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3x PP
A
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ADAM
ADAMTS
AHSG
AK
AMC
Anz.
APP
APS
AS
BMP1
Boc
bp
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BSP
BTPs

C
Cay(PO,).
CBB
CiMP1
cMSF
C-Terminus
CTGF
CcuB

D

d

D1-3
Da
Dabcyl
Dansyl
DL
DMF
DMSO
Dnp
Dns
DTT

E64
Edans

Enzymkonzentration

Substratkonzentration

Mikro

3-fach Probenpuffer

Angstrom

Acetyl

a disintegrin and a metallopeptidases

a disintegrin and a metallopeptidases with thrombospondin-motif
o,-Heremans-Schmid-Glykoprotein
Antikorper

7-Amido-4-methylcoumarin

Anzahl

amyloid precursor protein
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure/n

bone morphogenetic protein 1
tert-Butyloxycarbonyl

Basenpaare

bovines Serumalbumin

bone sialic acid-containing protein
BMP1-Tolloid-Proteasen
Stoffmengenkonzentration (mol/l)
Kalziumphosphat

Coomassie Brilliant Blau

Cichlid Metalloproteinase 1

chinese mamushi serum factor

Carboxyl-Ende der Aminosauresequenz
connective tissue growth factor

complement factors Cir & C1s — UEGF — BMP1
Deutschland

Schichtdicke

Bezeichnung der einzelnen Cystatin-dhnlichen Domanen (1 bis 3)
Dalton
4-(4-Dimethylaminophenylazo)-benzoyl
5-Dimethylamino-1-naphthalen-sulfonyl
Durchlauf

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

2,4-Dinitrophenyl

Dansyl

Dithiothreitol

Extinktion
trans-Epoxisuccinyl-L-Leucylamido-4-Guanidiniobutan)
5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalen-1-sulfonsdure
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Abkirzungsverzeichnis

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat

EF Elutionsfraktion(en)

EHE eel hatching enzyme

FRET fluorescence resonance energy transfer
GuHCl Guanidiniumhydrochlorid

h Stunde/n

H,O reinst hochgereinigtes Wasser (Aqua valde purificata)
H,0, Wasserstoffperoxid

HCE high choriolytic enzyme

Hepes 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsdure
HPLC high pressure liquid chromatography

HRG Histidin-reiches Glykoprotein

HSF Habu Serum Faktor

I Intensitit nach der Absorption (W-m™)

lo Intensitat des einfallenden monochromatischen Lichts (W-m™)
IgG Immunglobulin Gamma

[Nt max maximale Intensitat

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase

jMSF japanese mamushi serum factor

Keat Wechselzahl

K; Inhibitionskonstante

Kwm Michaelis-Menthen Konstante

Kng/KNG Kininogen

Konz. Konzentration

LB lysogeny broth

LCE low choriolytic enzyme

M mol/I

MAM meprin As protein tyrosine phosphatase u
MCA 4-Methyl-Coumaryl-7-Amid

Mca (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl

MCS multiple cloning site

min Minute/n

mM Millimolar

MM XP MagicMark™ XP (Invitrogen, Karlsruhe, D)
MMP Matrix Metalloproteinase(n)

MOCAc (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl

mTId mammalian tolloid

MT-MMP membrane type MMP

MWCO molecular weight cut off

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO, Natriumdihydrogenphoshat

NaOH Natriumhydroxid

NEB New England Biolabs (Frankfurt am Main, D))
Ni-NTA nickel-nitrilotriacetic acid (Qiagen, Hilden, D)
Nle L-Norleucyl (L-2-Aminohexanoyl)
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snake venom metalloproteinase

TNF-a converting enzyme (ADAM 17)
TRIS-Acetat-EDTA
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tissue inhibitor of metalloproteinase
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Nem Wellenldnge, bei der die emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert wurde
Aex Anregungswellenlange

3 Nt Summe der Nukleotide
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1 ZUSAMMENFASSUNG

Proteasen der Astacinfamilie wurden bisher in allen Grof3gruppen biologischer Organismen — aulRer
den Pflanzen — gefunden. Der Mensch besitzt sechs Gene dieser Familie. Beispielsweise wahrend der
Befruchtung der Eizelle, der Entwicklung und der Kollagenassemblierung Ubernehmen diese
Proteasen wichtige Funktionen. Ist die Expression oder die Aktivitat dieser Proteasen nicht adequat
reguliert, kann dies zu verschiedenen Krankheiten fUhren. Demzufolge ist die Kenntnis ihrer
Regulation durch aktivierende Faktoren oder Inhibitoren notwendig. Diese Arbeit soll zur
Aufklarung der Funktionsweise des endogenen Hemmstoffs Fetuin beitragen. Der Inhibitor Fisch-
Fetuin-A wurde erstmals 2004 zusammen mit der Astacinprotease Nephrosin aus den
hematopoietischen Geweben des Karpfens isoliert. Im Menschen wurden die Fetuine-A und -B
identifiziert, welche unterschiedliche Funktionen im Organismus Ubernehmen.

Die aktive Form des verkirzten Fisch-Fetuins-A wurde mit Hilfe des pQE-TriSystem His-Strep Vektor
2 in E. coli M15[pREP4] exprimiert, unter denaturierenden Bedingungen affinitatschromatogra-
phisch isoliert und in die native, funktionelle Konformation gefaltet. Durch den Expressionsvektor
erhalt das Fusionsprotein einen N-terminalen Strep-tag und einen C-terminalen His-tag, welche
unter anderem fir die Reinigung und die Identifizierung genutzt wurden. Die Metalloproteasen
Meprin a und Meprin B schneiden den Inhibitor an definierten Positionen. Meprin o schneidet im N-
terminalen und Meprin B im C-terminalen Bereich der Fisch-Fetuin-A Sequenz. Dabei ist die
Spaltung durch Meprin B schneller. Fir Astacin ist der Inhibitor kein Substrat. Kinetische Messungen
mit Astacin lassen auch darauf schlieRen, dass Fisch-Fetuin-A diese Protease nicht hemmt. Meprine
hingegen werden gehemmt. Die Inhibitionskonstante K; fUr Fisch-Fetuin-A mit Meprin a betragt
115 nM und mit Meprin B 556 nM und weist so Fisch-Fetuin-A als physiologisch relevanten Inhibitior
dieser Astacinproteasen aus. AufRerdem konnte die Hemmung der Astacinprotease Nephrosin aus
Danio rerio (Zebrafisch) und Trypsin gezeigt werden. Weitere Serinproteasen und die
Cysteinprotease Papain wurden nicht durch Fisch-Fetuin-A gehemmt.

Aufgrund der Substratprdferenz der Meprine wurde vermutet, dass bei der Inhibition der
Astacinproteasen eine negativ geladene Aminosdure eine Rolle spielen konnte. Die D***A-Fisch-
Fetuin-A-Mutante zeigte jedoch kein verandertes Verhalten gegeniber Meprin a. In Sequenzver-
gleichen wurde besonderes Augenmerk auf saure Reste in der Aminosduresequenz des Fisch-
Fetuins-A gelegt. Auf3erdem wurden die Strukturen der beiden Cystatin-dhnlichen Domédnen von
Fisch-Fetuin-A, humanem Fetuin-A und humanem Fetuin-B berechnet. Auch diese Strukturen
wurden auf exponierte, negativ geladene Reste untersucht, welche inhibitorische Funktionen
Ubernehmen konnten. Diese Daten grenzen den inhibitorisch aktiven Bereich auf die a-Helix der
zweiten Doméne oder den Bereich zwischen den B-Faltblattstrangen 3 und B4 ein und legen den
Grundstein weiterer Analysen. Weitere Untersuchungen sollten sich daher einerseits auf die Reste
Glu™® bzw. GIu™ von Fetuin-A bzw.B und anderseits auf den ungeordneten Bereich, welcher
gegeniber der beiden loops L1 und L2 liegt, konzentrieren.

Bisher ist noch kein Mechanismus der Regulation von Astacinen durch endogene Inhibitoren
aufgeklart. Mit dieser Arbeit wird zum einen ein umfangreicheres Bild der Typlll Cystatine,
insbesondere der Fetuine, prasentiert. Zum anderen werden potentielle inhibitorische Positionen
der Fetuine auf ein Uberschaubares Mal3 reduziert. Nun gilt es, diese Thesen zu prifen.
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2 EINLEITUNG

2.1 ALLGEMEINES ZU PEPTIDASEN

Enzyme haben fir das Leben eine wichtige Bedeutung, denn im Organismus sind Enzyme fir den
Stoffwechsel, aber auch fur die Replikation und die Transkription der DNA essentiell. Als
Katalysatoren beschleunigen sie chemische Reaktionen, indem sie den Ubergangszustand
stabilisieren und dadurch die Aktivierungsenergie herabsetzen, die bei vielen zwar exergonischen,
aber dennoch nicht spontan ablaufenden, chemischen Reaktionen aufgebracht werden muss.

Proteasen oder Peptidasen sind Enyzme, die Peptidbindungen durch Hydrolyse spalten (Barrett &
McDonald, 1986; Rawlings, 2013). Sie werden durch ihren Angriffsort am Substrat — an den Enden
der Polypeptidkette oder innerhalb einer Peptidkette bzw. eines Proteins — in Exopeptidasen und
Endopeptidasen unterschieden (Barrett et al., 2004). Fir letztere ist auf3erdem der Begriff
~Proteinase" gebrauchlich (Barrett & McDonald, 1986).

