen  consensus-
Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinase C oder Caseinkinase I1. Die N-terminale Transmem-
bran-Domaéne liegt so, daB sich die katalytische Domadne auf der Zelloberflache befindet, wo-
durch die proteolytische Aktivitat in die N&he von Zielproteinen gebracht wird. Beide Doménen
konnten wie bei anderen integralen Membranproteinen (Keller und Simons, 1997) zur Zielsteue-
rung der TTSPs zu einem speziellen Teil der Zelloberflache beitragen.

Mindestens elf verschiedene Module, die als Regulator- oder Bindedomdnen dienen, bilden
den Stammbereich der TTSPs. Hepsin ist die einzige TTSP, die kein Stammregionmodul besitzt.
Die Funktion dieser Domanen ist vollig unbekannt, vielleicht mit Ausnahme von Enterokinase,
deren Stammregion eine Art Exosite zur Erkennung von Trypsinogen enthalt (Lu et al., 1997). Die
am hdufigsten vorkommende Domadne ist die LDL-Rezeptor-Klasse-A-Doméane (LDLR). Ihre
Fahigkeit Calcium zu binden wurde in anderen Proteinen nachgewiesen, kdnnte also auch hier
eine Funktion darstellen. LDLRs vermitteln die Internalisierung von Makromolekiilen wie Pro-
teinase-Inhibitor-Komplexen oder Lipoproteinen und LDLs (low density lipoproteins) (Nykjaer et al.,
1997; Brown et al,, 1997). Die Prdsenz eines konservierten RGD-Motivs (Hynes, 1992) in der
ersten CUB-Domane von MT-SP1 legt die Vermutung nahe, daf} die CUB-Domanen an der Bin-
dung von Integrinen beteiligt sind.

Die katalytischen Domdnen der TTSPs sind untereinander durch hohe Sequenzhomologie
miteinander verwandt. Alle besitzen die Chymotrypsin-(S1-)Faltung und eine katalytische Triade.
Die Aktivierung erfolgt durch Spaltung einer Peptidbindung unmittelbar vor dem Beginn der
katalytischen Domadne. Wegen der konservierten Disulfidbricken C1-C122 bleiben die Serinpro-
teinasedomanen jedoch Uber die Stammregion mit der Membran assoziiert. Da jedoch auch freie
Formen gefunden wurden (von Enterokinase, HAT und MT-SP1) (Fonseca und Light, 1983; Lin
et al., 1999b), kdnnten die extrazellularen Doménen auch von der Zelloberflache abgeschert wer-
den (,,shedding*). Alle bisher beschriebenen TTSPs besitzen einen Aspartatrest in der Position 189,
womit sie eine gemeinsame Spezifitat fr basische P1-Reste zu besitzen scheinen. Die bevorzugte
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Spaltsequenz einiger TTSPs wie Hepsin (Vu et al., 1997) und MT-SP1 (Takeuchi et al., 1999) deu-
tet auf autokatalytische Aktivitét hin.

Die genauen Funktionen der einzelnen TTSPs sind (mit Ausnahme von Enterokinase, ei-
nem wichtigen Verdauungsenzym mit einzigartiger Substratspezifitat) weiter ungeklart. Die mei-
sten Vertreter wurden jedoch mit Tumorzellen und/oder Zellwachstum in Verbindung gebracht.
Die TTSPs kénnten eine Schliisselrolle bei Signallibertragungen an der Plasmamembran spielen,
wie bereits bekannt von anderen Systemen wie dem der ADAMs (Stone et al., 1999), der MT-
MMPs (Seiki, 1999) oder des uPA-uPA-Rezeptor-Systems (Koshelnick et al., 1997). Wie diese
kdnnten TTSPs an proteolytischen Aktivitaten bei der lokalisierten Aktivierung von Wachstums-

faktoren und Umbauprozessen der extrazellularen Matrix beteiligt sein.

153 MT-SP1
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MT-SP1 (auch Matriptase, TADG-15, suppressor of tumorigenicity 14; EC 3.4.21) wurde zuerst
als eine von humanen Brustkrebszellen exprimierte Proteinase isoliert (Shi et al., 1993). Urspriing-
lich wurde sie fur eine neue Gelatinase gehalten, da sie bei einem Molekulargewicht von etwa 80
kDa gelatinolytische Eigenschaften besitzt. Die Isolierung und Sequenzierung enthdillte jedoch
eine Proteinase mit 683 Resten und einer Serinproteinasedoméne. Um ihre Eigenschaft als ma-
trixabbauendes Protein und ihre trypsinartige Spezifitat zu betonen, wurde der leider irrefiihrende
(auf eine besondere Ahnlichkeit mit Tryptase schlieRen lassende) Name ,Matriptase* gepragt
(Lin et al., 1999b). Zur selben Zeit wurde von einer anderen Gruppe eine membranstandige
trypsinartige Serinproteinase aus einer menschlichen Prostata-Karzinom-Zellinie kloniert, charak-
terisiert und als Membran-Typ-Serinproteinase 1 (MT-SP1, analog zu ,,MT-MMP*) bezeichnet
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Abbildung 16: Domaénenstruktur von MT-SP1; TM: Transmembran-Doméne; CUB: CUB-
Doméne; LDL: LDL-Rezeptor-Doméne; SP: katalytische Doméne

(Takeuchi et al., 1999). Dieses 855-Reste-Protein enthielt zwei CUB- und vier LDLR-
Wiederholungen zwischen der N-terminalen Transmembran- und der C-terminalen Serinprotei-
nasedoméne. Es stellte sich heraus, dall Matriptase ein loslicher Teil von MT-SP1 ist, entstanden
durch Ektodoménen-shedding oder alternatives SpleiRen (Benaud et al,, 2001). MT-SP1 besitzt vier
potentielle N-Glykosylierungsstellen (Takeuchi et al., 1999) und ist ein Substrat fir UDP-
GlcNAc-a-Mannosid-b 1-6-N-Acetylglucosaminyltransferase (GnT-V) (lhara et al., 2002). MT-
SP1-knockout-Méuse wachsen sich zwar zundchst, sterben aber innerhalb von 48 Stunden und
zeigen starke Fehlentwicklungen der Epidermis, der Haarfollikel und des Immunsystems (List et
al., 2002). MT-SP1 wird in Prostata-, Brust- und Kolorektalkarzinomen in vitro und in vivo stark
exprimiert (Oberst et al, 2001), und seine Hemmung unterdriickt sowohl das Primartumor-
Wachstum als auch Metastasierung in einem Rattenmodell von Prostatakrebs. Von 43 Ovarial-
karzinomen waren 39 (72%) MT-SP1-positiv (Oberst et al., 2002). Das Maus-Homologe heif3t
Epithin (Kimet al., 1999).
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Die Aktivitat von MT-SP1 wird auf Epithelzelloberflaichen durch nanomolare Konzentra-
tionen an Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in Abhéngigkeit von Ca*" reguliert (Benaud ¢t al., 2002).
Obwohl humane Brustkrebszellen MT-SP1 hauptséchlich als freies Enzym produzieren, findet
man es in menschlicher Milch und gesundem Gewebe in Komplex mit einem Inhibitor namens
HGF-Aktivator-Inhibitor 1 (HAI-1) (Lin et al., 1999a). Dieser membranstandige Inhibitor wurde
urspringlich als Glykoprotein mit 478 Aminosauren und zwei durch eine LDLR-Domane ge-
trennten Kunitz-Typ-Doménen, die von einer C-terminalen Transmembrandoméane gefolgt wer-
den, in humanen Magenkrebszellen gefunden (Shimomura et al., 1997), spéter jedoch auch in
anderen Geweben. Es existieren auch 16sliche Formen von HAI-1, die durch proteolytische Spal-
tung entstanden sein dirften (Shimomura et al, 1999). Die erste Kunitz-Domane besitzt eine
weitaus grolere inhibitorische Aktivitat gegen HGF-Aktivator als die zweite (Denda et al., 2002),
wie vermutlich auch der Fall bei MT-SP1. Von 11 getesteten HAI-1-positiven Ovarialkarzinomen
waren alle MT-SP1-positiv (Oberst et al., 2002), jedoch waren nur 20% aller getesteten Tumore
HAI-1-positiv. Es scheint daher gegenwaértig, da ein Ungleichgewicht im MT-SP1-HAI-1-
Verhaltnis zu einer Erhéhung der proteolytischen Aktivitat und damit zu einem invasiveren Pha-
notyp des Tumors fiihrt.

Die Spezifitdt von MT-SP1 unterscheidet sich grundsatzlich von Trypsin, da MT-SP1 nicht
unterschiedslos Peptidsubstrate nach zugénglichen Lysin- oder Argininresten spaltet, sondern
zusétzliche Aminosauren rund um die zu spaltende Peptidbindung erkennen muB. Dies &Rt dar-
auf schlieRen, daR MT-SP1 eine spezifische Proteinase ist, die eine regulatorische Rolle spielen
konnte (Takeuchi et al., 1999). Die Substratspezifitit von MT-SP1 wurde mithilfe einer positional
scanning synthetic combinatorial library und substrate phage display untersucht (Takeuchi et al., 2000). Die
bevorzugten Sequenzen um die Spaltstelle sind demnach Arg oder Lys in P4, basische Reste oder
GIn in P3, kleine Seitenketten in P2, Arg oder Lys in P1 und Ala und P1’. Dies stimmt bemer-
kenswert gut Gberein mit den Spaltstellen von bekannten Proteinsubstraten von MT-SP1 wie des
proteinaseaktivierten Rezeptors 2 (PAR-2; mit der Spaltstelle SKGR), von pro-uPA (PRFK), pro-
MT-SP1 (RQAR) und hepatocyte growth (oder scattering) factor (HGF; KQGR). Alle diese Substrate
werden in vitro und/oder in vivo von MT-SP1 aktiviert (Takeuchi et al., 2000; Lee et al., 2000). Da-
gegen werden Zymogene nicht aktiviert, die wie Plasminogen, PAR-1, PAR-3 und PAR-4 eine
diesen Kriterien nicht entsprechende Sequenz besitzen.

Da MT-SP1 kolokalisiert mit pro-uPA gefunden wurde (Takeuchi et al., 2000), kdnnte es
ein physiologisch relevanter Aktivator dieses Zymogens und dadurch an durch uPA ausgel 6sten
Prozessen in Angiogenese und Tumorinvasion (Andreasen et al., 2000) beteiligt sein. Dartber

hinaus kann MT-SP1 HGF direkt aktivieren, ein ebenfalls an Zellwachstum und Angiogenese
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beteiligtes Protein. Aus diesem Grunde kénnte MT-SP1 direkte und indirekte Rollen in Zell-
wachstum und -migration und, bei mangelnder Regulation, auch bei Angiogenese, Tumorwach-

stum und -progression spielen.
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2 Thrombin-Inhibitoren auf der Basis von N, -Methyl-Arginin

2.1 Ergebnisse

Aus einer Serie von elf Substanzen mit einem P1-R" und verschiedenen optimierten Se-
quenzen fiir das aktive Zentrum und die FRE hatte I-11 (0ZPR"" TG,DYEPIPEEAZDE, wobei
Z=Cyclohexylalanin) den niedrigsten K; (37 pM) (Steinmetzer et al., 2000). Die C-terminale FRE-
Bindesequenz ist von dem EXxosite-Inhibitor MDL28050 abgeleitet (Krstenansky et al., 1990). Die-
se Verbindung ist selektiv, da die Serinproteinasen Trypsin, Faktor Xa und Urokinase nicht (K; >
1 mM) und Plasmin nur schwach (K; = 0,2 mM) inhibiert werden. I-11 ist in einer gepufferten a-
Thrombin-Lésung mindestens 15 Stunden stabil (Steinmetzer ¢t al., 2000). Ahnliche Verbindun-
gen mit R P werden unter denselben Bedingungen fast vollstandig abgebaut.

Um die strukturellen Griinde flir diese stark erhdhte Stabilitat zu verstehen, wurde 1-11 mit
humanem a-Thrombin kokristallisiert und die Kristallstruktur in Raumgruppe C2 bis zu einer
Auflosung von 1,8 A bestimmt. Mit Ausnahme des 149-(oder Autolyse-)loops ist die gesamte
Hauptkette von Thrombin durch Elektronendichte definiert und in einer praktisch identischen
Konformation wie im Thrombin—Hirulog-1-Komplex (Skrzypczak-Jankun et al., 1991). Fir den
Inhibitor 1-11 ist jedoch nur Elektronendichte fur die drei Nterminalen Reste und das G

terminale D10-Z19-Segment sichtbar. Letzteres interagiert mit der FRE in einer sehr &hnlichen
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Abbildung 17: Uberlagerung der angesprochenen Inhibitoren im aktiven Zentrum von Thrombin.
Thrombin: grau; Hirulog-1: blau; PPACK: ocker; I-11: rot wichtige Thrombin-Reste sind markiert
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Weise wie in verwandten Strukturen (Rehse et al., 1995; Qiu et al., 1992). Der Abbruch der Elek-
tronendichte nach R" kann entweder mit einer hohen Flexibilitat im TG,-Segment oder mit einer
Spaltung nach R™ erklart werden. Die planare Dichte wiirde dann je nachdem fiir eine Peptidbin-
dung oder ein C-terminales Carboxylat stehen. Eine Sequenzierung durch Edman-Abbau zeigte
jedoch die Existenz eines Peptids mit einem N-terminalen Threonin in einem Verhdltnis von
ungefahr 1:1 mit dem IVEG-N-Terminus der schweren Kette von Thrombin. Daher spricht alles
daflir, dal? das Peptid im Kristall nach 14 Tagen zu 100% gespalten war.