Peptidasen unterscheiden sich aber nicht nur durch ihren Wirkungsort, sondern auch durch den
Mechanismus der katalytischen Spaltung, aufgrund dessen sie klassifiziert werden. Im Folgenden
wird kurz auf Proteaseklassen eingegangen, die im Laufe der vorliegenden Arbeit eingesetzt
wurden. Weitere Klassen sind der Abbildung 1 zu entnehmen.

Aspartat- Adamalysine/ )
/ . Reprolysine ; Meprin o
fl_proteasen W Popaine proly Meprine .
/ Meprin B
/ / .
proteasen N BTPs Tl
Leishmanolysine mTld
Glutatmat- asboscl \CE
proteasen — Matrix Metallo- hatchin HCE1
roteasen Aspzinkine proteinasen Enzymeg HCE2
Metallo- < . (MMPs) Ovastacin
proteasen m Gluzinkine Alveolin
. o Pappalysine ;
\ Serin- __ Trypsin Metzinkine 2 Astacin
\ proteasen Chymotrypsin . Andere LAST
\\ Serralysine LAST-MAM
\ Threonin-
proteasen Snapalysine

Abbildung 1: Einordung von Proteasen der Astacinfamilie in die allgemeine Klassifikation von Proteasen.
Ausgewdbhlte Vertreter sind ohne farbliche Unterlegung angegeben. Des Weiteren sind Familien von Cystein-
proteinasen kursiv gedruckt. Diese Grafik basiert auf den im Text zitierten Verdffentlichungen, insbesondere auf
Becker-Pauly et al., 2009; Gomis-Rith et al., 2012a und Rawlings et al., 2014.
BTPs = BMP1-Tolloid-Proteasen, BMP1 = bone morphogenetic protein 1, TLL1 = tolloid-like proteini1, mTld =
mammalian tolloid, LCE =low choriolytic enzyme, HCE = high choriolytic enzyme, LAST = Limulus Astacin,
LAST-MAM = Limulus Astacin mit einer MAM-Domdine, MAM = Meprin A5 Protein Tyrosin Phosphatase p.

Serinproteasen wirken Uber eine sogenannte katalytische Triade, die durch die Aminosdurereste
Histidin, Aspartat und Serin (His*’, Asp™” und Ser*® im bovinen Trypsin; Walter et al., 1982)"im
aktiven Zentrum gebildet wird. Die Hydroxylgruppe in der Seitenkette des Serin wird durch die

*In dieser Arbeit wird der 1- und 3-Buchstabencode angewendet. Diese sind im Anhang (7.6) aufgefuhrt.
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Einleitung

beiden anderen involvierten Aminosduren polarisiert, wodurch der nucleophile Angriff der
Peptidbindung durch den Sauerstoff der Serinseitenkette ermdglicht wird (Kasserra & Laidler, 1969;
Huber & Bode, 1978). Prominente Vertreter der Serinpeptidasen sind Trypsin, Chymotrypsin und die
Kallikreine.

Bei Cysteinproteasen wird die katalytische Einheit durch eine Diade aus Cystein und Histidin
gebildet (Kasserra & Laidler, 1969). Hier Ubernimmt der Stickstoff des Imidazolrings des Histidins
das Proton der Thiolgruppe des Cysteins. Das Thiolat kann nun die Peptidbindung angreifen. Die
Klasse der Cysteinproteasen wird in neun Clans mit insgesamt circa 60 Familien untergliedert
(Rawlings et al., 2012). Zu nennen sind hier die Papain-ahnlichen Cysteinproteasen, mit dessen sehr
gut untersuchtem Vertreter Papain aus der Papayafrucht (Carica papaya).

Metalloproteasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum in der Regel ein Zinkkation (Zn*"), welches die
Katalyse der Peptidbindungsspaltung durch die Aktivierung eines Wassermolekils ermoglicht. Eine
weitere Untergliederung erfolgt entsprechend der Ausrichtung eines Teils des Zink-bindenden
Motivs: HEXXH® fUr Zinkine und HXXEH fir Inverzinkine. In beiden Stdmmen wird das Zinkion durch
die Stickstoffatome der Histidine komplexiert. Zinkine werden weiter anhand des dritten Zinkion-
bindenden Liganden (z. B. Apartat bei Aspzinkinen und Glutamat bei Gluzinkinen) unterschieden.
Einen grofRen Anteil haben hier Proteinasen, die aufgrund konservierter Sequenzmotive als
Metzinkine zusammengefasst werden. Mit der Konsensussequenz HEXXHXXGXXH/D weisen alle
Mitglieder der Metzinkin-Superfamilie eine Verlangerung des Zink-bindenden HEXXH-Motivs der
Zinkine auf (Stocker et al., 1988; Bode et al., 1993; Gomis-Rith, 2003). Des Weiteren besitzen sie alle
eine 1,4-B-Schleife (B-turn), die in allen Proteinasefamilien dieser Superfamilie unterhalb des aktiven
Zentrums liegt und einen konservierten Methioninrest enthdlt, welcher dieser Schleife die
Bezeichnung als Met-turn verschaffte (Bode et al., 1993; Stocker et al., 1995). Wie aus der Abbildung
5D (Seite 7) ersichtlich ist, steht dieser hydrophobe Rest in keinem direkten Kontakt zum katalytisch
wichtigen Zinkion. Die Frage, warum Methionin in dieser Position bevorzugt ist, konnte noch nicht
abschlieRend geklart werden (Gomis-Rith, 2009).

Die Superfamilie der Metzinkine umfasst finfzehn Proteasefamilien, von denen erst sieben Familien
strukturell charakterisiert werden konnten (Gomis-Rith, 2009). Zu ihnen gehdren die Adamalysine,
die auch als Reprolysine bezeichnet werden (Killar et al, 1999). Diese Familie umfasst Metallo-
proteinasen aus dem Schlangengift (SVMPs, snake venom metalloproteinases) die Proteine der
Basalmembran abbauen kénnen, sowie die Gruppe der ADAMs (a disintegrin and metallopeptidase),
die membrangebunden oder als ADAMTSs (a disintegrin and metallopeptidase with thrombospondin
motif) sezerniert vorliegen (Stocker & Bode, 1995; Klein & Bischoff, 2011; Takeda et al., 2012). Bis
auf einige, proteolytisch nicht aktive ADAMs besitzen sie alle in ihrer Metalloproteasedomane das
Zink-bindende HEXGHXXGXXHD Motiv (Black & White, 1998; Fahrenholz et al., 2000). Adamalysine
werden — wie auch alle anderen Metzinkine — als inaktive Vorstufen synthetisiert (Zymogen). Dabei
bindet ein konservierter Cysteinrest des Propeptids direkt an das Zinkion des aktiven Zentrums. Die
Aktivierung der Protasen erfolgt durch den ,Cystein-switch", bei dem der Cysteinrest von dieser
Position proteolytisch oder auch auf andere Weise entfernt wird (Van Wart & Birkedal-Hansen,
1990). Es konnte gezeigt werden, dass das Propeptid nicht nur die Latenz der Protease sicherstellt,
sondern auch - durch seine Funktion als Chaperon - fir die Umfaltung der Primarstruktur zum
aktiven Enzym notwendig ist (Fahrenholz et al., 2000).
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Abbildung 2: Klassifikation der Adamalysine/Reprolysine.
Konservierte Aminosduren des Zink-bindenden Motivs, die Grundlage der Einteilung der SVMPs, sowie die
charakteristischen Domdnen sind angegben. Diese Grafik wurde auf Grund der im Text zitierten Verdffentlich-
ungen, insbesondere nach Takeda et al. (2012) und der Daten der UniProt-Datenbank (The UniProt Consortium,
2013) erstellt. SYMP = snake venom metalloproteinase; ADAM = a disintegrin and a metalloprotease, ADAMTS =
ADAM mit Thrombospondin Motiv.

Die Doméanenorganisation der Adamalysine ist in der Abbildung 2 schematisch dargestellt. Uber die
Disintegrin-Domane wird die Zelladhesion und durch die Cystein-reiche Domdne die Fusion von
Zellen vermittelt (Black & White, 1998). AufRerdem sind beide Domanen fir die Substraterkennung
notwendig (Reiss & Saftig, 2009). Der im Cytosol lokalisierte Carboxylterminus (C-Terminus) ist fir
die Ubertragung von Signalen (Signaltransduktion) erforderlich.

ADAMs Ubernehmen verschiedenste Aufgaben im Organismus, zum Beispiel bei der Spermato-
genese, bei der Bildung epidermalen Gewebes oder — ganz generell — durch die Entfernung von
Rezeptoren von der Zelloberflache (Killar et al., 1999; Edwards et al., 2008; Reiss & Saftig, 2009).
Wahrend der Immunantwort fihrt ADAM 17 (TNF-a converting enzyme, TACE) durch die
Prozessierung von Pro-TNF-a (tumor necrosis factor o) zu dessen Freisetzung (Amour et al., 1998).
Auch ADAM 10 ist dazu in der Lage. Dariber hinaus wirkt es im Gehirn als a-Sekretase, welche das
APP (amyloid precursor protein) hydrolytisch spaltet und zur Freisetzung von |6slichen APPa-
Fragmenten fuhrt (Fahrenholz et al, 2000). Die Aktivitat dieser und weiterer ADAMs kann
beispielsweise durch TIMP 3 (tissue inhibitor of metalloproteinase) geghemmt werden (Amour et al.,
1998; Fedak et al., 2006; Wisniewska et al., 2008).