Der freie N-Terminus von pZl bildet Wasserstoffbriicken mit dem Carbonylsauerstoff von
G216 und mehreren Wassermolekilen. Der Cyclohexylring von pZ, ungewohnlicherweise (vgl.
Rehse et al., 1995) in einer Boot-Konformation, ist in die Arylbindestelle (S4) von Thrombin ge-
bunden, der Pyrrolidin-Ring des P2-Prolin in die charakteristische S2-Tasche, &hnlich, aber nicht
ganz so tief wie in PPACK-Thrombin (Bode ¢t al., 1989). Das P1-R" ist jedoch im Gegensatz
dazu bedeutend weiter vom aktiven S195 entfernt, so dal3 seine Seitenkette nicht in der tblichen
gestreckten Konformation von Lysin oder Arginin (wie zum Beispiel in PPACK-Thrombin) in
die S1-Tasche ragt, sondern geknickt. Das C,-Atom ist im Vergleich zu PPACK um 1,7 A (Bode
¢t al., 1989), zu Hirulog-3 um 1,4 A (Qiu et al., 1992), zu BPTI um 1,3 A (van de Locht et al.,, 1997)
und zum ebenfalls gespaltenen Hirulog-1 um 1,1 A (Skrzypczak-Jankun et al,, 1991) vom aktiven
Serin weg verschoben. Die Guanidyl-Stickstoffatome erreichen dennoch beinahe ideale Positio-
nen gegenuber der Carboxylat-Gruppe von D189, mit fast normalen N-O-Abstéanden von 3,1
bzw. 2,7 A Das Wasserstoffatom von Neist jedoch im Gegensatz zu anderen bekannten Struktu-
ren mit einem P1-Arginin zur Rickseite der S1-Tasche gerichtet, wo es das Wassermolekul 60 in

einem Abstand von 2,8 A bindet. Die R"-Gruppe liegt in einer von der Carbonylgruppe von

Abblldung 18: Elektronendlchte um das aktive Zentrum bei 1, 8 A I-11: orange; Thrombin: grau
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S214 (Abstand 3,0 A) und dem Cb von S195 gebildeten Oberflachen-Delle. Die Seitenkette von
S195 ist in gauche(- )-Konformation (c,=+80°), wobei das Og-Atom in Richtung der C42-C58-
Disulfidbriicke gedreht ist. Damit liegt es 3,7 A von der N-Methylgruppe und 3,5 A von den bei-
den R"-Carboxylatsauerstoffen entfernt. Der Temperaturfaktor (B) des Ogist signifikant hoher
als der der anderen Atome von S195 (18 A? gegentiber 12 A?), was eine hohere Mobilitét in Rich-
tung der zu spaltenden Peptidbindung zumindest andeutet. Das S195-Og befindet sich in Was-

serstoffbriicken mit dem Ng, von H57 und zwei fest gebundenen Wassermolekdilen.

2.2 Diskussion

Es war das Ziel dieser Arbeit, nicht nur Informationen (ber die Wechselwirkungen inner-
halb des I-11-Thrombin-Komplexes zu gewinnen, sondern auch zu zeigen, ob die Methylierung
eines basischen P1-Restes generell fur den Entwurf stabiler Mimetika von Serinproteinase-
Substraten und -Inhibitoren geeignet ist. Die Kristallstruktur zeigt deutlich, daR bei langer Expo-
sition an Thrombin die RV~ X-Bindung hydrolysiert wird. Dies steht in Widerspruch zu HPLC-
Messungen, bei denen nach 15 Stunden noch keine Abbauprodukte sichtbar waren (Steinmetzer
et al., 2000). Im nah verwandten Thrombin—Hirulog-1-Komplex mit einer R P-Bindung tritt
jedoch sogar in Losung eine vollstandige Spaltung auf (Skrzypczak-Jankun et al., 1991). Hirulog-3
mit der b-homo-R  G-Bindung dagegen ist in Losung gegen Hydrolyse durch Thrombin stabil,
und Elektronendichte existiert fur fast die gesamte Kette einschlieBlich der zu spaltenden Bin-
dung (Qiu et al., 1992). Durch die zusétzliche Methylengruppe von b-homo-Arginin zwischen
dem C, und der Carbonylgruppe wird das Peptid ,,auf3er Phase* gebracht, so dal eine Spaltung
selbst unter den engen Bindungsverhaltnissen im Kristall unmdglich wird. Die vorliegende Struk-
tur erklart die stark reduzierte Reaktivitat der R*™ X-Bindung. Durch die Bindung des pZPR"-
Segments und des C-terminalen Teils an die ungestrichenen Bindestellen bzw. an die FRE wird
die R X-Bindung gleichsam Uber die S195-Seitenkette gespannt. Dartiber hinaus verhindert der
Platzbedarf der Na(Me)-Gruppe eine enge Anndherung der zu spaltenden Peptidbindung an das
aktive Zentrum und des P1-Stickstoffatoms an die S214-Carbonylgruppe, was fur eine effektive
Spaltung erforderlich wére (Coombs et al, 1999). Gleichzeitig driickt die Na(Me)-Gruppe das
§195-Og aus der flir die Katalyse produktiven Position. Dies entspricht einer Rotation um ¢, von
etwa - 70° (gauche(+)) nach +80° (gauche(-)), einer fur die Spaltung ungeeigneten Konformation.
Dies wird eher nicht durch die neugebildete Carboxylatgruppe verursacht, da sich das $S195-Ogim

Falle des ebenfalls gespaltenen Hirulog-1 in der normalen - 70°-Konformation befindet (Skrzyp-
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czak-Jankun et al., 1991). Im Kristall kénnte sich die Seitenkette gelegentlich drehen und sich der
zu spaltenden Peptidbindung weit genug nahern, so dal ein nukleophiler Angriff und damit die
Spaltung der R"™ X-Bindung méglich wird. Der erhohte B-Faktor des S195-Og4 im Vergleich zu
den ubrigen Atomen dieser Aminoséaure spricht fir diese Hypothese. In Losung scheint dieses
Ereignis jedoch extrem unwahrscheinlich zu sein, wodurch das Peptid stabil genug fiir eine prak-
tische Anwendunyg ist, insbesondere da Peptide im Korper ohnehin relativ kurze Halbwertszeiten
im Minutenbereich besitzen. In den Kristallen pdoch ist das Peptid durch die Kristallpackung
starker fixiert, so daf die extrem seltenen Spaltungsereignisse etwas ofter stattfinden kénnten.
Durch diese Untersuchungen wurde die molekulare Grundlage fur die erhohte Stabilitat bi-
funktioneller R¥-Inhibitoren aufgeklart. Die Synthese dieser Peptide ist im Vergleich zu Verbin-
dungen mit Pseudo-Peptidbindungen einfacher, da es sich um kommerziell erhéltliche Aminosau-
ren handelt, die einer normalen Festphasensynthese unterworfen werden kénnen. Zukiinftige
Modifikationen kdnnten etwa sterisch anspruchsvollere Alkylgruppen als Na(Me) sein, was wahr-
scheinlich zu weiter erhhter Stabilitat, wegen des noch gréReren Abstands von der idealen Posi-

tion aber auch zu niedrigerer Affinitat fihren durfte.
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3 Struktur und biophysikalische Charakterisierung von Staphylo-

coagulase und Komplexen

3.1 Ergebnisse

Eine Gelfiltration von rekombinanter STC"** (mSTC) lieferte einen einzelnen Peak bei 38
kD, was darauf schlieRen lalt, daR das Protein in Lésung als Monomer vorliegt. Die ESI (glec-
trospray injection)-Massenspektrometrie zeigte ein Molekulargewicht von 38029 Da fur mSTC mit
einem Startmethionin, das, wie durch Edman-Abbau bestétigt, nicht prozessiert worden war.
Fern-UV-Spektren (Circulardichroismus, CD) zeigen starke Minima der Elliptizitat bei 208 und
222 nm, was einen hohen a-Helix-Anteil andeutet. Beim Erhitzen von 10 °C auf 90 °C ergab

sich ein Ubergang bei etwa 43 °C. Diese Denaturierung war beim Abkiihlen nicht reversibel.
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Abbildung 1y: Oben: CD-Spektrum bei 20 °C. Unten: Anderung der Elliptizitét bei
220 nm beim Erhitzen einer Lésung von mSTC (Heizgeschwindigkeit 10 °C/h)
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3.1.1 Wechselwirkung von STC mit (Pro)Thrombin und Fibrinogen

Bandenverschiebungsexperimente auf Nativgelen zeigten keine Wechselwirkung zwischen
mSTC allein und Fibrinogen. Daher wurde angenommen, da3 die Affinitdt von monomerer
mSTC zu Fgn relativ niedrig ist (K, > 1 pM). Ein ternarer Komplex von mSTC-Thrombin-
PPACK mit humanem Fgn konnte jedoch nachgewiesen werden, und zwar mit einer Stochiome-
trie von etwa 2 Mol mSTC-Thrombin pro Mol Fgn. Die Bindung wurde durch Deglykosylierung
von Fgn nicht geschwécht. Die Fibrinogen-Bindungsaffinitdt von mSTC und seinem Thrombin-
Komplex wurde auch durch surface plasmon resonance (SPR)-Experimente am Biacore-2000-
Instrument untersucht. Dazu wurde humanes Fgn an einen CM5-Sensorchip gekoppelt. Es ergab
sich eine Bindekonstante von 600 uM fiir mSTC allein (nicht gezeigt) und 6 pM fur den mSTC-
Thrombin—-PPACK-Komplex.

Nach allen diesen Resultaten besitzen die klonierten STC-Fragmente eine kompakte Struk-

tur und die volle Funktion hinsichtlich Prothrombin-Aktivierung und Fibrinogen-Spaltung.
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Abbildung 20: Biacore-Ergebnisse. Links: direkte Titration; rechts: indirekte Titration; RU:
resonance units; ¢: Konzentration

3.1.2  Struktur von STC-Thrombin

Die Kristallstruktur von an menschliches a-Thrombin gebundener mSTC wurde gel6st,
indem die Phaseninformation aus der anomalen Streuung eines kovalent gebundenen Quecksil-
beratoms am Thrombin-Inhibitor mit derjenigen aus der korrekten Positionierung der Throm-
bin-Molekiile kombiniert wurde. Die Patterson-Suche mit dem Thrombin-PPACK-Modell (Bode
et al., 1989) mit AMORE (Navaza, 2001) lieferte eine richtige Lésung, anhand derer eine Elektro-
nendichtekarte berechnet wurde. Es war deutlich Elektronendichte fir den Inhibitor PPACK,
der zur Berechnung der Modellphasen nicht herangezogen worden war, und das daran kovalent
gebundene Quecksilberatom zu sehen. Die Koordinaten der beiden Hg-Atome in der asymmetri-

schen Einheit wurden visuell ermittelt und flr eine erste Abschatzung der experimentellen Pha-
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sen mit CNS (Brunger et al., 1998) verwendet. Die Positionen von Thrombin wurden zur Be-

rechnung dner Maske und eines Translations- und Rotationsoperators herangezogen, anhand

derer eine solvensberichtigte Mittelung der Elektronendichte durchgefiihrt wurde. Diese Dichte

erlaubte den Einbau einer ersten Helix von mSTC. Diese zusétzliche Modellphaseninformation

wurde zu einer Phasenkombination mit den MAD-Phasen verwendet. Erneutes Mitteln und bulk-

solvent-Korrektur ergaben eine Elektro-
nendichtekarte, die die Fertigstellung
des Modells erlaubte.

Das Modell wurde bis zu einem
R-Faktor von 20% verfeinert und als
Suchmodell fir die Losung des Kom-
plexes von mSTC mit bovinem Throm-
bin verwendet. Da die Aufldsung des
humanen Komplexes wesentlich héher
war und darber hinaus nur dieser,
nicht aber der bovine Komplex Fgn-
Spaltungsaktivitat besitzt, wird im fol-
genden hauptséchlich Gber ersteren die
Rede sein.