Aus dem Serum von Grubenottern (Crotalinae), einer Unterfamilie der Vipern (Viperidae) wurden mit
MSFs (mamushi serum factors) und HSF (habu serum factor) Inhibitoren der SVMPs isoliert, die
aufgrund ihrer Sequenzmerkmale in die Fetuin-Familie (siehe 2.3.3.3) eingeordnet werden
(Yamakawa & Omori-Satoh, 1992; Valente et al., 2001; Aoki et al., 2007; Aoki et al., 2008). Valente
und Mitarbeiter schlugen einen Mechanismus vor, dhnlich der Inhibition durch TIMPs, mit direkter
Bindung an das Zinkion im aktiven Zentrum (Valente et al., 2001). Bisher konnte der Bereich, der fir
die Inhibition notwendig ist, auf den N-terminalen Bereich der ersten Cystatin-dhnlichen Domane
eingegrenzt werden. Die basischen Reste Lys®™, Lys* und Lys'® sind vermutlich involviert oder
stehen zumindest in direktem Kontakt mit der Proteinase (Aoki et al., 2007)

Wahrend die vier verschiedenen TIMPs gegeniber ADAMs unterschiedliche Spezifitdten zeigen,
werden Matrix Metalloproteinasen (MMPs), eine weitere Familie der Metzinkin Superfamilie,
dhnlich stark gehemmt (Edwards et al., 2008; Wisniewska et al., 2008). Durch ein ausgewogenes
Zusammenspiel der Proteinasen und ihrer Inhibitoren wird die Homodostase von Geweben
sichergestellt. Denn es sind — wie der Name bereits vermuten lasst — hauptsachlich Bestandteile der
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extrazelluldren Matrix Substrate dieser Enzymfamilie. Diese wird aufgrund der Spezifitaten ihrer
Mitglieder in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und Matrilysine unterteilt wird (Nagase et al.,
2006). Bis auf Matrilysin1 und 2 (MMP7 und MMP26) besitzen alle Proteasen dieser Familie eine
Hamopexindomane, die carboxyterminal (C-terminal) der Proteasedomane liegt.

Die membrane type-MMPs (MT-MMPs) bilden eine separate Unterfamilie. Sie besitzen im Anschluss
an die Hamopexindomane eine Transmembrandomane oder einen Glykosylphosphatidylinositol-
Anker, wodurch sie in der Zellmembran fixiert sind. Das katalytische Zentrum mit der allgemeinen
Konsensussequenz HEXXHXXGXXH bendtigt fir die Stabilitdt der Struktur und die Aktivitdt ein
zweites Zinkion, sowie zwei bis drei Calciumionen (Nagase & Woessner, Jr., 1999; Gomis-RUth,
2003). Wie bei den Adamalysinen erlangen auch die inaktiven MMP-Zymogene durch einen Cystein-
switch-Mechanismus proteolytische Aktivitat (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990).

MMP-1
Kollagenasen MMP-8
MMP-13

Domane:
B \Vetalloprotease
Hinge
Hamopexin
Transmembran
B C-Terminus (cytosolisch)
Glycosylphosphatidylinositol

MMP-2

Gelatinasen MMP-9

Matrix Metallo-
proteinasen MMP-3
(MMPs; Stromelysine MMP-10
Matrixine) MMP-11
MMP-7
MMP-26
MMP-14/MT1-MMP
MMP-15/MT2-MMP
MMP-16/MT3-MMP
MMP-17/MT4-MMP
MMP-24/MT5-MMP
MMP-25/MT6-MMP

Matrilysine

MMPs mit TM
Domane

Abbildung 3: Ubersicht iber die Gliederung der Matrix Metalloproteinasen und schematische Darstellung ihrer Doménen-
organisationen.
Diese Grafik wurde auf Grund der im Text zitierten Verdffentlichungen und der Daten der UniProt-Datenbank
(The UniProt Consortium, 2013) erstellt.

Zu den MMP-Substraten zahlen nicht nur Matrixproteine. CTGF (connective tissue growth factor), ein
Wachstumsfaktor, oder auch der Inhibitor Fetuin-A werden durch MMP-1 und -7, bzw. MMP-3 und -7
hydrolytisch gespalten (Hashimoto et al, 2002; Schure et al, 2013). In diesen Féllen hat die
proteolytische Aktivitdat der MMPs Auswirkungen auf die Angiogenese, bzw. die Kalzifizierung von
Geweben.

2.2 ASTACIN FAMILIE

Aus dem Magensaft des Edelkrebses Astacus astacus L. (Astacus fluviatilis F.) wurde eine Protease
isoliert, deren Aminosduresequenz von Titani und Mitarbeitern aufgeklart wurde (Titani et al., 1987).
Diese Peptidase mit einer Masse von 22614 Da wurde naher charakterisiert und erhielt den Namen
Astacin (EC 3.4.24.21) (Stocker et al, 1988; Stocker et al, 1993). 1991 diente dieses
Verdauungsenzym als Namensgeber fir eine neue Familie, in der Proteinasen aufgrund ihrer
Sequenzahnlichkeiten, insbesondere des verlangerten Zink-bindenden Motives HEXXHXXGXXHE
XXXRXDR zusammengefasst wurden (Dumermuth et al., 1991; Bond & Beynon, 1995). Im Gegensatz
zu anderen Metzinkinen weisen Astacine einen sehr langen Bereich in der C-terminalen Halfte der
Aminoduresequenz auf, der zwar hoch geordnet ist, aber nur wenige requldre Sekundarstruktur-
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elemente enthdlt (Gomis-RiUth, 2003). Astacine kdnnen neben der Proteasedomadne weitere
Domanen besitzen, aufgrund derer sie in BMP1-Tolloid-Proteasen (BTPs), Meprine und hatching
Enzyme gruppiert werden (Sterchi et al, 2008). Diese Domanen sind zum Beispiel fir die
Substraterkennung oder die Verankerung an der Zellmembran verantwortlich.

Mitglieder dieser Familie konnten bisher in Bakterien, Pilzen, Invertebraten und Vertebraten, jedoch
nicht in Viren und Pflanzen identifiziert werden (Sterchi et al., 2008). Wie alle Metzinkine werden
diese Proteinasen als inaktive Pra-Pro-Enzyme (Zymogene) synthetisiert und sezerniert. Das heil3t,
ihre enzymatische Aktivitdt erlangen sie erst durch die Entfernung des Propeptids.

BMP1/Tolloide BMP1 EEEEEEEE

TLL1 L ]
Echinodermata SpAN [ [
Tolloide BP10 HEEEN
. Meprina M [ |
Meprine ine:
p Meprin B ™™ m Domane:
—_ B Metalloprotease
stacine i il s
2‘_‘?\;’2”5”‘ = EGF-dhnlich
i
Hatching Enzyme HCE ™ H cus
LCE ™ M Threonin-reich
ZHE1 [ ] B MAM
TuHE [ ] TRAF
QHE [ | [ ] Prozessierung
Alveolin [ | Transmembran
Ovastacin M C-Terminus
Andere Astacin [ ]

Abbildung 4: Gliederung der Astacinfamilie und schematische Darstellung ihrer Domdnenorganisation.

Diese Grafik wurde auf Grund der im Text zitierten Verdffentlichungen und der Daten der UniProt-Datenbank
(The UniProt Consortium, 2013) erstellt. SpAN und BP1o (blastula protease 10) spielen wéhrend der Entwicklung
der Stachelhduter eine Rolle (Lepage et al., 1992; Reynolds et al., 1992). Sie besitzen Domdnen, welche denen
der BMP1/Tolloid-Proteasen der Mammalia dhneln und wurden daher als gesonderte Gruppe in diese Grafik
aufgenommen. Diese Beziehung wird von Quesada et al. (2004) dargestellt. Sterchi et al. (2008) wiesen auf eine
Beziehung zu den Meprinen hin. Das B verdeutlicht einen Sequenzbereich des Ovastacins, dessen Funktion bisher
ungekldrt ist. BMP1=bone morphogenetic protein1; TLL1=mammalian tolloid like1; CiMP = cichlid
metalloprotease; HCE = high choriolytic enzyme; LCE =low choriolytic enzyme; ZHE1 = zebrafish hatching
enzyme 1; TUHE = turtle hatching enzyme; QHE = quail hatching enzyme; EGF = epidermal growth factor;
CUB = complement-UEGF-BMP-1; MAM = meprin As protein tyrosine phosphatase u; TRAF =tumor necrosis
factor receptor-associated factor (auch als MATH = meprin- and tumor necrosis factor receptor associated factor
bezeichnet).

2.2.1 Astacin

Astacin wird in seiner inaktiven Form als Proastacin von den F-Zellen des Astacus Hepatopankreas in
die Tubuli der Drise sezerniert (Vogt et al., 1989; Stocker et al., 1997). Die Latenz dieser Proteinase
wird durch ein 34 Aminosauren (AS) langes Propeptid erreicht, welches den substratbindenen Spalt
zwischen der C-terminalen Einheit und der N-terminalen Einheit des Astacins ausfillt und blockiert
(Guevara et al., 2010). Verglichen mit einem Substrat ist es in umgekehrter Orientierung im aktiven
Zentrum platziert. Auf dem Weg durch die Tubuli der Mitteldarmdrise bis zu dem Zielorgan, dem
Kaumagen, wird dieses Propeptid entfernt und dadurch das inaktive Proastacin in das aktive Astacin
umgewandelt (Yiallouros et al., 2002).

Im katalytischen Zentrum des aktiven Astacines binden drei Histidinreste das Zn**, zusammen mit
einem WassermolekUl, welches Uber Wasserstoffbrickenbindungen mit Glu® in Position gehalten
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wird (Abbildung 5). Glu®Ala-mutiertes Astacin kann kein Wassermoleksl binden und ist daher
inaktiv (Yiallouros et al., 2000). Astacine besitzen mit dem Tyr*“°, das in der Methionin-Schleife
lokalisiert ist, einen finften Zinkliganden. Somit liegt das Metallion trigonal-bipyramidal koordiniert
vor (Bode et al., 1992; Gomis-RUth et al., 1993; Stocker et al., 1993). Bei der Bindung eines Inhibitors
oder Substrats entfernt sich der Tyrosinrest durch Drehung des Rickgrats der Polypeptidkette um
~2,5 A und stabilisiert durch eine Wasserstoffbriickenbindung den Ubergangszustand wahrend der
Katalyse (Grams et al., 1996; Yiallouros et al., 1998; Yiallouros et al., 2000). Astacin gilt zwar als
Prototyp der Astacinfamilie, in Bezug auf die Substratspezifitdit nimmt es jedoch eher eine
AulRenseiterposition ein. Bevorzugte Substrate dieser Protease besitzen in der P1' Position
(Nomenklatur nach Schechter & Berger, 1967) meist kleine aliphatische Aminosduren wie Alanin,
Glycin, Serin und Theronin (Krauhs et al., 1982; Stocker et al., 1990; Becker-Pauly et al., 2011). Der
Grof3teil der bisher untersuchten Familienmitglieder der Astacine hingegen, weist eine Praferenz fir
negativ geladene Aminosduren in P1' auf (Becker-Pauly et al., 2011).

B

Abbildung 5: Struktur des Astacins und seines aktiven Zentrums visualisiert mit Chimera 1.8 (Pettersen et al., 2004,).

A und C zeigen die zymogene Form des Astacins, in der das aktive Zentrum durch das Propeptid blockiert wird
(PDB-Nr. 3LQo; Guevara et al., 2010). C und D zeigen aktives Astacin, in dem die Spalte fiir die Substrat- bzw.
Inhibitorbindung frei zugdnglich ist (PDB-Nr. 1AST; Bode et al., 1992). A) Darstellung von Proastacin in der
Standardorientierung nach Gomis-Riith et al. (2012a). In gelb ist das Propeptid dargestellt, welches — im
Vergleich zum Substrat — in umgekehrter Orientierung gebunden ist. B) Drehung von A um 90° fiir die
Seitenansicht der tiefen Spalte mit dem aktiven Zentrum. C) Die direkte Bindung von Asp™P des Propeptids an
das Zn™" lon bewirkt die Latenz der Proteinase. D) Aktives Zentrum von reifem Astacin, in gleicher Ausrichtung
wie C. Besonders wichtige Aminosduren sind beschriftet und werden im Text néher erldutert.

Im latenten Astacin bindet das Aspartat in der Position 21 des Propeptids (Asp®**) direkt an das
Zinkion (Guevara et al., 2010). Die Dissoziation des Aspartatrestes vom Zinkion wird, analog zum
Cystein-switch Mechanismus der Adamalysine und Matrix Metalloproteinasen, als Aspartat-switch
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bezeichnet (Gomis-Rith et al., 2012b). Diese Aktivierung wird mit einen initialen Schnitt zwischen
Arg®” und VaP* durch das ko-sezernierte Trypsin ausgelost, wonach die beiden verbleibenden
Reste Val**-Gly**" autokatalytisch entfernt werden und Astacin seine proteolytische Aktivitat
erlangt (Yiallouros et al.,, 2002). Zwischen der Ammoniumgruppe des neu gebildeten N-Terminus
(Ala") und der Carboxylgruppe des Glu*® des aktiven Zentrums wird eine Salzbricke ausgebildet, die
zur Stabilisierung der Tertidrstruktur beitrdgt (Bode et al., 1992; Yiallouros et al., 2002).

2.2.2 BMP1-Tolloid-Proteasen (BTPs)

Im Genom des Menschen kodieren drei Gene fir die vier BTPs: BMP1 (bone morphogenetic protein 1),
mTIld (mammalian tolloid), Tll1 und TIll2 (tolloid like 1 und 2). Dabei sind BMP1 und mTId
Splicevarianten desselben Gens (Takahara et al., 1994). Tolloide spielen bei der dorso-ventralen
Entwicklung von Invertebraten und Vertebraten eine wichtige Rolle (Goodman et al., 1998; Dale et
al., 1998). Sie werden auch in adulten Wirbeltieren exprimiert und kdnnen dort Zellmatrixbestand-
teile spalten, wodurch sie unter anderem zur Assemblierung der extrazelluldren Matrix beitragen.
Daher rihrt die Bezeichnung Prokollagen C-Proteasen (PCP). lhre Aktivitat wird durch PCPEs (PCP
enhancer) verstarkt (Kronenberg et al., 2009).

Die beiden Astacine aus Seeigeln, SpAN und die Blastula-Protease 10 (BP10), spielen ebenfalls eine
Rolle wahrend der Embryogenese (Lepage et al, 1992; Reynolds et al., 1992). Sie weisen eine
dhnliche Doméanenzusammensetzung wie die BTPs auf (Abbildung 4). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass diese Domanen fir die Substraterkennung bzw. die Kontrolle der proteolytischen
Aktivitat von Bedeutung sind (Sieron et al., 2000; Hintze et al., 2006; Wermter et al., 2007).

2.2.3 Meprine

Eine weitere Gruppe innerhalb der Astacinfamilie bilden die Meprine. Bei Sdugern kodieren zwei
verschiedene Gene fir Meprin o bzw. Meprin B. Beide Proteasen konnen oligomerisieren und dabei
Homo- und Heterodimere bilden (Bond & Beynon, 1995; Becker et al., 2003). Sie besitzen im
Anschluss an das Signalpeptid, das Propeptid und die katalytische Domane jeweils eine MAM-
(meprin As protein tyrosine phosphatase ), TRAF?- (tumor necrosis factor receptor associated factor),
EGF-dhnliche und Transmembran-Domane. Der C-Terminus liegt daher im Cytosol.

Meprin o besitzt in dem Bereich zwischen der TRAF- und der EGF-ahnlichen Domaéne eine
Schnittstelle fir Furin-dhnliche Proproteinkonvertasen. Deren Prozessierung fuhrt zur Sekretion von
Meprina in Zellen, die kein Meprin B exprimieren. Vorhandensein von Meprin B bedingt die
nichtkovalente Retention von Meprin a im a/B-Heterooligomer.

ADAM 10 und ADAM 17 (TACE) kdnnen Meprin B von der Membranoberflache 16sen (shedding) und
in den extrazelluldren Raum entlassen (Hahn et al, 2003). Meprinf kann dann im Gegenzug
ADAM 10 aktivieren (Jefferson et al., 2011). Auf3erdem kann Meprin B das Amyloidvorlduferprotein
(APP) hydrolytisch spalten und wirkt dabei als B-Sekretase (Bien et al., 2012).

Des Weiteren sind Meprine an der Bildung von Kollagenfibrillen beteiligt. Sie kénnen nicht nur — wie
etwa BMP1 — die C-Propeptide der Prokollagene | und Il entfernen, sondern auch die N-Propeptide

*Fur die TRAF-Doméne ist auRerdem die Bezeichnung als MATH -(meprin- and tumor necrosis factor receptor associated
factor) Doméane gebrauchlich
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(Kronenberg et al., 2010; Broder & Becker-Pauly, 2013). Meprina und B werden sowohl in der
humanen Epidermis als auch (wenn auch schwacher) von Fibroblasten der Dermis exprimiert
(Becker-Pauly et al., 2007; Kronenberg et al.,, 2010). Weitere Expressionsorte der Meprine sind die
Membranen der Birstensaummikrovilli des Darms und der Nierentubuli, aber auch Leukozyten und
Krebszellen (Beynon et al., 1981; Lottaz et al., 1999; Becker-Pauly et al., 2007).

Wie die BTPs zeigen auch die Meprine eine Préferenz fur Substrate, die in der P1' Position eine
negativ geladene Aminosaure aufweisen. Zudem kann Meprin B Sequenzen hydrolytisch spalten,
die eine Folge von diesen sauren Resten besitzen. AufRer Prokollagen und weiteren Membran-
proteinen gehdren auch Hormone, Wachstumsfaktoren, Inhibitoren und andere Proteasen zu den
Meprin Substraten (Yamaguchi et al., 1994; Pankow et al., 2007; Hedrich et al., 2010; Schitte et al,,
2010; Addison et al., 2011; Becker-Pauly et al., 2011; Geurts et al., 2012; Jefferson et al., 2013).