Beide Komplexe kristallisierten in

Raumgruppe C2 mit einem Dimer in

Abbildung 21: Dimerisierungsstelle von STC mit aromati-
schen Resten; rot/orange: STC, blau/indigo: Thrombin

Abbildung 22: Das a-Thrombin—mSTC-Dimer; rot/violett: STC; blau/hellblau: Thrombin; W25

und W148T sind griin dargestellt
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nehmen wir an, dal3 bei der Bildung des

+10 kD, was relativ genau einem Dimer entspricht. Da sowohl

der asymmetrischen Einheit Diese Dimere werden durch eine lokale zweizéhlige Achse aufein-
len Domadnen nicht vorhanden ist, vermuteten wir, da® diese Kristallkontakte eine physiologisch

relevante Anordnung der Monomere reprasentierten. Dafiir spricht auch die dimere Symmetrie
von Fgn. Analytische Ultrazentrifugation des mSTC-Thrombin—-PPACK-Komplexes lieferte ein
Komplexes die Dimerisierungsstelle exponiert wird. Die wesentlich erhohte Affinitat des mSTC-
Thrombin-Komplexes fur immobilisiertes Fgn im Vergleich zum mSTC-Monomer kann nun

sich in einem S195-Abstand von ca. 73 A gegentiber. Die Dimere entstehen durch Kontakte zwi-
der Schnittstelle betragt relativ geringe 625 A% Da diese Helixerweiterung in dhnlichen bakteriel-

Thrombin-Molekdle jeweils im Knick sitzen. Die aktiven Zentren der Thrombin-Molekiile sitzen

ander abgebildet. Ein Dimer miRt etwa 150 A in seiner langsten Ausdehnung, besitzt einen
Durchmesser von etwa 65 A und besteht aus zwei bumerangartigen mSTC-Molekiilen, wobei die
schen den vorspringenden verldngerten Helices der N-terminalen Doméne von STC. Die Flache

3. Struktur und Charakterisierung von Staphylocoagulase
STC als auch Thrombin in Lésung Monomere sind
durch die Dimerisierung erklart werden.
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Proteinen. Rot: strikt konservierte Reste; violett: konservierte Reste; braun: zwischen STC und vWFbp,

nicht jedoch SfbX konservierte Reste. Reste in STC, die den Autolyse-loop von Thrombin kontaktieren,
sind mit einem weilRen Dreieck versehen; Reste, die exosite | kontaktieren, mit einem schwarzen Drei-

Abbildung 23: Sequenzvergleich von STCs aus verschiedenen Stdmmen mit verwandten bakteriellen
eck. Ein RGD-Motiv in SfbX ist blau markiert.



3. Struktur und Charakterisierung von Staphylocoagulase Seite 41

3.1.3  Struktur von mSTC
mSTC besteht hauptsachlich aus

zwei stabartigen a-helikalen Doméanen
(DI: S7-Q142; DII: T150-G281), die
einen Winkel von 110° aufspannen
und ist damit strukturell vollig ver-
schieden von SK oder SAK. DI (Reste
1-142) ist ein Blindel aus drei Helices

(a,-a;"; | bezeichnet Domane ) mit

L&angen zwischen 25 wnd 41 Amino-
sauren, die leicht (8., a;) bzw. relativ. Appiidung 24: Faltung von mSTC; DI: Doméne I
stark gebogen sind (a,). Die C- DII: Domdne Il

terminale Halfte der im Vergleich zu allen anderen weitaus langeren Helix steht aus dem Bundel
hervor und bildet eine fir die Dimerisierung wichtige fingerartige Struktur. DIl (Reste 150-281)
beginnt mit einem topologisch dhnlichen Drei-Helix-Biindel (T150-G230, a,"-a,") aus 17-27
Resten und ist C-terminal durch drei weitere Helices erweitert. Die l&ngste von ihnen (H250-
A268, a,") liegt quer zur Bindelachse auf dem Biindel. 85% aller durch Elektronendichte defi-

nierten Reste sind in a-helikaler Konformation, wie durch die CD-Ergebnisse schon angedeutet
war.

Im Knick zwischen den beiden Domadnen befindet sich eine Kontaktoberflache von etwa
700 A. Die Seitenkette von L146 besetzt die Mitte dieser Schnittstelle und ist umgeben von den
Seitenketten konservierter Reste aus dem a,'a,-loop und a,' auf der DI-Seite und dem a,"a,"-
loop auf der DII-Seite. Wegen dieser starren und dichtgepackten Schnittstelle konnte diese Do-
manenanordnung auch bei mSTC alleine in LAsung beibehalten sein.

Die beiden Helix-Buindel lassen sich mit einer root mean square-Abweichung von 0,99 A fiir
63 topologisch dquivalente Reste tiberlagern. Dies spiegelt sich in der Konservierung von einigen
Aminoséuren wieder, v.a. in Helices C/C’ mit sechs Resten (R116/209, E120/213, L125/218,
S127/220, D131/224 und F132/225). Das Drei-Helix-Biindel-Motiv scheint jedoch eine relativ
hohe Sequenz-Variabilitdt zu erlauben. So sind etwa die Reste 116, 120, 127, 131 und 213 schon
innerhalb des verwendeten Stammes stark variiert.
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Abbildung 25: Uberlagerung der DI- und D11-Doméne von STC; rot: D1, blau:
DII; konservierte Reste sind dargestellt
Der Abschnitt E282—-Q327 ist in beiden Strukturen nicht durch Elektronendichte definiert,
vermutlich wegen seiner besonderen Flexibilitdt. Sekundarstruktur-Vorhersage-Programme, die
die drei Zustande Helix, Faltblatt und ungeordnet berticksichtigen, geben fiir diese Region prak-
tisch nur solvensexponierte loops an, wéhrend sie alle groReren a-Helices von mSTC korrekt er-
kennen. Das Programm VL-XT (http://www.pondr.com/) gibt an, dal8 der grofite Teil der G
terminalen Region von mSTC nach Q300 intrinsisch ungeordnet ist. Eine Untersuchung der
strukturell zu mSTC homologen Proteine fiihrte zu demselben Ergebnis. In der Kristallpackung
ist genuigend Platz fir die fehlenden 45 Reste. Versuche mit limitierter Proteolyse geben ebenfalls
Anlal} zu der Vermutung, dal} diese Region auch in Lésung ungeordnet und damit flr Protein-
asen angreifbar ist, obwohl man natdrlich nicht ganz ausschlie3en kann, daf? es sich hier um einen

sich schnell bewegenden starren Korper mit Sekundarstruktur handelt.

3.1.4  Wechselwirkung zwischen mSTC und Thrombin

Bei der Bildung des Komplexes zwischen mSTC und Thrombin werden etwa 3400 A? von
sonst zuganglicher Oberfldiche vom Solvens abgeschirmt. Die STC-Thrombin-Kontakte spielen
sich vor allem an zwei Stellen von Thrombin ab: dem Autolyse- oder 148-loop am Sudrand des
aktiven Zentrums und der Fibrinogen-Erkennungsstelle (Exosite 1) dstlich des aktiven Zentrums.
Der sehr flexible 148-loop palt sich erheblich an die STC-Oberflache an und bindet in eine flache
hydrophobe Delle zwischen den Helices a,' und a,' und dem a,'a,-loop der DI-Doméane mit den
Resten 131, L34, F38 und L73, in die ideal die Indolseitenkette von W148" palt. Die Positionen
der hauptsachlich fir die Kontakte verantwortlichen Reste W148™ und V149C™ unterscheiden
sich um etwa 10 A von den Positionen in PPACK-Thrombin (Bode et al., 1989). K145" bildet
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eine Salzbriicke mit dem Carboxylat von
D70, welches dartber hinaus im Was-
serstoffbriickenabstand zum Hauptket- _,,./,H
ten-Stickstoff von W148" liegt. Durch
die Komplexbildung wird die interne
Salzbriicke E146'-R221A" von Throm-
bin in einer hydrophoben Delle von
STC begraben.

Die Bindung an exositt | findet

uber ein Netzwerk polarer Wechselwir-

kungen von Haupt- und Seitenketten-

atomen beider Molekiile des Komplexes

statt, unter ihnen mehrere Salzbriicken,  Abbildung 26: Die Indol-Bindetasche von STC fiir
W148T des Prothrombin-Autolyse-loops; STC in

und wird durch hydrophobe Kontakte Oberflachendarstellung mit Potentialen

noch verstarkt. Der 70-80-loop von

Thrombin liegt in einer Delle aus den Helices a," und a," von STC, wahrend Helix a," an exosite
I dockt. Hier sind vor allem die beiden thrombinspezifischen Reste Y76 und R77A" wichtig. Die
R77A"-Guanidiniumgruppe wird von den Carboxylaten von E213 und D217 umklammert und
geht auch noch van-der-Waals-Kontakte mit den Seitenketten von K216 und V227 ein. Der Phe-
nylteil von Y76 befindet sich in einer hydrophoben Tasche, die von L194, V195 und 1221 gebil-
det wird, und seine Hydroxylgruppe liegt in der polareren Umgebung der Seitenketten von K191,
D224 und K278. Insgesamt stehen die finf Seitenketten R73, R75", R77A", Y76" und W148"
fur ein Funftel des im Komplex vom Ldsungsmittel abgeschirmten Bereichs.

Sieben N-terminale Reste (M0-Y®6) sind nicht durch Elektronendichte definiert. Die erste
definierte Aminosaure, S7, befindet sich nur etwa 20 A vom Carboxylat von D194" entfernt. Dies
liel bereits auf einen Mechanismus unter Beteiligung molekularer Sexualitat schliefen. Um dies
experimentell zu verifizieren, wurde eine mSTC-Variante STC**" ohne das Startmethionin er-
zeugt und mit der Thrombin-Vorlauferstufe Prathrombin-2 durch seeding mit mSTC-Thrombin-
Kristallen kristallisiert. Die Gesamtstruktur ist dem mSTC-Thrombin-Komplex sehr &hnlich, mit
der Ausnahme, daR das N-terminale Hexapeptid 11-Y6 durch Elektronendichte definiert ist und
die Aktivierungstasche von Prathrombin-2 besetzt. 11 bildet eine starke Salzbriicke mit D194"
und eine Wasserstoffbriicke mit der Carbonylgruppe von N143". Die Seitenketten der anderen
Reste dieses ,,Aktivierungspeptids® stehen in weiteren van-der-Waals-Kontakten mit Prathrom-
bin-2. Y6 liegt in einer hydrophoben Tasche zwischen K4, M63, T64, L67 und dem aliphatischen
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Teil von K145'. Dies ist der endgiltige Beweis fiir die Richtigkeit der Molekulare-Sexualitat-
Hypothese aus dem Jahr 1976 (Bode und Huber, 1976).

Abbildung 27: Insertion des N-Terminus von STC in die Aktivierungstasche von Prathrombin-2. STC:
gelb, Prathrombin-2 in Oberflachendarstellung mit Potentialen
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3.2 Diskussion

3.2.1 Struktur von STC

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit die Kristallstrukturen von STC*** mit Thrombin und
STC*™ mit Prathrombin-2 gelost. STC besitzt eine bislang nicht charakterisierte Struktur aus
zwei a-helikalen Doménen, die sich wahrscheinlich unabhé&ngig voneinander falten, da entspre-
chende durch Chymotrypsinolyse erhaltenen Fragmente weiterhin aktiv sind (Kawabata et al.,
1986). Die beiden Drei-Helix-Biindel der DI- und DII-Doméne sind strukturell &ulerst ahnlich,
was sich aber nicht in der Sequenz widerspiegelt. Man kann wohl annehmen, daR die beiden a-
Doménen von STC durch Genduplikation entstanden sind. Es wurde gezeigt, daB STC in L6-
sung ein Monomer ist, bei Bindung an Thrombin jedoch dimerisiert und einen (STC-
Prothrombin),-Komplex bildet. Dies geschieht héchstwahrscheinlich durch eine Verbiegung der
Helix a,' und Stabilisierung einer Ansammlung aromatischer Reste an deren Spitze.

Die meisten friheren Untersuchungen Uber bakterielle Serinproteinase-Aktivatoren hatten
sich auf Streptokinase (Castellino et al.,, 1976) und Staphylokinase (Collen, 1998) beschrénkt. Die
Kristallstrukturen von an die katalytische Doméane von Plasmin gebundener SK (Wang et al.,
1998) bzw. SAK (Parry et al., 1998) zeigten erstmals, da SAK und die drei SK-Doménen struk-
turell homolog sind, was aus der Aminosduresequenz nicht ersichtlich gewesen war (Parry et al.,
2000). Die hier vorgestellte Faltung der a-helikalen Domanen von STC ist mit der a /b-Faltung
von SAK und SK nicht verwandt.