2.2.4 Hatching Enzyme

Als hatching Enzyme (Schlipfenzyme) werden jene Astacinproteinasen zusammengefasst, die in
den N-terminalen Regionen von Zona pellucida (ZP) Proteinen der embryonalen Eihillen spalten
konnen, so zum Anschwellen der Chorionschicht (EihGlle) fGhren und dadurch den Schlipfprozess
(hatching) ermdglichen. Zu den hatching Enzymen zahlen z.B. die EHE (eel hatching enzyme) des
Aals, ZHE 1 (zebrafish hatching enzyme 1) von Danio rerio, sowie Medaka HCE 1 und 2 (high choriolytic
enzymes 1 und 2) (Kawaguchi et al.,, 2008; Okada et al., 2010; Sano et al., 2011). Durch Gendupli-
kation besitzen Euteleostei mit LCE (low choriolytic enzyme) eine zweite Gruppe von
Schlipfenzymen, welche zwischen den ZP Domanen schneiden und zum Aufbrechen der
angeschwollenen Hulle fGhren (Yasumasu et al., 1992). ZHE 1, dessen Struktur 2010 aufgeklart
wurde, kann die beiden Chorionproteine Zona pellucida Glykoprotein 2 und 3 (ZP2, ZP3) spalten
(Okada et al., 2010).

Das Xenopus Schlipfenzym zum Abbau der Vitellinschicht der Eihille wurde ebenfalls in zwei
Formen nachgewiesen: wahrend XHE (xenopus hatching enzyme) zuséatzlich zu seiner katalytischen
Domadne zwei CUB Domadnen besitzt, wurden diese C-terminalen Domdnen im UVS.2 autokata-
lytisch entfernt (Katagiri et al., 1997; Fan & Katagiri, 2001). Die hatching Enzyme der Wachtel (QHE,
quail hatching enzyme) und der Chinesischen Weichschildkréte Pelodiscus sinensis (TUHE, turtle
hatching enzyme) weisen dagegen nur eine CUB Domadne auf (Yasumasu et al., 2005).

Es konnten aber auch Proteinasen identifiziert werden, die durch ihre Aktivitat zu einer Festigung
der Eihille beitragen und somit Polyspermie verhindern. Im Bezug auf oben beschriebenen Enzyme,
welche die Eihille abbauen, konnte diese Untergruppe als ,hardening Enzyme" zusammengefasst
werden. Die Kortikalgranula der Eizelle des Reiskarpflings (Medaka, Oryzias latipes) sezernieren
Alveolin. Dieses fiuhrt durch die Prozessierung der Glykoproteine Choriogenin H und Choriogenin
Hminor zur Hartung des Chorions (Shibata et al., 2000; Shibata et al., 2012).

Im Sduger konnte diese Aufgabe dem Ovastacin zugeschrieben werden (Quesada et al., 2004). Es
wird in den Kortikalgranula der Eizelle gespeichert und bei der Befruchtung wéahrend der
Kortikalreaktion ausgeschittet. Ovastacin schneidet dann das ZP2 Glykoprotein der Zona pellucida
wodurch diese Hille verhartet und die Bindung weiterer Spermien an die Eizelle verhindert wird
(Burkart et al.,, 2012). Dabei ist das Zusammenspiel mit dem Inhibitor Fetuin-B von entscheidener
Bedeutung (Dietzel et al., 2013).
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Reifes Ovastacin besitzt eine Astacin-typische Proteasedomane mit einer Lange von ca. 200
Aminosauren. Daran schlief3t ein C-terminaler Sequenzbereich von ca. 150 Aminosduren an, der bei
Sequenzvergleichen keine Homologie zu bekannten Domanen zeigt (Abbildung 4). Die Funktion
dieser Domaner ist derzeit unbekannt.

2.2.4.1 Nephrosin

Hung et al. isolierten Nephrosin 1997 aus der Kopfniere des Karpfens (Cyprinus carpio) und wiesen
seine Existenz in den weiteren lymphohdamatopoetischen Organen Niere und Milz sowie in den
Kiemen nach. Es wird mit einem Signalpeptid, einen Propropeptid und einer fast 200 Aminosduren
langen Proteasedomane exprimiert. Die aktive Protease besitzt eine Grof3e von ca. 23 kDa.

Die grofte Ahnlichkeit weist es zu der Gruppe der hatching Enzyme der Astacinproteasen auf (Hung
et al., 1997; Kijimoto et al., 2005; Sterchi et al., 2008). Wahrend Hung et al. (1997) keine Expression
von Nephrosin im Embryo oder der hatching FlUssigkeit detektierten, konnten Song et al. (2004) die
spezifische Nephrosinexpression durch neutrophile Granulozyten im Zebrafischembryo nachweisen.
Die zum Nephrosin sehr eng verwandte Astacinmetalloproteinase der Buntbarsche (Cichlidae)
CiMP 1 wird wahrend der Embryogense in der Kopfregion dieser Fische exprimiert (Kijimoto et al.,
2005). Daher wird vermutet, dass auch Nephrosin eine Rolle wahrend der embryonalen Entwicklung
spielt. Da Membranbestandteile zu den Nephrosinsubstraten gehdren, wurde eine Rolle wahrend
der Migration von Makrophagen vermutet (Hung et al.,, 1997). Der Knockdown von Nephrosin in
Zebrafischembryonen hat diese Theorie jedoch widerlegt (Zhang et al., 2008). Dennoch laf3t die
Synthese von Nephrosin in den blutbildenen Organen und Granulozyten auf eine immunologische
Funktion dieser Proteinase schlieRen. Auch die verstdrkte Nephrosinexpression wahrend der
Immunantwort stitzt diese These (Boutet et al., 2006; Darawiroj et al., 2008).

Bisher wurden Fibronektin, Gelatine, Substanz P und Bradykinin als Nephrosinsubstrate identifiziert
(Hung et al., 1997). Auffallig ist, dass Nephrosin keine Prdferenz fir Aspartat in P1', aber fir Prolin in
P2'zu haben scheint (Hung et al., 1997).

Astacinproteasen Ubernehmen also vielfaltige Aufgaben. Ihre Aktivitat kann Uber die kontrollierte
Expression, Aktivierung und Inhibition reguliert werden. Es sind jedoch kaum endogene Inhibitoren
fur diese Metallproteasen bekannt. Im Gegensatz zu Adamalysinen und Matrix Metalloproteinasen
werden sie nicht durch TIMPs gehemmt (Wang et al, 2006; Gomis-Rith et al, 2012b).
Astacinproteasen wie Astacin (Stocker et al., 1991a; Meier et al., 1994), BMP1 (Zhang et al., 2006)
und Ovastacin (Konstantin Karmilin, personliche Mitteilung), aber nicht die Meprine (Kruse et al.,
2004), werden in der Kafigstruktur des a,-Makroglobulins gefangen und ihre Aktivitdt wird
gehemmt. Im Xenopus Embryo wurde sizzled mit seiner frizzled-Domane als Xlr-Inhibitor identifiziert
und spielt damit eine Rolle wahrend der Musterbildung der Morphogenese (Lee et al., 2006; Ploper
et al., 2011). Wahrend auch das Tolloid BMP1 durch sizzled gehemmt wird, sind humane sFRPs
(secreted frizzled-related proteins) dazu nicht in der Lage (Bijakowski et al, 2012). Der endogene
Nephrosin-Inhibitor Fisch-Fetuin-A wurde erstmals im Komplex mit Nephrosin aus dem
hamatopoietischen Gewebe des Karpfens Cyprinus carpio isoliert (Tsai et al., 2004). Dieser Inhibitor
wird in die Fetuin-Familie der Typ lll Cystatine der Cystatin-Superfamilie eingeordnet und ist
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.
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2.3 CYSTATIN-SUPERFAMILIE

Zielenzyme dieser Inhibitorklasse sind hauptsachlich Cysteinproteasen, welche reversibel, aber sehr
fest gebunden werden (tight-binding Inhibitoren). Cystatine sind ubiquitar zu finden (Abe et al., 1987;
El-Halawany et al., 2004; Khaznadji et al., 2005; Rawlings et al., 2012). Sie alle weisen mehr oder
weniger konservierte Motive und sehr dhnliche Domanenstrukturen auf (Abbildung 6). Verteter
dieser Superfamilie konnen auch Proteasen anderer Klassen, wie beispielsweise die SVMPs (snake
venom metalloproteases, aus der Familie der Adamalysine) (Yamakawa & Omori-Satoh, 1992; Aoki
etal.,, 2007; Aoki et al., 2009) oder die Astacinprotease Nephrosin (Tsai et al., 2004) hemmen.