3.2.2 Molekulare Sexualitat

Wie in den meisten trypsinartigen Serinproteinasen sind die Unterschiede zwischen freiem
Thrombin und seinem Vorlaufer Prathrombin-2 auf die hauptsachlich ungeordnete ,,Aktivie-
rungsdomane“ aus den Abschnitten G142™-P152", P186'-D194", G216'-G223" und der Region
um die Aktivierungsstelle, E14H—E18", beschrankt. Exosite | scheint ebenfalls teilweise unge-
ordnet zu sein (Anderson et al, 2000). Der Hauptbeitrag zu den weitreichenden Umordnungen
bei der nichtproteolytischen Aktivierung von Prothrombin durch STC scheint durch das streng
konservierte N-terminale Hexapeptid 11-Y6 von STC geleistet zu werden. Dieses ,,Aktivierungs-
peptid“ bindet natirlich in einer etwas anderen Konformation als der endogene N-Terminus,
ersetzt aber die unverzichtbare Salzbriicke mit D194". Im Gegensatz zu Streptokinase bindet die
STC-Form mit einem Startmethionin jedoch immer noch und aktiviert, aber wesentlich schwé-
cher. Die Bindung von STC an die 37-, 70-80-, 148- und 225-loops trégt weiterhin zur Stabilisie-

rung der aktiven Konformation im Zymogen bei, indem diese sonst relativ flexiblen loops fixiert
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werden. Damit wird die Aktivierungsdomane geordnet. Dies zeigt sich schon darin, dall Met-
mSTC-Prothrombin immer noch chromogene Aktivitat besitzt (Paul Bock, personliche Mittei-
lung), wobei Prothrombin offenbar in einer aktiven Konformation mit einer vorgeformten, aber

leeren Aktivierungstasche vorliegt.

3.2.3 Wechselwirkungen im STC-Prothrombin-Komplex und mit Fibrinogen

Trotz der vielen Kontakte mit STC ist die Struktur von a-Thrombin im Vergleich zu den
anderen ber 100 deponierten Thrombin-Strukturen praktisch unveréndert. Dies ist ein weiteres
Beispiel fiir die These, dal durch die Kofaktor-Bindung die Spezifitdt des Enzyms vor allem
durch die Bereitstellung einer neuen Substrat-Bindestelle, nicht aber durch Anderung der Kon-
formation des aktiven Zentrums verandert wird. Dies trifft bei bakteriellen Kofaktoren nicht nur
fur STC, sondern auch bei SK und SAK zu, und dartiber hinaus bei endogenen Serinproteinase-
Kofaktoren wie Thrombomodulin (Fuentes-Prior et al., 2000). Die dimere Struktur von Fgn
(Yang et al., 2001; Brown et al., 2000) palt gut zu der Beobachtung, dal der STC-Thrombin-
Komplex als Dimer vorliegt, was die Fgn-Erkennung wesentlich erleichtern diirfte (das einzige
weitere Substrat flr STC—Prothrombin, Faktor X111, ist bemerkenswerterweise auch ein intrinsi-
sches Dimer). Die erste Erkennung von Fgn durch den STC—Prothrombin-Komplex mufR durch
STC erfolgen, da die Fgn-Erkennungsstelle (exosite 1) von (Pro)Thrombin durch STC voéllig be-
deckt und damit flr die Substratbindung nicht verfugbar ist. Efb/Fib, ein zellwandgebundenes
Adhésin aus Staphylokokken (Palma et al., 1998) konkurriert mit STC um dasselbe Epitop auf
Fgn, wahrscheinlich wegen der beiden Proteinen eigenen verwandten Tandem-Wiederholungs-
region. Damit besitzt STC mindestens zwei Fgn-Erkennungsstellen, ndmlich eine N-terminale,
die flr die Fgn-Spaltungsaktivitdt des STC—Prothrombin-Komplexes entscheidend ist, und eine
weitere C-terminale innerhalb der Tandem-Wiederholungen.

Die Rolle der Reste jenseits von G281 muR noch weiter untersucht werden. Experimente
mit STC-Fragmenten hatten gezeigt, daR die C-terminalen Reste E282-1.329 von STC die Aus-
bildung des aktiven Zentrums von gebundenem Prothombin beglinstigen. Das durch Chymo-
trypsinolyse entstandene Fragment STC*™** kann, an Prathrombin-1 gebunden, keine Fgn-
Spaltungsaktivitat entfalten, erzeugt aber partiell eine aktive Konformation im Zymogen, wie
durch Titration mit NPGB und Einbau von DFP gezeigt werden konnte (Kawabata et al., 1986).
Die amidolytische und die Esterase-Aktivitat von STC**—Prathrombin-1 sind im Vergleich zu
Vollingen-STC um das 640- bzw. 16fache vermindert. STC**® besitzt dagegen auch keine Fgn-
Spaltungsaktivitdt mehr. Es kann ausgeschlossen werden, dal3 letzteres Fragment ungefaltet ist, da
es weiter an Prothrombin bindet und die Prathrombin-1-Aktivierung durch Volldngen-STC

kompetitiv inhibiert. Der Bereich E282—L.329 steht jedoch mit unseren Thrombinformen nicht in
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Kontakt und ist auch nicht durch Elektronendichte definiert, da vermutlich ungefaltet. Daher
muR man annehmen, dal} dieser Abschnitt an kringle 2 von Prothrombin bindet und diese Kon-

takte zur Stabilisierung des aktiven Zentrums beitragen.

3.2.4 Aktivierungsmechanismus

Anhand der nun zur Verfugung stehenden biochemischen und strukturellen Daten kann
folgender Prothrombin-Aktivierungsmechanismus fiir STC vorgeschlagen werden:
Die DII-Domadne dockt (iber elektrostatische Kontakte an Pro-exosite I und stabilisiert die
aktive Konformation dieser exosite. Mdglicherweise interagiert der Bereich E282-Q329 mit
kringle 2 von Prothrombin.
Dadurch gerat die DI-Domane in die Nahe des Autolyse-loops und v.a. von W148" von
Prothrombin. Die Bindung von W148'" in seine Bindetasche stabilisiert die benachbarten
aromatischen Reste der Dimerisierungsstelle und induziert eine Verbiegung der Helix a,
Es bildet sich eine Salzbriicke zwischen dem 11 des N-terminalen Peptids und D194,
Dadurch kommt es zur Ordnung der Aktivierungsdoméne (unter Ausbildung der Oxyani-
ontasche) und zur Bildung des katalytisch aktiven STC—-Prothrombin-Dimers. Die C-
terminalen Domadnen in diesem Komplex sind so angeordnet, da3 sie zusammen ein Fgn-
Molekdl binden kdnnen. Die C-terminalen Tandem-Wiederholungen kénnten Wechselwir-
kungen mit der D-Domane von Fgn aufbauen.
Als Ergebnis werden die beiden Fibrinopeptid-Spaltstellen Aa-R16 G17 gleichzeitig den
beiden aktiven Zentren préasentiert und gespalten. Dieser Fgn-Mechanismus mii3te jedoch
noch kristallographisch und / oder mittels Mutageneseanalysen bestatigt werden.
Moglicherweise funktioniert dieser Mechanismus auch umgekehrt, indem durch die Bin-
dung eines Fgn-Molekils an die DII-Domadne die Dimerisierung ausgeldst wird. An diesen

(STC),~Fgn-Komplex kénnten dann zwei Prothrombin-Molekile binden.

3.2.5 Perspektiven
Die hier préasentierte Struktur von STC bestétigt die Molekulare-Sexualitét-Hypothese. Der

bakterielle Kofaktor stabilisiert eine aktive Konformation in Prothrombin durch die Insertion
seines N-Terminus in die Aktivierungstasche des Zymogens. STC steht weiterhin fur eine Familie
von bakteriellen Adhasionsmolekilen (SfbX) und Aktivatoren von Serinproteinasen (STC,
vWhbp), wie durch Sequenzvergleiche gezeigt werden konnte. STC, WVbp und SfbX bestehen
jeweils aus zwei a-helikalen Domanen und einer C-terminalen intrinsisch ungeordneten Region,

die aber trotzdem fiir die Erkennung von Plasma- oder EZM-Proteinen wie Fgn (STC), Fibro-
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nektin (SfbX) aler von-Willebrand-Faktor (vWbp) wichtig sein kdnnte. Diese Erkenntnisse
konnten neue Therapien erméglichen, die auf der Verhinderung schédlicher, durch bakterielle

Kofaktoren induzierter Prozesse basieren.
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4 Strukturen der katalytischen Domane von MT-SP1

4.1 Ergebnisse

4.1.1  Struktur der katalytischen Doméne im Komplex mit Benzamidin

Die katalytische Doméne von MT-SP1 &hnelt einem abgeflachten Ellipsoid mit Durchmes-
sern von 35 und 50 A. Wie in anderen trypsinartigen Serinproteinasen ist die Kette in zwei be-
nachbarte sechsstrangige b-barrels gefaltet, die von drei Transdomanen-Segmenten zusammen-
gehalten werden. Auf der Oberflache befinden sich eine 3,,-Helix (601-64 in Chymotrypsinogen-
numerierung) und zwei a-Helices (164-172 und 235-243). Die katalytische Triade befindet sich

an der Schnittstelle der barrels, wobei die aktive Spalte dazu senkrecht steht.

Abbildung 28: Faltung der katalytischen Doméne von MT-SP1; Disulfidbriicken in gelb; wichtige
Reste und loops sind markiert

Die rekombinante katalytische Doméne beginnt mit V16 (V617 in der durchgehenden
Numerierung des Gesamtproteins), entspricht also der B-Kette des aktiven MT-SP1. C122, das in
Volldngen-MT-SP1 eine Disulfidbriicke mit C1 der A-Kette bilden wiirde, ist hier ein ungepaar-
tes Cystein auf der Oberflache. Die B-Kette enthdlt drei Disulfidbriicken (C42-C58, C168—-C182,
C191-C220), die auch in den meisten anderen typsinartigen Serinproteinasen vorkommen. Die
Elektronendichte zeigt jedoch, daR nur etwa die Hélfte der C42—-C58-Briicken geschlossen ist. In
der anderen Halfte sind diese Disulfide reduziert, wobei C58 dieselbe Position besetzt wie in der

oxidierten Form, das § von C42 jedoch in Richtung Molekilinneres gedreht ist und zwischen

L33 und dem Ogvon Y59 zu liegen kommt. Dadurch wird fiir die benachbarte Thiolgruppe von
C58 Platz geschaffen. Ahnliches wurde kirzlich in einer hochaufgelsten Elektronendichte von
rekombinanter menschlicher Urokinase gefunden (Nienaber et al., 2000).
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Die a-Ammonium-Gruppe des Nter-
minalen V16 bildet die hochkonservierte inter-
ne Salzbriicke mit dem Seitenketten-Carboxy-
lat von D194 und stabilisiert dadurch die Sub-
stratbindestelle und das aktive Zentrum in der
katalytisch aktiven Konformation. Die gesam-
te Kette von V16 bis V244 ist durch Elektro-
nendichte definiert. Nach der C-terminalen a -
Helix wendet sich das Rickgrat bei G243
scharf zurtick und bildet eine Salzbrlicke zwi-
schen dem Carboxylat des GTerminus und
der Guanidyl-Gruppe von R235.

Die Uberlagerung von mehreren ver-
wandten Serinproteinasen mit MT-SP1 ergibt

Abbildung 29: Oberflache der katalytischen
Doméne von MT-SP1 mit Oberfldchenpoten-
tialen. Benzamidin und ein im ,pxyanion fole*
gebundenes SO42-lon sind dargestellt

eine hohe Ahnlichkeit der katalytischen Doméne zu derjenigen von Enteropeptidase (Enteroki-

nase), einer weiteren TTSP (Lu et al,, 1999). 222 C,-Atome topologisch &quivalenter Reste befin-

den sich innerhalb eines 2-A-Abstands ¢ms-Abweichung 0,70 A). Dies trifft fir 212 C4-Atome

von bovinem Trypsin zu (rms-Abweichung 0,73 A; Bode und Schwager, 1975). Die nachstbesten

Uberlagerungen gelingen mit bovinem Chymotrypsin und humanem Thrombin. Ein Sequenzver-

gleich mit bovinem Chymotrypsin erfordert eine Insertion von neun Resten zwischen 160 und

P61, einzelne Insertionen nach G184, E186, A204 und A221 sowie einzelne Deletionen an den
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Abbildung 30: Sequenzvergleich der katalytischen Doméne von MT-SP1 mit eng verwandten
Serinproteinase(domane)n; rot: konservierte Reste; dunkelrot: meist konservierte Reste; gelb:

konservativ ausgetauschte Reste
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Positionen 149 und 218. Diese Reste wurden mit auf die Nummer der vorhergehenden Amino-

sdure folgenden lateinischen Suffixen (A, B, C usf.) bezeichnet.

Abbildung 31: rms-Uberlagerung der katalytischen Doméne von MT-SP1 (rot) mit eng verwandten
Serinproteinasen; blau: Thrombin; gelb: Chymotrypsin; griin: Enterokinase

4.1.1.1 Loops um das aktive Zentrum
Ostlich der katalytischen Triade ragt der starre 37-loop aus der MT-SP1-Oberfliche hervor.

Er enthdlt zwei Reste der ,,Zymogen-Triade* (S32 und H40), die hdéchstwahrscheinlich zusam-
men mit D194 die Konformation von pro-MT-SP1 stabilisieren (Bode et al.,, 1978; Madison et al.,
1993). Um Q38 weicht dieser loop erheblich vom Ublichen Verlauf in anderen Serinproteinasen
ab, wobei diese Konformation hauptséchlich durch de Seitenkette von Q38 bestimmt zu sein
scheint. Diese wird durch Wasserstoffbriicken seiner
Carboxamid-Gruppe mit Y60G und dem p-Elektro-
nensystem von F60E in einer gestreckten Anordnung
gehalten.

Der ungewohnlich groRe Insertions-loop nach
160 hat dieselbe Lange (neun Reste) und eine &hnliche
b-Haarnadel-Konformation wie der entsprechende

loop in Thrombin (Bode et al., 1992), ist aber anders

orientiert als in Thrombin. Interne Hauptketten-

Abbildung 32: Der 60-loop von MT-
Seitenketten-Wasserstoffbriicken der Carboxylate von  sp1 (gelb)
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D60A und D60B stabilisieren die b-Haarnadelschleife. In Thrombin verdeckt der relativ starre
60-loop das aktive Zentrum und beeinfluBt dadurch die Substratspezifitat (Bode et al., 1992), bei
MT-SP1 ist er jedoch vom aktiven Zentrum weggedreht und erméglicht dadurch offeneren Zu-
gang fir Substrate oder Inhibitoren.
Nordlich des aktiven Zentrums ragt
der 99-loop aus der Molekuloberflache hervor
und bildet eine Art Dach tber der aktiven
Spalte. Er enthalt eine bemerkenswerte An-
zahl aromatischer Aminoséauren (H91, F93,
F94, F97, F99, Y101). Die S2-Tasche wird
begrenzt von F99, das die Wasserstoffbrik-
ke zwischen D102 und H57 vom Ldsungs-
mittel abschirmt. Das gut definierte F97

erfullt eine ahnliche Funktion fir die darun-

terliegenden, ringférmig angeordneten Car- i
» A
bonylgruppen von D96, F97 und T98. Der  aphildung 33: Der 99-lop und der 60-loop ragen

Autolyse-loop von MT-SP1 enthilt eine Dele-  aus der Molekuloberflache hervor

tion und ist weniger solvensexponiert als der entsprechende loop von Chymotrypsin. Die Seiten-
kette von H143 liegt in der Mitte des loops, der die Stidgrenze (oder den ,,Boden*) der aktiven
Spalte bildet. G151 erlaubt groRere Seitenketten in der P2’-Position peptidischer Substrate.

In den pankreatischen Serinproteinasen bildet der 70-80-loop eine Calcium-Bindestelle, wo-
bei die Carboxylate von E70 und E80 das Calcium-lon koordinieren. Die Glutamate sind in MT-
SP1 durch L70 und V80 ersetzt, wodurch die katalytische Doméne calciumunabhéngig wird. Die
beiden loop-Enden werden aber durch diese hydrophoben Reste und A77A sowie den proximalen

Teil von R76 in einer dhnlichen Weise wie in Gegenwart von Ca*" zusammengehalten.

4.1.1.2 Aktives Zentrum und Substratbindetaschen
Die Reste der katalytischen Triade, S195, H57 und D102, sowie weitere katalytische Ele-

mente wie das durch die Ruckgrat-Stickstoffe von G193 und S195 erzeugte Oxyanion-Loch sind
deckungsgleich zu denen in Trypsin oder Chymotrypsin. Die S1-Tasche westlich von S195 wird
von den Segmenten V213-G220, S190-S195, P225-Y228 und der Disulfidbriicke C191-C220
begrenzt. Alle Seitenketten in der Tasche besetzen identische Positionen wie in Trypsin. Dies gilt
insbesondere fur D189 am Boden der Tasche, das fur die Spezifitat fiir basische Reste in P1 ver-
antwortlich zeichnet, und fiir S190, dessentwegen Lysin in P1 mit &hnlicher Affinitat akzeptiert
wird wie Arginin, jedoch auch flr die Reste der Innenwand (G226, Y228 und VV213). Die Phenyl-
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gruppe des Benzamidins liegt eingezwangt zwischen den parallelen Peptidgruppen W215-G216
und C191-Q192, wahrend seine Amidinogruppe dem Carboxylat des D189 am Boden der Ta-
sche gegentibersteht und eine zwei-O/zwei-N-Salzbriicke bildet. Das distale Stickstoffatom be-
findet sich aulerdem in Wasserstoffbriickenabstand zum Carbonylsauerstoff von G219 und zu
einem Wassermolekiil.

Eine groRere S2/54-Tasche breitet sich oberhalb der S1-Tasche aus, begrenzt durch den

Imidazolring von H57 im Osten und den Benzylring von F99 im Norden. Diese Bindestelle kann

Abbildung 34: Elektronendichte bei 1,3 A um die Reste das aktiven Zentrums; grau: MT-SP; braun:
Benzamidin und Sulfat; wichtige Reste sind beschriftet

kleine hydrophobe P2-Seitenketten aufnehmen. Die benachbarte S4-Tasche wird von den Car-
bonylgruppen von D96, F97 und T98 umgeben, deren Zuganglichkeit fur das Losungsmittel
durch das vorspringende F97 stark eingeschrankt ist. Phenylalanin ist eine sehr seltene Amino-
sdure in Position 97 chymotrypsinartiger Serinproteinasen; die Seitenkette ist solvensexponiert
und doch definiert durch Elektronendichte. Durch das p-Elektronensystem von F99 und das
nahe D96 ist die S4-Tasche fir die Aufnahme positiv geladener P4-Seitenketten bestens geeignet.
Ostlich von S195 befindet sich die S1'/S3'-Tasche, die von der C42—-C58-Disulfidbriicke, der
Isobutyl-Seitenkette von 141 und den Aromaten von Y60G und W64 gebildet wird. Die S1’- und
die S3'-Tasche kdnnen mit groReren hydrophoben Resten gut gefllt werden, wie auch die S2'-
Bindestelle, die von Q192 und H143 abgegrenzt wird.

4.1.2 Wechselwirkung von MT-SP1 mit Kunitz-Typ-Inhibitoren

Da der nattirliche MT-SP1-Inhibitor HAI-1 nicht zur Verfligung stand, wurde zur Unter-
suchung der Interaktionen mit Inhibitoren vom Kunitz-Typ Aprotinin / BPTI (pasischer pan-
kreatischer Trypsininhibitor) verwendet. BPTI ist zu 36% identisch mit der ersten Kunitz-
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Domaéne von HAI-1 und somit gut geeignet, letztere in einem Komplex zu substituieren. Die
Kristallstruktur des Komplexes aus der katalytischen Doméne von MT-SP1 und BPTI wurde bis
zu einer Auflosung von 2,9 A gelost. BPTI dockt in die konkave Substratbindungs-Oberflache
von MT-SP1 Uber seinen reactive site loop (T11,~118,), der die zu spaltende Bindung enthalt (K15~
A16)), und das sekundare Bindesegment G36,—R39,. Diese Bindungsart entspricht dem prototy-
pischen Trypsin—-BPTI-Komplex (Huber et al., 1974). Der reactive site loop lauft antiparallel zu den
MT-SP1-Segmenten S214-D217 und H40-141, wobei sich die Seitenkette von K15, in die S1-

Disul fid= "
bricke A\

v ’ |

Abbildung 35: Bindungsweise von BPTI an die katalytische Doméne von MT-SP1; links: in Standard-
orientierung, rechts: 90° um die y-Achse gedreht; MT-SP1 in Oberfldchendarstellung mit Potentialen

Tasche erstreckt und eine Salzbriicke mit D189 bildet. Wegen des fur Kunitz-Domanen typi-
schen Hauptketten-Knicks bei P3 liegt der Pyrrolidin-Ring von P13, in der S4-Hohlung.

Ware der Benzylring von F99 in derselben Position wie in der Benzamidin-Struktur, so

Abbildung 36: Die Seitenkette von F99 schwingt bei BPTI-Bindung aus der S2-Tasche; rot:
MT-SP1—Bz-Konformation; gelb: MT-SP1—BPTI-Konformation; blau: BPTI
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kdme es bei der Bindung von BPTI zu einem ZusammenstoR mit der C14,—C38,-Disulfidbriicke.
Dies wird jedoch durch eine einfache Rotation der F99-Seitenkette vermieden, wodurch die S2-
Tasche vergroRert und fir die o.g. Disulfidbriicke zuganglich wird. Die Seitenkette von R39, er-
streckt sich in Richtung des 99-loops, wobei die Guanidylgruppe zwischen den Benzylringen von
F97 und F99 zu liegen kommt und eine Wasserstoffbriicke mit dem Riickgrat-Carbonylsauerstoff
bildet, die durch den Abschirmeffekt von F97 wesentlich stérker sein sollte als etwa im Trypsin—
BPTI-Komplex. Die Seitenketten von A16, und 118, fiigen sich gut in die hydrophobe S1'/S3'-
Tasche ein.

Der charakteristisch vorspringende 60-loop von MT-SP1 bietet im Vergleich zu etwa
Trypsin eine grolRe zusatzliche Oberflache fiir neue Kontakte mit BPTI oder anderen Kunitz-
Doménen an. Im Vergleich zur Benzamidin-Struktur nimmt der 60-loop eine etwas andere Kon-
formation ein, um etwa die Bildung einer Salzbriicke zwischen D60B und R20, und geladene
Wasserstoffbricken zwischen R60C und den Carbonylen von K41, und N44, zu erméglichen.
Der gut definierte 60-loop scheint also eine limitierte Mdglichkeit zu Adaptation an den starren
Kunitz-Inhibitor zu besitzen. Darin unterscheidet er sich stark von dem ebenso exponierten, aber
viel rigideren 60-loop von Thrombin, der die S2-Tasche und den Zugang flir gréRRere Substrate
oder Proteininhibitoren begrenzt. Der 60-loop von MT-SP1 jedoch behindert die BPTI-Bindung

nicht, sondern verstérkt sie sogar noch durch die Ausbildung zahlreicher gunstiger Kontakte.

4.2 Diskussion

Die katalytische Doméane des menschlichen MT-SP1 besitzt die Faltung einer chymotryp-
sinartigen Serinproteinase, aber dartiber hinaus einige charakteristische Eigenschaften wie die
hydrophoben/sauren S2/S4-Bindetaschen und einen exponierten 60-loop, die die Substrat-
erkennungs- und -bindungseigenschaften stark beeinflussen. MT-SP1 spaltet ausgewahlte Sub-
strate so effektiv wie Trypsin, zeigt aber eine wesentlich hthere Substratspezifitat als letzteres
(Takeuchi et al.,, 2000). Dies erklart sich einerseits aus der praktischen ldentitdt der S1-Tasche in
den beiden Enzymen, was eine starke Bindung von Substraten und eine optimale Présentation
ihrer zu spaltenden Peptidbindung ermdglicht, jedoch auch aus klaren strukturellen Unterschie-
den in den weiteren Bindestellen. In ihrer Gestalt und chemischen Zusammensetzung ist die S1-
Tasche von MT-SP1 und Trypsin sowohl fur Lysin- als auch Argininreste in P1 sehr geeignet, wie
auch experimentell gezeigt (Takeuchi et al., 2000; Lin et al., 1999b). S190 tragt zu einer verbesser-
ten Lysin-Bindung bei, da seine Seitenkette einen zusatzlichen Wasserstoffbriickenakzeptor fir
die Stabilisierung der a-Ammoniumgruppe darstellt. Arginin in P1 wird wegen der besseren

Raumausfiillung durch die Guanidiniumgruppe genauso gerne akzeptiert.
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Die hydrophobe S2-Tasche von MT-SP1 eignet sich flr die Bindung von kleinen bis mitt-
leren hydrophoben Seitenketten. Die Rotation der F99-Seitenkette in der BPTI-Struktur zeigt,
dal die S2-Stelle nicht vollig starr ist, wie durch positional scanning-Ergebnisse vorhergesagt
(Takeuchi et al., 2000), die gezeigt hatten, daB MT-SP1 eine Anzahl von Aminosduren in P2 zu-
[aRt.