1985 wurden die Inhibitoren der Cysteinproteinasen, die Ahnlichkeiten zum Cystatin des Hihner-
eiklars (chicken egg white cystatin) aufweisen, in drei Familien (Stefin-, Cystatin- und Kininogen-
Familie) gegliedert und in der Cystatin-Superfamilie zusammengefasst (Barrett et al., 1986).
Aufgrund zusatzlicher Erweiterungen der einzelnen Familien war die Gliederung nach
Aminosduresequenzhomologien nicht mehr ausreichend. Es wurde schlief3lich die Einteilung in drei
Typen etabliert, deren Grundlage die Anzahl der Cystatin-ahnlichen Domanen, die Ausbildung von
Disulfidbricken, sowie deren Vorkommen im Organismus ist (Schagger et al., 1988; Abrahamson et
al., 2003; Lee et al., 2009). In der MEROPS Datenbank (http://merops.sanger.ac.uk) sind sie in den
Unterfamilien I25A-C der Familie 125 (Cystatin family) des IH Stamms (Clan) klassifiziert (Rawlings et

al., 2012).
G Qg P}
Typ | Stefine L Iil L
Typ i Cystatine -~ Il | -
(e - - a
KNG_D2 [ I I]]: : :l Ieichtz Kette
ey D4 : D5 D6
KNG_3 -l Il | : —
FetuinA_D1 ™ o
Typ il < Fetuna_D2 | . n ., Fetuin_D3
FetuinB_D1 ™ |
FeluinB_D2 = n FeluinB_C3
HRG_D1 - o |
HRG_D2 | " -_— HRG_D3
"
Legende: | = Sgnalpeptid D Cystatin-dhnliche Doméne | C-terminale Domine Disulfichriicke
" His/Gly-reiche Domine Prolin-reiche Domine [ His/Pro-reiche Dominz I Bradykinin

Abbildung 6: Ubersicht iber die Doménen einiger Mitglieder der Cystatin-Superfamilie.

Die Positionen der konservierten Aminosduren (Gly; Gln, Val, Gly; Pro, Trp), die fiir die Inhibition von Papain-
dhnlichen Proteasen durch Cystatine und Stefine essentiell sind, sind in blau, violett und griin dargestellt. Die
einzelnen Domdnen sind mit D1 bis D6 gekennzeichnet. Alle Fetuin-dhnlichen Domdinen sind untereinander
angeordnet. Ebenso ist die Lage konservierter, Disulfidbriicken-ausbildender Cysteinreste angegeben. Im
Kininogen bilden die Doménen 1 bis 3 die schwere Kette. Die gestrichelte Linie in der D5 markiert das Ende der
leichten Kininogenform (L-KNG). Die Variante mit vollstdndiger D5 und D6 wird entsprechend als H-KNG (high
molecular weight kininogen) bezeichet. KNG = Kininogen; HRG = Histidin-reiches Glykoprotein (verdndert nach
Leeetal., 2009).
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Durch Kristallstrukturanalysen verschiedener Stefine und Cystatine konnte deren sehr &hnliche
Faltung der Polypeptidketten nachgewiesen werden (Bode et al., 1988; Stubbs et al., 1990; Janowski
et al., 2001; Alvarez-Fernandez et al., 2005; Kotsyfakis et al, 2010; Chu et al, 2011). Fiunf
antiparallele B-Faltblatter sind um eine zentrale a-Helix gelegt (Abbildung 7). Durch diese Faltung
werden Haarnadelschleifen (hairpin loops) ausgebildet, die unter anderem fir die Inhibition von
Papain-ahnlichen Proteasen verantwortlich sind.

2.3.1  Typ I: Stefine

Cysteinprotease Inhibitoren der Typ | Cystatine (Stefine) enthalten meist nur ca. 100 Aminosauren,
welche die Cystatin-dhnliche Domane bilden. Ihnen fehlt ein Signalpeptid, weshalb sie in gesundem
Gewebe cytosolisch vorkommen (Abrahamson et al., 1986). Des Weiteren besitzen sie keine konser-
vierten Cysteinreste und daher auch keine Disulfidbricken (Elzanowski et al., 1988).

Cystatin Stefin B

Abbildung 7: Darstellung von Cystatin aus dem Hihnereiklar (links) und Stefin B mit Papain (rechts).

Da die Bindung des N-terminalen Bereichs des Inhibitors an Papain dargestellt werden soll, ist die Proteinase
180° um die horizontale Achse gedreht. Auf der dem Betracher zugewandten Seite befinden sich die
sogenannten ,non-primed" Bindungstellen (subsites S1, S2, usw.). Die im Hintergrund dargestellten -
Haarnadelschleifen (loops) L1 und L2 binden in den primed subsites S1', S2', usw. der Substratbindungsregion
des aktiven Zentrums. Konservierte Aminosduren der Typ | und Il Cystatine, die fir die Inhibition von Papain-
dhnlichen Proteasen wichtig sind, sind in griin markiert. Sie liegen aminoterminal, sowie in den L1 und L2. Die
Inhibitoren haben jeweils die gleiche Ausrichtung. Dargestellt sind Cystatin aus dem Hihnereiklar (chicken egg
white cystatin, PDB Datei: 1CEW, Bode et al., 1988) und rekombinantes humanes Stefin B (Cystatin B) im
Inhibitionskomplex mit Papain (PDB Datei: 1STF, Stubbs et al., 1994). Erstellt mit Chimera 1.8 (Pettersen et al.,
2004).
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Bei der Inhibition spielen verschiedene Bereiche des Inhibitors eine Rolle. Uber die N-terminalen
Aminoséurereste Met”, Ser® und Gly? kann Stefin B an die Protease Papain binden (Stubbs et al,,
1990). Die Seitenketten des ersten loops GIn%, Val®, Val*> und Ala*® stehen in Kontakt mit
Aminosduren im aktiven Zentrum des Papains und sind somit fur die Inhibition verantworlich. Des
Weiteren spielen aber auch die Aminosaurereste des zweiten loops (GIn***, Ser*®® und His***) und
Tyr'** und Phe**® am C-Terminus eine Rolle bei der Inhibition (Stubbs et al., 1990).

2.3.2 Typ lI: Cystatine

Typ Il Cystatine besitzen ein Signalpeptid und werden aus der Zelle ausgeschleust. Ein weiterer
Unterschied zu den Stefinen ist das Vorhandensein von zwei konservierten Disulfidbricken
(Elzanowski et al., 1988; Grzonka et al., 2001).

Die Kristallstruktur des Cystatins aus dem Hihnereiklar hat erstmals gezeigt, dass der N-Terminus,
zusammen mit zwei loops auf einer Seite liegt und diese zusammen eine keilartige Struktur bilden
(Abbildung 7), die komplementéar zur aktiven Spalte des Papains ist (Bode et al., 1988). Uber die N-
terminalen Reste Leu®, Gly® und Ala™ erfolgt die Bindung an Papain (Abrahamson et al., 1987;
Machleidt et al., 1989). Die erste B-Haarnadelschleife wird unter anderem von den konservierten
Aminosaurereste GIn®, Val® und Gly*’ ausgebildet. Die in der Gruppe der Typll Cystatine
weitgehend konservierten Aminosaurereste Pro** und Trp*® bilden den zweiten loop. Im Cystatin C
ist dieser loop fir die Stabilitdt des Inhibitionskomplexes essentiell (Abrahamson et al., 1987; Turk &
Bode, 1991).

Alvarez-Fernandez und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die heterolog exprimierten humanen
Cystatine C, E/M und F nicht nur Papain-ahnliche Cysteinproteasen hemmen kdénnen, sondern auch
das Legumain, eine Cystein-Endopeptidase eines vollig anderen Typs (Alvarez-Fernandez et al.,
1999). Als hauptséachlich verantwortlichen Aminosaurerest identifizierten sie im humanen Cystatin C
Asn® (Alvarez-Fernandez et al., 2005). Dieses Asparagin befindet sich nicht innerhalb der drei, fir
die Inhibition von Papain-ahnlichen Proteasen verantwortlichen Strukturen (N-Terminus, loop 1 und
loop 2), sondern in einer diametral entgegengesetzt lokalisierten Struktur, im sogenannten back side
loop (BSL), der auf die a-Helix folgt und in den ersten B-Strang mindet. Dies erklart auch, warum
beispielsweise dimerisiertes Cystatin C Legumain hemmen kann, das die Fahigkeit zur Inhibition von
Papain verloren hat (Ekiel et al., 1997; Janowski et al., 2001; Janowski et al., 2005).

2.3.3 Typ lll: Kininogene, Histidin-reiche Glykoproteine und Fetuine

Die dritte Familie der Cystatin-Superfamilie bilden die multidomé&nen Plasmaproteine Kininogen,
Histidin-reiches Glykoprotein (histidine-rich glycoprotein, HRG) und die Fetuine (Lee et al., 2009). Im
menschlichen Genom werden sie alle auf dem Chromosom 3, in unmittelbarer Nahe zueinander,
codiert (Rizzu & Baldini, 1995; Lee et al., 2009).