Abbildung 37: Umgebung des aktiven Zentrums mit Oberflachenpotentialen und dem Modell
eines Hexapeptids mit einer optimalen Spaltsequenz (P4-RQAR VV-P2)

Bei diesen Experimenten hatte sich auch eine Praferenz fiir basische Reste in P4 oder P3
ergeben, nicht jedoch in P4 und P3 zugleich. Diese interessante Spezifitat konnte auf elektrostati-
schen Wechselwirkungen mit den sauren Seitenketten von D217 oder D96 beruhen, die be-
stimmte Peptidsubstrate wahrend deren Anndherung an das Enzym giinstig vororientieren kénn-
ten. In der kanonischen Bindungsweise, bei der Peptidsubstrate sich gestreckt antiparallel an das

Segment S214-D217 anlagern wirden, wirde eine P4-Lysin- oder -Arginin-Seitenkette sich
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nordwaérts in Richtung des 99-loops erstrecken und dabei das D96-Carboxylat zwar nicht direkt
erreichen, aber mit dem Ruickgrat-Carbonyl von F97 eine geladene Wasserstoffbriicke bilden.
Daruber hinaus wére auch eine Wechselwirkung mit dem von den Ruckgrat-Carbonylen von
D96, F97 und T98 erzeugten negativen Oberflichenpotential der S4-Stelle denkbar. Die S4-
Tasche erinnert etwas an die entsprechende Stelle in Gerinnungsfaktor Xa, die dort auch als Ka-
tionen-Bindestelle fungiert (Stubbs et al., 1995). Im BPTI-Komplex ist die Bindung von basischen
Seitenketten in die S4-Tasche exemplifiziert, wo R39, zwar aus dem sekundaren Bindesegment
stammt, aber seine Guanidylgruppe genau in die von F97 geschitzte Bindestelle einflgt.

Die Seitenkette von P3-Resten zeigt in kanonisch gebundenen Substraten von der Enzym-
oberflache weg und bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem Carboxamid von Q192. Eine geknick-
te Konformation wie etwa in Kunitz-Inhibitoren ist unwahrscheinlich, aber zumindest denkbar:
dann wirde die P3-Seitenkette sich in die S4-Tasche und damit Richtung 99-loop erstrecken. Da-
fur wére aber eine Drehung des Substratriickgrats erforderlich, was die Inter-Hauptketten-
Wasserstoffbriicken mit G216 erheblich schwéchen wiirde. In beiden Konformationen kann ein
basischer P3-Rest jedoch mit dem negativen Potential der S4-Tasche wechselwirken. Solche elek-
trostatischen Ferninteraktionen zwischen Seitenkettenladungen und komplementéren Oberfld-
chenpotentialen gibt es oft in Protein-Protein-Komplexen. So beeinfluBt im Thrombin-Hirudin-
Komplex die Entfernung von nicht an direkten Salzbrlicken beteiligten negativen Ladungen die
elektrostatischen Wechselwirkungen stark. Das relativ unwahrscheinliche gleichzeitige Vorkom-
men von basischen Seitenketten in P3 und P4 (Takeuchi et al., 2000) erkldrt sich somit durch
wechselseitige Ladungskompensation und Ausschlul? von derselben S4-Bindetasche.

HAI-1 scheint der physiologische Inhibitor von MT-SP1 zu sein (Lin et al., 1999a). Auf der
BPTI-Struktur basierend erstand ein Modell des Komplexes aus der katalytischen Domadne von
MT-SP1 und der ersten Kunitz-Doméane von HAI-1, die zu 36% identisch ist mit BPTI und auf-
grund ihrer Sequenz héchstwahrscheinlich die Domadne ist, die ins &tive Zentrum bindet. Das
Modell zeigt eine Reihe von giinstigen Kontakten zwischen der ersten Kunitz-Domdne und MT-
SP1, und zwar sowohl zwischen dem reactive site loop (G12,—F18,) und der aktiven Spalte als auch
an weiteren Kontaktoberflachen wie dem 60-loop. Ein relativ seltenes P3’-F18, paldt sehr gut in
die S1'/S3'-Tasche von MT-SP1. Die Seitenkette von R13, sollte wohl in die S4-Tasche reichen,
wo die Guanidylgruppe in ahnlicher Weise wie R39, im BPTI-Komplex mit den 99-loop-
Carbonylen interagieren wiirde.

Die Sequenz der zweiten Kunitz-Domane von HAI-1 (GLCK  ESI) entspricht nicht der
Substratspezifitdt von MT-SP1, enthélt jedoch eine Anzahl von negativ geladenen Resten in sei-

ner C-terminalen Helix, die elektrostatische Kontakte mit basischen Oberflachenresten von MT-
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SP1 bilden kdnnten. Diese basischen Reste (R75, R83, R85, K110) kdnnten eine exosite wie in
Thrombin darstellen, deren Erkennung die Affinitdt und Spezifitdt der Bindung von HAI-1 an
MT-SP1 erheblich erh6hen konnte. Ein dhnlicher Fall liegt im Thrombin-Komplex mit Ornitho-
dorin vor, einem Zwei-Kunitz-Domanen-Inhibitor aus der Zecke Ornithodoros moubata (van de
Locht et al., 1996). Dort bindet nur die erste Domane an das aktive Zentrum, die zweite jedoch
an die anionenbindende exosite 1 von Thrombin.

Die Kristallstrukturen von MT-SP1 in Komplex mit den Inhibitoren Benzamidin und
BPTI stellen einen ersten Schritt in die Richtung des Designs spezifischer Inhibitoren gegen die-
ses hdchstwahrscheinlich an Tumorprozessen beteiligten Enzyms dar. Sunflower-Trypsin-Inhibitor
1 (SFTI-1) ist ein subnanomolarer Inhibitor von MT-SP1 (0,92 nM; Long et al., 2001). Dies ist
nicht Uberraschend, da die P4-P2’-Sequenz RCTK' Sl fast ideal der Substratspezifitat von MT-
SP1 entspricht. In Versuchen, mittels Homologie-Modellierung mit Thrombin erste Inhibitoren
zu finden, wurden ausgehend von Hexamidin Bis-Benzamidine mit einem K; bis zu 208 nM und
einer 13fachen Spezifitat gegeniiber Thrombin identifiziert (Enyedy et al., 2001).

In den verwendeten Benzamidin-Kristallen ist das aktive Zentrum fiir kleine Molekile gut
zuganglich, was die strukturbasierte Entwicklung von spezifischen Inhibitoren enorm erleichtern
sollte. Anhand dieser ersten Struktur kann auch die Struktur anderer TTSPs modelliert werden.
Kleinmolekilinhibitoren kdnnten helfen, die biologische und pathologische Rolle von einzelnen

TTSPs aufzuklaren und nebenbei erste lead-Substanzen zukiinftiger Krebsmedikamente sein.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Chemikalien und Geréte

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Biomol, Difco, Fluka,
Merck, Roth, Serva und Sigma bezogen und waren mindestens vom Reinheitsgrad ,,zur Analyse*
(p.a.). Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Amicon, Eppendorf, Millipore, Qiagen, Stratagene und BioRad bezogen.

Benutzte Gerate und Materialien: FPLC LCC-500 (Pharmacia), Kolbenhubpipetten (Ep-
pendorf), UV-VIS-Spektrophotometer Lambda 17 (Perkin Hmer), Ultrazentrifuge L7-55 mit
Rotor Ti-45 (Beckman), Tischzentrifugen, Zentrifuge Avanti mit Rotor JA20 (Beckman), Zentri-
fugen J2-21 und J2-21M mit Rotoren JA10 und JA20 sowie J-6M/E mit Rotor JS4.2 (Beckman),
Amicon-Ruhrzelleneinheit (Amicon), Ultrafiltrationsmembranen YM30 (Amicon), Centriprep 30
Mikrokonzentratoren (Amicon), Centricon 30 Mikrokonzentratoren (Amicon), Ultrafree 30 Mi-
krokonzentratoren (Millipore), Partikelfilter Millex HA 22 um (Millipore), Biacore-X (Biacore),
Ultrazentrifuge Beckman-XL-1 (Beckman), Image Plate-System (MarResearch), CCD-System
(MarResearch), Réntgengenerator RTP300 (Rigaku).

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Steriles LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) wurde mit 2% einer LB-0.N.-Kultur von E. coli
BL21(DE3) angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODg, von etwa 0,5 inkubiert. Die Zellen wur-
den zentrifugiert und das Pellet in eisgekihltem ddH,O resuspendiert. Zentrifugieren und Re-
suspendieren wurden wiederholt. Das Pellet wurde mit eisgekiihltem 15% Glyzerin gewaschen,
erneut zentrifugiert, der Uberstand quantitativ entfernt und das Pellet im 1,5fachen des Pelletvo-
lumens eisgekihlten 15% Glyzerins resuspendiert. Diese Zellen konnen bei -80°C gelagert wer-
den.

5.2.2 Transformation

Das Plasmid pET-3C-STC** wurde von S. Kawabata, Kyushu-Universitat, Japan zur Ver-
fugung gestellt. Kompetente Zellen vom Typ E. coli BL21(DE3) wurden mit obigem Plasmid
transformiert. Dazu wurden elektrokompetente Zellen zusammen mit dem Plasmid in eine vor-
gekihlte Elektroporationskiivette gegeben und diese in einen Elektroporator 1000 (Stratagene)

gestellt. Die Elektroporation wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Sofort an-
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schlieRend wurde die Bakteriensuspension mit 1 ml LB-Medium versetzt, vorsichtig gemischt, 30
min bei 37 °C inkubiert, auf LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und G.N. bei 37 °C
inkubiert.

5.2.3 Glyzerinkulturen

Einzelkolonien der Transformation wurden mit sterilen Zahnstochern aufgenommen und
in 50 ml LB-Medium Uberfihrt. Die Zellen wuchsen 618 h bei 37 °C bis zu einer ODg,, von
etwa 0,8. Die Kultur wurde bei 5000 g und 4 °C 15 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 0,5
ml LB-Medium resuspendiert. Dann wurde 15% Glyzerin zugegeben und schnell gemischt. Die
Zellen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Die Entnahme

erfolgte mit einer Impfdse, so dal’ kein Auftauen der Kultur notig war.
5.3 Arbeiten mit Proteinen

5.3.1 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure

Proteine wurden vor der Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Trichloressigsaure (TCA)
gefallt, um eine hohere Konzentration zu erreichen oder um Kalium-lonen zu entfernen, da diese
mit Dodecylsulfat einen Niederschlag bilden, der die Gelelektrophorese stort. Eine Probe der
Proteinlésung wurde mit 12 % (w/v) TCA versetzt, die Proteine 10 min bei 4 °C geféllt und an-
schlieRend sedimentiert (17000 g, RT, 5 min). Das Sediment wurde danach in 10-15 pl Protein-
probenpuffer (siehe PAGE) resuspendiert. Wenn die Farbe des Bromphenolblau von blau nach
gelb umschlug, wurde die Lésung mit 2 M Tris-HCI pH 8,8 in 1-pl-Schritten neutralisiert. VVor
dem Auftragen auf das Gel wurde die Probe 5 min bei 95 °C inkubiert.

5.3.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurde die Variante nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Je 10 ml
Gellosung werden kurz vor dem GielRen der Gele 20 ul TEMED und 10 pl einer Ammoniumper-
oxodisulfatlésung (10 % (w/v) APS in H,O) zugegeben.

Die Proteinproben wurden 1:1 mit Proteinprobenpuffer gemischt, 5 min bei 95 °C inku-
biert, um alle Proteine restlos zu denaturieren, und danach auf das Gel aufgetragen. Der Gel-Lauf
wurde bei einer konstanten Stromstérke von 40 mA und max. 250 V durchgefuhrt. Nach Beendi-
gung der Elektrophorese (wenn die Bande des Farbstoffes das Gel gerade verlafit) wurden de

Gele mit Coomassie Brillant Blue geféarbt.
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5.3.3 Farben von Proteingelen

Zum Anfarben der Proteingele wurde die gegenuber einer Silberfarbung deutlich schnellere
und einfachere Farbung mit Coomassie Brilliant Blue verwendet. Diese Farbemethode war fiir diese
Arbeit ausreichend empfindlich und wurde zur qualitativen Identifizierung von Proteinen einge-
setzt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in der Farbelésung in der Mikrowelle kurz auf ca.
60 °C erhitzt und canach 20 min auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde das Gel in der
Férbeldsung bis zu einer vollstandigen Entféarbung des Hintergrundes auf einem Schiittler inku-

biert. Gegebenenfalls wurde die Farbeltsung ein bis zwei Mal erneuert.

5.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

kDa 1 OD entspricht mg/ml e (molt cmt)
STCu3z 38,0 0,91 34420
a-Thrombin 33,7 1,96 65770
MT-SP1 (katal. Doméne) 26,4 2,03 53560
Fibrinogen 390 1,65 644740

Die Konzentration der Proteine wurde Uber die Extinktion bestimmt. Mit dem UV-VIS-
Spektrometer von Perkin Elmer, Lambda 17, wurde die Extinktion bei 280 nm, dem Absorpti-
onsmaximum von Proteinen, gemessen und mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes die Kon-
zentration berechnet.

5.4 Expression und Reinigung von STC"*’ (mSTC)

STC wurde in E. coli BL21(DE3) liberexprimiert. Dazu wurden von einer Glyzerinkultur in
4 Behéltern je 5 ml LB-Medium angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C, 180 Upm geschiittelt. Von
diesen Kulturen wurden dann viermal je 250 ml LB-Medium mit je 5 ml angeimpft und bei 37 °C
unter Schutteln inkubiert. Nachdem die optische Dichte bei 600 nm nach etwa zwei Stunden
einen Wert um 0,5 erreichte, wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-D-
Thiogalaktopyranosid) induziert. Danach wurden die Bakterien vier Stunden bei 37 °C, 180 Upm
inkubiert und anschlieBend vereinigt und bei 5000 g, 4 °C, 30 min sedimentiert. Das Sediment
wurde in 100 ml Waschpuffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0; 150 mM NaCl) resuspendiert, erneut
abzentrifugiert und als Pellet bei -20 °C bis zur Reinigung gelagert.

Die Zellen wurden in Aufschlupuffer 40 mM Hepes-NaOH pH 8,0; 1 mM EDTA,; 100
mM Natriumglutamat; 10% Glyzerin) aufgenommen und nach Zugabe von 100 pl einer Lyso-
zym-L6sung (10 mg/ml in Wasser) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der AufschluB erfolg-
te durch Ultraschall fiir 5 min mit Pausen, um Uberhitzung zu vermeiden. Das Zellysat wurde bei
15000 Upm, 4 °C, fir 10 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde aufgehoben und das Pra-
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zipitat in 50 ml AufschluBpuffer resuspendiert. Diese Solubilisierung wurde 6-8 Mal wiederholt
und die Reinheit jeder Fraktion mittels SDS-PAGE Uberprift. Die Fraktionen, die grofitenteils
STC enthielten (meist Fraktionen 3-8), wurden vereinigt, 5fach mit Reinigungspuffer 60 mM
NaAc-Puffer pH 5,0) verdiinnt und auf eine CM-Sepharose-Saule aufgetragen, die mit Aquilibrie-
rungspuffer (Reinigungspuffer mit 0,1 M NaCl) voraquilibriert war. Nach Waschen mit Aquili-
brierungspuffer wurde STC mit 400 ml eines linearen Gradienten von 0,1-0,5 M NaCl in diesem
Puffer eluiert. Die Reinheit wurde mit SDS-PAGE Uberpriift. Die vereinigten sauberen Fraktio-
nen wurden gegen 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 20 mM NacCl dialysiert, dann zuerst in der Rihrzelle
und danach mit Centricon-Mikrokonzentratoren bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml kon-
zentriert.

5.5 Reinigung von Thrombin

5.5.1 Reinigung aus humanem oder bovinem Plasma

Die Reinigung von bovinem Thrombin erfolgte mit etwa 15-18 | Blut aus einer frisch ge-
schlachteten Kuh. Durch Zentrifugation (30 min, 3000 Upm, 4 °C) wurden anfangs die Zellen
aus dem Blut entfernt. Zur Reinigung von humanem Thrombin wurden 3 | gefrorenes menschli-
ches Plasma vom Bayerischen Roten Kreuz, Wiesenthaid gekauft.

Nach dem Auftauen wurden 300 ml 0,12 M Na-Citrat pH 6,8; 50 mM Benzamidin-HCI
zugegeben, um die Aktivierung der Serinproteinasen und damit Gerinnung zu verhindern. Dieser
Loésung wurde langsam und unter Ruhren 1 M BacCl, bis zu einer Endkonzentration von 80 mM
BaCl, zugetropft und danach G.N. bei 4 °C gertihrt. Am ndchsten Morgen wurde die entstandene
Suspension 30 min bei 3000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in Waschpuffer (10 mM BaCl,; 10mM Tris-HCI pH 6,8; 100 mM NaCl; 5 mM Benzamidin) ge-
I0st. Dieser Losungs- und Zentrifugationsschritt wurde 68 Mal wiederholt, bis das Pellet klar
blieb. Das letzte Pellet wurde in eine Losung 40% Ammoniumsulfat; 50 mM Tris pH 7,0; 2 mM
Benzamidin aufgenommen und G.N. bei 4 °C geruhrt. Die Suspension wurde 30 min bei 5000
Upm zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde i.N. gegen Dialysepuffer (50 mM Tris-HCI
pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM Benzamidin; 10 mM EDTA) dialysiert. Am n&chsten Morgen wur-
de die Losung fir 30 min bei 10000 Upm zentrifugiert und dann auf eine Q-Sepharose-Séule
aufgetragen, die mit Aquilibrierpuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM Benzami-
din) vordquilibriert war. Die Elution erfolgte mit einem linearem Gradienten von 150-600 mM
NaCl in 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM Benzamidin. Der weitaus grof3te Peak im Chromato-
gramm entsprach Prothrombin.
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5.5.2 Aktivierung

Nach 0.N.-Dialyse gegen 20 mM Hepes-NaOH pH 6,5; 300 mM NaCl wurde der Lésung
an Affigel gekoppelte Oxyuranus scutellatus-Proteinase zugesetzt. Durch Zugabe von 10 mM CaCl,
wurde die Reaktion gestartet und deren Fortgang durch SDS-PAGE beobachtet. Nach etwa 4 h
war Prothrombin quantitativ in a-Thrombin umgewandelt, woraufhin die Reaktion durch 20 mM
EDTA sofort gestoppt wurde. Die Lésung wurde gegen 50 mM Tris-HCI pH 8,0 dialysiert und
auf eine Heparin-Sepharose-Sdule in diesem Puffer aufgetragen. Mit einem linearen Gradienten
von 0-1 M NaCl in 50 mM Tris-HCI pH 8,0 konnte a-Thrombin als einzige Bande auf SDS-
PAGE eluiert werden.

5.5.3 Kopplung der Schlangengift-Proteinase an Affigel

10 ml Affigel-10 (Biorad) wurden mit 70 ml Schlangengift-Puffer Q0 mM Hepes-NaOH
pH 6,5; 300 mM NaCl; 0,01% NaN;,) gewaschen und 100 mg lyophilisiertes Oxyuranus-scutellatus-
Gift in 25 ml ebendiesen Puffers gelost. Die Lésungen wurden vereinigt und 4 h bei 4 °C rotiert.
Das Affigel wurde abzentrifugiert und freigebliebene Bindestellen mit 1 M Ethanolamin pH 7,5
abgesattigt. Nach erneuter Zentrifugation konnte das Affigel in Schlangengift-Puffer gelagert

werden.
5.6 Biochemische Methoden

5.6.1 Analytische Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation wurde in einer Beckman-XL-I-Ultrazentrifuge mit einem Ti60-
Rotor durchgefiihrt. Das Protein wurde auf eine Konzentration von 0,3 mg/ml in 10 mM Tris-
HCI pH 8,0, 20 mM NaCl eingestellt und bei 10000 Upm und 4 °C 48 Stunden lang zentrifugiert.
Die Auswertung erfolgte mit der mit dem Gerét gelieferten Origin-Software.

5.6.2 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden mit einem Jasco-J-715-Spektropolarimeter aufgenommen. Bei
Fern-UV-Spektren betrug die Proteinkonzentration 0,23 mg/ml in 40 mM Na-Phosphat pH 7,2.
Die Spektren wurden in einer Quarzkivette mit 0,1 cm Durchmesser aufgenommen.
Thermolibergange wurden bei einer Heizgeschwindigkeit von 10 °C/h bei einer Wellenlange von

220 nm aufgezeichnet.
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5.6.3 Biacore-Messungen

Die Biacore-Experimente wurden auf einem Biacore-X-System mit manueller Injektion
durchgefihrt. Fibrinogen wurde tUber Aminogruppen an einen CM5-Sensorchip gekoppelt. Die
Kopplung wurde in Acetat-Puffer pH 4,5 durchgefiihrt, bis 1000 RU (response units) erreicht wa-
ren, und durch Blockierung beider Zellen mit 1M Ethanolamin beendet. Die Bindekonstante fir
den mSTC-Thrombin-Komplex an die Probenzelle wurde bestimmt, indem verschiedene Kon-
zentrationen des Komplexes von 3 nM bis 600 nM injiziert wurden. Um Chipartefakte auszu-
schlieBen, wurde die Bindekonstante in Lésung durch ein Kompetitionsexperiment bestimmt.
Jeweils 6 nM mSTC-Thrombin-Komplex wurden zusammen mit verschiedenen Fibrinogen-
Konzentrationen injiziert, die mit dem Fibrinogen der Probenzelle um die mSTC-Thrombin-

Bindung konkurrierten.

5.7 Kiristallographische Methoden

Da eine Darstellung der Theorie der Rontgenkristallographie den Rahmen dieser Arbeit
uberschreiten wirde, sei auf Lehrblcher und Artikel (Messerschmidt und Huber, 2000; Drenth,
1994; Giacovazzo et al., 1992; Blundell und Johnson, 1976) verwiesen.

Zur Kristallisation wurde die Methode der Dampfdiffusion im hdngenden Tropfen ange-
wandt. Die Kristallisationsexperimente wurden in VDX-Platten (Hampton Research, USA) bei
18 °C durchgefiihrt. Alle Kristallisationsldsungen wurden durch Ultrafiltration und / oder Zentri-
fugation von Schwebstoffen befreit. Das Reservoirvolumen betrug 500 pl. Auf das Deckplatt-
chen wurden 2 pl Proteinlésung und 2 pl Fallungslésung pipettiert und gemischt und danach
durch Anpressen die Kammer luftdicht verschlossen.

Um Kristalle des mSTC-Prathrombin-2-Komplexes zu erhalten, wurden kleine Kristalle
des mSTC-Thrombin-Komplexes mit einem loop aufgenommen und zu einer voraquilibrierten
Lésung von mSTC-Prathrombin-2 und Féllungslosung gegeben (seeding). Dadurch erhaltene
Mischkristalle wurden erneut zum seeding eingesetzt, um reine mSTC—Prathrombin-2-Kristalle zu
erhalten.

Der Kristall wurde wahrend der Messung pro Bild um einen bestimmten Winkel zwischen
0,2° und 2,0° gedreht. Je nach Raumgruppe mufite dabei ein Gesamtwinkel von 80° bis 180°

uberstrichen werden, um einen hinreichenden Bereich des reziproken Raumes zu erfassen.

5.7.1 Datensammlung

Die Kristalle wurden entweder direkt aus dem Tropfen, der zuvor mit einem vor dem Ge-
frieren schitzenden Agens (Kryoprotektans, z.B. Butandiol) versetzt wurde, oder nach dem

Uberfiihren in einen geeigneten Gefrierpuffer mit einer Nylonschleife aus inrem Tropfen geho-
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ben und in einem Stickstoffstrom bei 100 K schockgefroren. Die Datensammlung erfolgte ent-
weder wie oben beschrieben mit Kupfer-K,-Strahlung (I =1,54 A) oder mit Synchrotronstrah-
lung am DESY (Deutsches Elektronensynchrotron, HASYLAB) an der beamline BW6 (Wiggler-
Beamline; variable Wellenlange) mit einem CCD-Detektor (MarResearch, Hamburg). Der Kiri-
stall-Detektor-Abstand betrug zwischen 80 und 300 mm.

5.7.2 Datenauswertung

Die aufgenommenen Diffraktionsbilder wurden mit MOSFLM oder DENZO indiziert
und integriert. Die Datenreduktion erfolgte mit den Programmen SCALA und TRUNCATE der
CCP4-Programmsammlung (Collaborative Computational Project No. 4 1994) oder SCALE-
PACK (Otwinowski und Minor, 1997).

5.7.2.1 Lo6sung des Phasenproblems
Die Struktur von STC-Thrombin—PPACK wurde mit der Methode der ,,Multiplen An-

omalen Dispersion“ (MAD) geldst. Nach der Datenreduktion wurden die Lagen der Schwerato-
me mithilfe der korrekten Positionierung von Thrombin bestimmt. Es war deutlich Elektronen-
dichte fir PPACK und das angehéngte Quecksilberatom sichtbar. Die Lagen der beiden Queck-
silberatome in der asymmetrischen Einheit wurden verwendet, um die experimentellen Phasen
mit dem Programm CNS (Brunger et al., 1998) abzuschatzen.

Alle weiteren Strukturen wurden mit Hilfe der Methode des ,,Molekularen Ersatzes* gelost.
Es wurde eine Patterson-Suche mit dem Programm AMoRe (Navaza, 2001) und einem oder
mehreren dem gesuchten Protein strukturell &hnelnden Suchmodell(en) durchgefuhrt. Mit Hilfe
der Modellkoordinaten wurden dann mit dem Programmpaket CNS Elektronendichtekarten be-
rechnet und die Modelle danach in die Elektronendichte eingepa3t sowie die Primarstruktur kor-

rigiert.

5.7.2.2 Dichtemodifikation / Phasenkombination
Aus der Lage der Schweratome wurden die lokalen Symmetrieoperatoren berechnet und

mit CNS optimiert und die Elektronendichte mit CNS in einer Maske gemittelt, die von CNS
erzeugt wurde. Die erhaltene solvenskorrigierte Elektronendichte erlaubte die Einpassung einer
Helix von STC. Die Modellphasen dieser Helix und der korrekt positionierten Thrombin-
Molekiile wurden mit CNS berechnet und fur eine Phasenkombination mit den experimentellen
MAD-Phasen verwendet. Die dadurch und durch erneute Dichtemodifikation verbesserte Elek-
tronendichte erlaubte den Einbau des fehlenden Teils des STC-Modells.
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5.7.3 Modellbau 7/ Verfeinerung

Atomare Modelle wurden mit einer ,,Octane*-Arbeitsstation (Silicon Graphics, USA) und
dem Programm MAIN (Turk, 1992) in die Elektronendichte eingepasst.