2.3.3.1 Kininogen

Die verschiedenen Kininogene (KNG) sind Produkte verschieden gespleif3ter Transkripte eines Gens
(Abbildung 6). Sie besitzen drei Cystatin-dhnliche Doménen (D1 bis D3), die zusammen die schwere
Kette (heavy chain) bilden (Ohkubo et al., 1984; Salvesen et al, 1986). Wahrend die beiden C-
terminalen Cystatin-ahnlichen Domanen Cystein-Proteasen hemmen kdnnen, ist diese Fahigkeit in
der N-terminal gelegenen ersten Domaéne verloren gegangen (Salvesen et al., 1986; Turk & Bode,
1991). Aulderdem fehlt dieser Doméane der Glycinrest, welcher im N-terminalen Bereich der
homologen Peptidketten von Stefinen und Cystatinen konserviert ist. Die anschlieRende Dy ist die
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kirzeste Domane der Kininogene. Sie beinhaltet die neun Aminosduren umfassende Sequenz des
Hormons Bradykinin, welches durch die Serinprotease Kallikrein freigesetzt wird (Mombouli &
Vanhoutte, 1992). Es bewirkt unter anderen die Vasodilation und erhoht die Permeablitdt von
Membranen wdahrend entzindlicher Prozesse (Elliott et al., 1960; Fox et al., 1961). Bei der L-KNG
(low molecular weight kininogen) splice-Variante bildet der hier nur sehr kurze Bereich der leichten
Kette (light chain) den C-Terminus des Proteins. Die leichte Kette des H-KNG (high molecular weight
kininogen) besitzt zudem zwei weitere Domanen (D5 und D6). Dy ist reich an Histidin- und Glycin-
Resten und wirkt der Proliferation von Endothelzellen durch Induktion der Apoptose entgegen
(Zhang et al., 2000; Zhang et al., 2002).

2.3.3.2 Histidin-reiches Glykoprotein

Das Histidin-reiche Glykoprotein (HRG, histidine-rich glycoprotein) ist ein Plasmaprotein von
Vertebraten, welches in der Leber synthetisiert wird (Koide et al., 1986; Poon et al., 2011). Es besitzt
N-terminale Cystatin-dhnliche Domanen, die jedoch keine Cysteinproteasen hemmen (Koide &
Odani, 1987). Die dritte Domane besitzt eine Prolin-reiche und eine Histidin- und Prolin-reiche
Region, die wahrscheinlich fir die Bindung von Metallionen, sowie die Interaktion mit anderen
Proteinen, beispielsweise dem Antikoagulant Heparin, verantwortlich sind (Lijnen et al., 1983). Als
Negativ-Akut-Phase Protein wird die Expression von HRG bei der Immunantwort herab reguliert
(Jones et al, 2005). Des Weiteren wurde HRG auch mit der Inhibition der Kalzifizierung in
Verbindung gebracht (Jahnen-Dechent et al., 1997; Schinke et al., 1997).

2.3.3.3 Fetuine

Aus Kalberserum wurde ein Protein isoliert, dessen Plasmakonzentration im F&tus auffallend hoch
war und mit zunehmendem Alter abnahm. Daher wurde es Fetuin genannt (Pedersen, 1944). Spiro
konnte durchschnittlich 6 mg/ml Fetuin aus fétalem Kalberserum isolieren (Spiro, 1960). In der Maus
betrdgt die Fetuinkonzentration im fétalen Serum 2 bis 4 mg/ml. Im adulten Tier hat diese Konzen-
tration um 8o % auf o,4 bis 0,6 mg/ml abgenommen (Dziegielewska et al., 1998). Neben diesem
Fetuin-A wurde das paraloge Fetuin-B-Gen in adulten Sdugetieren nachgewiesen (Olivier et al.,
1999; Olivier et al., 2000). Beide Fetuine werden hauptsachlich in der Leber synthetisiert, sind aber
ubiquitdr im Extrazelluldrraum verbreitet. N-terminal besitzen sie zwei Cystatin-dhnliche Domanen
(D1 und D2), auf die eine C-terminale Domane (D3) folgt, welche keine Sequenzdhnlichkeit zu
anderen bekannten Proteinen aufweist (Abbildung 6) (Brown et al., 1992; Olivier et al., 2000). D1 des
Fetuins-A enthédlt das Fetuin-A-typische Motiv DXLETXCHXLDPTP, welches in der Fetuin-B D1
Sequenz C-terminal um vier Aminosauren verkirzt ist (Olivier et al,, 2000). Auf Grund dessen
konnen Fetuine dem Typ A oder B zugeordnet werden (Liu et al., 2008). Dieses Fetuin-Motiv
beinhaltet den zweiten konservierten Cysteinrest der extrazelluldren Cystatine.

Fetuin-A ist auf3erdem unter den Bezeichnungen o,-Heremans-Schmid-Glykoprotein (AHSG), bone
sialic acid-containing protein (BSP), Countertrypin oder rat tyrosine kinase inhibitor (PP63) in der
Literatur zu finden (Haasemann et al., 1991; Ohnishi et al., 1991; Goto et al., 1997). Auf Proteinebene
konnte es bisher wahrend der Entwicklung von Niere, Milz und Knochenmark nachgewiesen werden
(Dziegielewska et al., 1996; Terkelsen et al., 1998). Im Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus)
wurde Fetuin-A mRNA unter anderem im Magen, Pankreas, Darm und Gehirn, aber nicht in der
Lunge nachgewiesen (Yoshida et al., 1999). Auf Grund der hohen Fetuin-A mRNA Level wahrend der
Embryogenese liegt die Vermutung nahe, dass Fetuin-A mit der Entwicklung von Organen und
Geweben assoziert ist. Diese These wird durch die Tatsache gestitzt, dass dieses Fetuin als
Antagonist von TGF-B (transforming growth factor-B) die Proliferation beeinflusst (Demetriou et al.,
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1996; Nawratil et al,, 1996; Abali et al., 2013). Bei Anwesenheit von Zinkionen hingegen, kann
Fetuin-A die Apoptose von Krebzellen induzieren (Yu & Tsai, 2001). Fetuin-A gilt als Negativ-Akut-
Phase Protein (Lebreton et al., 1979). Das heil3t, seine Konzentration im Serum wird wahrend der
Immunantwort reduziert. Dziegielewska und Mitarbeiter beobachteten bei Anwesenheit von hohen
Fetuin-A-Konzentrationen eine geringere Ausschittung des Cytokins Interleukin-1 (IL-1B), sowie
eine geringere Stickstoffoxidproduktion durch Makrophagen, die mit Lipopolysacchariden stimuliert
wurden (Dziegielewska et al., 1998). Unter pathologischen Bedingungen, wie beispielsweise Sepsis,
wird das humane Fetuin-A, durch die Entfernung des sogenannten connecting Peptids in zwei Ketten
prozessiert, die Uber eine Disulfidbricke kovalent verknipft bleiben (Lee et al., 1987; Kellermann et
al., 1989). Weitere posttranslationale Modifikationen sind Glykosylierungen und Phosphorylie-
rungen (Jahnen-Dechent et al., 1994).

Schon vor zwanzig Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen einem Ungleichgewicht im Fetuin-
Haushalt und der Entstehung von Diabetes beschrieben. Dabei fungiert Fetuin-A als spezifischer
Inhibitor der Tyrosin-Kinaseaktivitdt des Insulin Rezeptors (Srinivas et al, 1993). Des Weiteren
kdnnen freie Fettsduren durch Fetuin-A gebunden werden, welches dann wiederum an den Toll-like
Rezeptor 4 (TLR4) bindet. Nach Pal et al. (2012) wird dadurch ein Mechanismus ausgeldst, der dann
zur Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2 fGhren kann.

Fetuin-A knock out Mause (Fetuin-A™) leiden unter einer sehr starken ektopischen Kalzifizierung von
Geweben (Jahnen-Dechent et al., 1997). Offenbar besteht eine der Aufgaben des Fetuins-A darin,
Calciumapatit-Kristallite zu binden und dadurch deren weitere Aggregation zu verhindern. Fir diese
Bindung ist vermutlich die erste Cystatin-dhnliche Domane des Fetuins-A verantwortlich (Schinke et
al., 1996; Heiss et al., 2003). Die Bindung von Ca,(PO,), durch Fetuin-A spiegelt sich auch in einer
besonders hohen Fetuin-A-Konzentration im Knochen wider (Mbuyi et al., 1982).

Wie HRG und Fetuin-A, so zahlt auch Fetuin-B beim Menschen (nicht bei der Maus) zu den seltenen
Negativ-Akut-Phase Proteinen und wird bei entzindlichen Erkrankungen vermindert exprimiert
(Lebreton et al., 1979; Olivier et al., 1999; Olivier et al., 2000; Jones et al., 2005). Als Inhibitor der
Calciumphosphat-Prazipitation ist Fetuin-B weniger effektiv als Fetuin-A (Denecke et al., 2003).
AulRerdem wurde fir Fetuin-B eine Funktion als Tumorsuppressor vermutet (Hsu et al., 2004).

Mit der Isolierung eines Inhibitionskomplexes von Nephrosin und Fetuin-A aus hdmatopoetischen
Organen des Karpfens wurde klar, dass Proteasen der Astacinfamilie durch Fetuin gehemmt werden
kénnen (Tsai et al, 2004). Dies war ein unerwarteter Befund. Zwar waren viele Mitglieder der
Cystatin-Superfamilie als Hemmstoffe von Proteinasen bekannt, doch handelte sich dabei in der
Regel um Cysteinproteinasen, die einen vollig anderen Katalysemechanismus aufweisen als die
Metalloproteinasen der Astacinfamilie. Neben dem Nachweis eines Fetuins auf Proteinebene,
konnten Tsai und Mitarbeiter zwei verschiedene Fetuin-cDNAs isolieren, die sich in der Lange ihrer
codierenden Nukleotidsequenzen unterschieden und daher als Fetuin L (long) und Fetuin S (short)
bezeichnet wurden (Tsai et al., 2004). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen weisen auléerdem
siebzehn Substitutionen auf, welche Uber die gesamten Sequenzen verteilt sind. Fir den isolierten
aktiven Inhibitor codiert die lange cDNA Variante. Damit war anzunehmen, dass es sich hier nicht
um Spleildverianten ein und desselben Gens handelte, sondern um die Produkte verschiedener
Gene.