Die Verfeinerungen der Atomkoordinaten und Temperaturfaktoren wurden mit CNS
durchgefuhrt. Als Zielfunktion diente das ,,maximum-ikelihood target”, bei der anfanglichen Ver-
wendung von experimentellen Phasen (STC) das ,,maximum-likelihood Hendrickson-Lattman tar-
get“. Dazu wurden die Parameter von Engh und Huber (1991) verwendet. AuRerdem wurde vor
jeder Verfeinerung eine ,bulk solvent“-Korrektur der gemessenen Strukturfaktoramplituden
durchgefiihrt und immer die Reflexe tber den gesamten gemessenen Auflésungsbereich fur die
Verfeinerung verwendet. Beim ,simulated annealing” wurde als Starttemperatur 5000 K gewahlt

und das ,,slow cool“-Protokoll verwendet.

5.7.4  Analyse des Modells
Nach der Verfeinerung wurde die Qualitat der Modelle mit den Programm PROCHECK

und WHATIF kontrolliert. Falls in den ausgegebenen Statistiken und Grafiken fiir eine bestimm-
te Aminosaure ungewdhnliche f /y -Winkel, Torsionswinkel der Seitenkette oder sonstige geome-
trische Auffalligkeiten auftraten, so wurden diese noch einmal tiberpriift. Uberlagerungen mit

anderen Proteinen wurden mit dem Programm TOP durchgefiihrt.

5.7.5 Graphische Darstellung

Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm PILEUP (Wisconsin Package, Genetics
Computer Group, USA) erzeugt, manuell an die Strukturdaten angepasst und mit ALSCRIPT
(Barton, 1993) dargestellt.

Zur graphischen Darstellung von Molekilmodellen wurden die Programme MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991), RASTER3D (Merritt und Murphy, 1994) und ViewerlLite
(http://www.accelrys.com) verwendet. Oberflaichen wurden mit GRASP (Nicholls et al., 1991)

erzeugt und dargestellt.
Zur Nachbearbeitung von Bildern wurde das Programm PHOTOSHOP Version 5.0
(Adobe Systems, USA) oder COREL-DRAW (Corel, Kanada) verwendet.
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Kristallographische Begriffe

Auflésung

Datensatz

Derivat-

Datensatz
Nativer

Datensatz

Differenz-Fourier

Differenz-

Patterson
I:calc

I:obs

Multiplizitat

R-Faktoren

R! Rcryst

Abstand dnyin der Gitterebenen in einem gegebenen Kristall gemal der

Braggschen Gleichung; d :2_|—, wobei g, den Beugungswinkel
SNq,,

darstellt, bei dem das Diffraktionsbild verschwindet

Ergebnis der Auswertung einer Serie von Diffraktionsbildern, welches die
gemessenen Reflexe in Form von numerischen Werten der Strukturfaktor-
amplituden (] Fq|) darstellt

Datensatz von einem Proteinkristall, der durch die Reaktion mit einer
Schwermetallverbindung eine lokale Anderung der Elektronendichtevertei-

lung aufweist

Datensatz von einem unveranderten Proteinkristall, d.h. nicht mit einer

Schwermetallverbindung behandelt

Fouriersummation, bei der  Differenzen  zwischen  Struktur-
faktoramplituden als Koeffizienten benutzt werden: die resultierende Elek-
tronendichtekarte gibt die molekularen Unterschiede wieder, welche die

Differenzen in den Strukturfaktoramplituden erzeugen.

Pattersonfunktion bei der Differenzen zwischen Strukturfaktoramplituden

als Koeffizienten benutzt werden

Strukturfaktoren, die aus den Koordinaten eines Modelles berechnet wur-
den, die sich aus den Strukturfaktoramplituden |F.,.|] (kirzer F,) und den

Phasenwinkeln a . zusammensetzen.

experimentelle Strukturfaktoren, die sich aus den Strukturfaktoramplituden

| Foosl (Kirzer F,) und falls experimentell bestimmt, den Phasenwinkeln

a s ZUsammensetzen.

Mittelwert des Verhaltnisses aus Anzahl der gemessenen Reflexe und der

kristallographisch unabhéngigen Reflexe

werden in der Kristallographie dazu verwendet, um die Ubereinstimmung

von zwei Messwerten oder der Messwerte mit dem Modell zu beschreiben

Beschreibung der Qualitat einer verfeinerten Kristallstruktur als Funktion
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sym

rigid body

r.m.s bzw. RMS

simulated

annealing

Solvensbereich

Solvensgehalt

test set

Vollstandigkeit

(completeness)

é. || Fob5|' k|Fca'°|
der Ubereinst Feael und [Fop ] R=-
er Ubereinstimmung von |F..| und |F.l é|FobS|
hki

, WO-

bei k einen Skalierfaktor darstellt, um die gemessenen und die berechneten

Strukturfaktoramplituden auf eine einheitlich Skala zu bringen

wird analog zu R mit einem bestimmten Anteil der Reflexe (test set) berech-
net, die nicht bei der Verfeinerung berticksichtigt wurden, dies soll eine
o
. a
Uberanpassung des Modells verhindern; R, =MLT

Fobs| - k| Fc

é |Fobs|

hk1 T

alc

, wobei

hkl 1 k alle Reflexe des test set bezeichnet

Beschreibung der Qualitat eines Datensatzes als Funktion der Uberein-

stimmung von symmetrieverwandten Reflexen;
3 é|li(hkl) - I(hkl)|
[) =K i
AU ¥ - SN CY)

hkd i

fur n unabhéngige Reflexe und i Beob-

achtungen eines gegebenen Reflexes

Bezeichnung flr die Verfeinerung von ganzen Molekulen (oder Molekultei-

len) als starre Korper

Quadratisches Mittel (,,root mean square®), das in der Regel zur Angabe von
Abweichungen verwendet wird, im Gegensatz zum Geometrischen Mittel-

wert werden hohe Differenzen starker gewichtet

Verfeinerungsalgorithmus in CNS, bei dem im Rahmen einer Molekuldy-
namikrechnung die Temperatur des Systems virtuell ehoht wird, um so

den Konvergenzradius der Verfeinerung zu verbessern

zusammenhéngender Bereich in Proteinkristallen, der mit Losungsmittel

geflllt ist

Anteil des Solvensbereich am Gesamtvolumen

Teil der Strukturfaktoren eines Datensatzes, der nur zur Berechnung von
Ry bDenutzt und nicht zur \erfeinerung herangezogen wird (in der Regel

ca. 5-10% der gemessenen Strukturfaktoramplituden)

prozentualer Anteil der gemessenen unabhéngigen Reflexe im Vergleich

zur Anzahl der theoretisch mdglichen Strukturfaktoren
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working set Strukturfaktoren, die nicht zum test set gehdren und zur Verfeinerung be-

nutzt werden (90-95% der gemessenen Strukturfaktoramplituden)

Unabhéngige Anzahl der unabhéngigen Reflexe bzw. Strukturfaktoramplituden, die nicht
Reflexe uber eine kristallographische Symmetrie verwandt sind
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Kristallographische Daten

Thrombin-I-11

Kristall

a-Thrombin-111 (18-1,8 A)

Kristallbedingung

100 mM Kaliumphosphat pH 5,6
20% (w/v) PEG 6000

Raumgruppe C2
Molekile in der .
asymmetrischen Einheit
a(A) 69,84
b (A) 7151
c(A) 7171
b (°) 99,34
Reym (%) 57
Rsym (AuRerste Schale, %) 29,8
Unabhéngige Reflexe 30 387
Vollsténdigkeit (%) 94,4
Vollstandigkeit (duBerste Schale, %) 92,6
GrolRe des test set (%) 4
Finaler R (%) 19,1
Finaler Reree (%) 22,0
rmsd Bindungen (A) 0,012
rmsd Winkel (°) 1,7

Staphylocoagulase

mSTCC-32’-Thrombin—-PPACK

STCL-327—Prathrombin-2—PPACK

Kristall
(20-2.2 A) (25-2.1 A)
100 mM Imidazol pH 7,5
Kristallbedingung 200 mM Natriumformiat
12% (w/v) PEG 4000
Raumgruppe C2
Molekdle in der )
asymmetrischen Einheit
a (A 180,17 181,16
b (A) 102,00 102,34
c(A) 135,30 135,54
b (°) 130,08 129,91
Wellenlange (A) 1,0085 1,0050 0,9200 1,0092 1,0000 0,9500
Rsym 0,048 0,044 0,042 0,048 0,039 0,042
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Reym (AuRerste Schale, %) 0,269 0,232 0,236 0,269 0,260 0,243
Unabhangige Reflexe 95100 95248 95061 110873 110 836 110 669
Vollstandigkeit (%)
o 97,5 974 91,1 90,4 911 94,3
Vollstandigkeit (dulerste
96,4 96.5 354 74,7 834 90,6
Schale, %)
GroRe des test set (%) 48 4,6
Finaler Riree (%) 25,0 26,5
Finaler R (%) 211 22,3
rmsd Bindungen (A) 0,012 0,011
rmsd Winkel (°) 1,56 1,55

MT-SP1

Kristall

MT-SP1-Benzamidin (20-1,3 A)

MT-SP1-BPTI (12-2,93 A)

Kristallbedingung

100 mM Tris-HCI pH 8.0
1,5 M Ammoniumsulfat
3% (v/v) Ethanol

100 mM Hepes pH 6,5
20% (w/v) PEG 4000
2% (w/Vv) CsCl

Raumgruppe C222 P1
Molekiile in der
1 2
asymmetrisch en Einheit
a(h) 66,92 4710
b (A) 141,60 54,23
c(A) 51,94 67,82
a () 90 107,62
b (°) 90 96,86
g(°) 90 103,36
Reym (%) 86 12,0
Rsym (&uBerste Schale, %) 29,4 34,3
Unabhangige Reflexe 58 805 12 200
Vollstandigkeit (%) 96,2 94,4
Vollsténdigkeit (dulerste Scha-
e, %) 93,5 93,1
Grolie des test set (%) 51 8,1
Finaler Reree (%) 19,3 27,9
Finaler R (%) 184 199
rmsd Bindungen (A) 0,010 0,007
rmsd Winkel (°) 1,6 14
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Abkilrzungen
B zu spaltende Peptidbindung min Minute
% (v/v) i Volumenprozent MMP Matrix-Metalloproteinase
% (w/v) i Gewichtsprozent MT Membran-Typ
A Angstrom (1 A=10"" m) MW Molekulargewicht
ADAM a d|3|.ntegr|n and metalloproteinase oD Optische Dichte
domain p. A. zur Analyse
ATP Adenosin-5’-Triphosphat PAGE : Polyacrylamid-Gelelektrophorese
BPTI basischer pankreatischer Trypsin- PEG Polyethylenglykol
Inhibitor Plg Plasminogen
°C Grad Celsius PPACK D-Phenylalanin-Prolin-Arginin-
Da Dalton Chloromethylketon
Deutsches rms root mean square
DESY
Elektronensynchrotron RT Raumtemperatur
EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N’- SAK Staphylokinase
tetraessigsaure SDS Natriumdodecylsulfat
EC Enzyme commission SK Streptokinase
E. coli Escherichia coli SP Serinproteinase
EZM extrazelluldre Matrix STC Staphylocoagulase
F Blutgerinnungsfaktor TCA Trichloressigsaure
Fgn Fibrinogen N,N,N’,N’-
FPLC fast protein liquid chromatography TEMED Tetramethylethylendiamin
g Erdbeschleunigung tPA tissue-Typ-Plasminogen-Aktivator
h Stunde Tris Tris-(hydroxymethyl)-
Hepes N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’- aminomethan
2-Ethansulfonsdure TTSP Typ-1l-Transmembran-
PTG Isopropyl-D- Serinproteinase
Thiogalaktopyranosid Plasminogen-Aktivator vom
K Kilo- (10°) UPA Urokinase-Typ
K Kelvin Upm Umdrehungen pro Minute
u Mikro- (10 u.N. tber Nacht
LB Luria-Bertani uv ultraviolett
m Milli- (10°%) \Y/ Volt
M Molar (mol/I) VIS sichtbarer Wellenldngenbereich
MAD Multiple Anomale Dispersion des Lichts
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Verwendete Nomenklatur der Aminosauren

Aminosaure 3-Buchstabencode | 1-Buchstabencode
(im Text verwendet)

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Na-Methyl-Arginin Na(Me)Arg R"
Asparagin Asn N
Asparaginsaure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Cyclohexylalanin Cha Z
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \%
beliebige Aminosdure Xaa X
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