Neben den beiden N-terminalen Cystatin-ahnlichen Domaénen liegt auch im 448 Aminosauren
umfassenden unreifen Fetuin des Karpfens eine dritte Domane vor, die — wie in den Danio rerio und
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Xenopus Fetuinsequenzen — im Vergleich zu den entsprechenden D3 der Sauger-Fetuine um rund
einhundert Aminosdurereste langer ist und sich durch einen hohen Gehalt an Histidin- und
Prolinresten auszeichnet. Die dritte Domane des unreifen Proteins beinhaltet ein 164 Aminosdure-
reste langes inseriertes Segment, welches durch dreimal wiederholte HRPGHGPP- und viermal
wiederholte AGRDPKDKTPDLRGHPEH-Sequenzmotive gekennzeichnet ist. Die lange Form des
Fetuins weist drei potentielle N-Glykosylierungsstellen (**NVT, *°**NCT und *3NIT) sowie drei
potentielle O-Glykosylierungsstellen (Ser“”, Ser**> und Thr**) auf. Dieses Fetuin wird von der Leber
des Karpfens synthetisiert und in die Blutbahn sezerniert. In den Nieren, der Kopfniere und den
Kiemen wird diese Vorstufe zu seiner aktiven Form durch eine unbekannte Peptidase prozessiert.
Dabei werden N-terminal vier bis finf Aminosauren entfernt. Auch C-terminal wird das Protein
prozessiert. Den Abschitzungen von Tsai und seinen Mitarbeitern zufolge ist Gly*** der C-Terminus
des reifen Inhibitors (Tsai et al., 2004).

Wie die Sdugetier-Fetuine enthalt auch das Fischfetuin konservierte Cysteinreste, sowie das
teilweise konservierte Sequenzmotiv EETECHIVNPKP (Tsai et al., 2004).

2.4 ZIEL DIESER ARBEIT

Die Intention der vorliegenden Arbeit war es, den Mechanismus der Inhibiton von Astacinproteasen
durch Inhibitoren vom Typ des Fisch-Fetuins aufzuklaren. Dazu mussten zunachst die Astacine
identifiziert werden, welche besonders stark bzw. gar nicht durch Fisch-Fetuin-A gehemmt werden.
Zudem sollte die Inhibition weiterer Proteasen anderer Klassen geprift werden. Die Analysen
sollten mit Hilfe verschiedener fluorogener und chromogener Substrate durchgefihrt werden.
Zudem sollten kinetische Parameter bestimmt werden. Um ndhere Aussagen Uber den mdglichen
Mechanismus der Inhibition machen zu kénnen, wurde auRerdem eine D***A-Mutante generiert und
getestet.

Fir die Charakterisierung der Inhibition durch Fisch-Fetuin-A standen verschiedene protein-
biochemische Methoden zur Verfigung. Die Interaktion zwischen Inhibitor und Proteasen konnte
beispielsweise mit Hilfe von SDS PAGE, Western Blot und Zymographie Uberprift werden.
AulRRerdem sollten bioinformatische Methoden hinzu gezogen werden. So kénnen nicht nur der
phylogenetische Zusammenhang der Cystatin-dhnlichen Doménen der Cystatin-Superfamilie
beleuchtet werden, sondern auch die Substratbindungsregion des Karpfen Nephrosins im Vergleich
zum Nephrosin des Zebrabarblings analysiert werden. Ein wichtiger Bereich dieser Arbeit sollte
aullerdem die Analyse der méglichen Strukturen der Cystatin-ahnlichen Doméanen der Fetuine sein.
Dadurch sollten mdgliche inhibitorische Bereiche als reaktive Zentren identifiziert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Alle verwendeten Puffer und Lésungen wurden mit hochgereinigtem Wasser (Aqua valde
purificata) hergestellt. Dies wird im Folgenden als ,H,O reinst" abgekirzt. Die Chemikalien
wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen AppliChem (Darmstadt, Deutschland),
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland) bezogen.

3.2 MOLEKULARBIOLOGIE

Wahrend dieser Arbeit wurde das Plasmid, welches die Nukleotidsequenz des reifen
Inhibitors enthielt, durch Hitzeschocktransformation in kompetenten Escherichia coli (E. coli)
JM109 Bakterienzellen eingebracht und amplifiziert. Als Kontrolle diente der pQE-
TriSystem His-Strep 2 Vektor, welcher kein Insert enthielt. Ausgehend von diesem Konstrukt,
wurde auch die Mutagenese durchgefihrt.

Die fur diese gesamte Arbeit zugrunde liegende Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete
Aminosduresequenz des Fisch-Fetuins-A sind im Anhang (Abbildung 48) aufgefihrt, ebenso
der verwendete pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland;
Abbildung 49).

Die Ausgangssequenz des Fisch-Fetuins-A wurde uns von Dr. Xosé S. Puente und Prof. Dr.
F.X. Gomis-Rith zur Verfigung gestellt. Der fir den reifen Inhibitor kodierende Bereich
(813 bp) wurde von Elena Frerick in die Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS) des
Expressionsvektors pQE-TriSystem His-Strep 2 (5796 bp; Qiagen, Hilden, Deutschland)
einkloniert (Frerick, 2006) und mir zur Verfigung gestellt.

Durch die enthaltenen Promotoren des Vektors soll eine Proteinexpression in drei verschie-
denen Systemen mdglich sein: in Bakterien (T5 Promotor), Insektenzellen (p1o Promotor)
und Saugerzellen (CAG Promotor) (Qiagen, 2003). Der Versuch, den Inhibitor mit Hilfe des
Baculovirus-Systems in Insektenzellen zu exprimieren blieb jedoch erfolglos (Lin, 2007).

Durch die Klonierung in die MCS des Vektors wird der Inhibitor bei der Proteinsynthese mit
einem N-terminalen Strep-tag und einem C-terminalen 8x His-tag exprimiert. Diese Markier-
ungen werden bei der Nickel-Chelat-affinitdtschromatographischen Proteinreinigung (nickel-
nitrilotriacetic acid, Ni-NTA; Qiagen, Hilden, Deutschland) und dem immunologischen Nach-
weis durch Chemoluminiszenz auf Western Blot Membranen zu Nutze gemacht.
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3.2.1 Bakterienstamme
Im Laufe dieser Arbeit wurden verschiedene Bakterienstamme verwendet (Tabelle 1).

Sowohl E. coli JM109 als auch E. coli XL1-Blue Stamme besitzen die lac I Mutation des lac |
Gens (Qiagen, 2003). Dies hat die Produktion von Lac-Repressorproteinen zur Folge, die
hauptsdchlich im Operator des Lac Operons binden und so die Transkription von
Sequenzbereichen, die in 5' Richtung des Promotors gelegen sind, verhindern (Reznikoff et
al., 1974). In den E. coli M15[pREP4] Zellen sorgt zuséatzlich die permanente Produktion von
Lac-Repressorproteinen durch das low copy pREP4 Plasmid fir hohe Konzentrationen und die
effiziente Blokade der Transkription.

Werden die Repressorproteine beispielsweise durch Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase (IPTG)
abgefangen, kann die E. coli RNA Polymerase an den T5 Promotor, durch den sehr hohe
Transkriptionsraten erzielt werden konnen, binden und die Sequenz in der MCS
transkribieren (Qiagen, 2003). Zusatzlich zu dem lac | Gen, besitzt das pREP4 Plasmid das neo
Gen, welches den Zellen Kanamycin-Resistenz verleiht (Farabaugh, 1978).

Tabelle 1:  Escherichia coli Stdmme, die in dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

E. coli Stamm Verwendung Resistenz Bezugsquelle

Promega GmbH
- (Mannheim,
Deutschland)

JM109 Plasmid
(high efficiency competent cells) Amplifikation

Qiagen (Hilden,

Ma5[pREP4] Proteinexpression | Kanamycin Deutschland)

Agilent Technologies
Mutagenese Tetracyclin (Boblingen,
Deutschland)

XL1-Blue
(supercompetent cells)

3.2.2 Medien und Lésungen fiir die Bakterienkultivierung

Tabelle 1 zeigt, dass schon der verwendete Bakterienstamm eine eigene Antibiotikaresistenz
besitzen kann. Zudem werden wahrend der Hitzeschocktransformation durch das
verwendete Plasmid (weitere) Resistenzen eingefihrt. Durch den pQE-TriSystem His-Strep 2
Vektor erhielten alle Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, eine Ampicillin-Resistenz.
Da E. coli Ma5[pREP4] das pREP4 Plasmid enthalten, besitzen diese Zellen auf3erdem eine
Kanamycin-Resistenz.

In der Tabelle 2 sind die Zusammensetzungen aller Lésungen aufgelistet, die fir die Kultivie-
rung der, mit dem pQE-TriSystem His-Strep-Fisch-Fetuin-A Plasmidvektoren bzw. den
Leervektoren transformierten, Bakterienstamme verwendet wurden.
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Tabelle 2: Losungen fir die Kultivierung der verschiedenen Bakterienstdmme.
Fiir die Sterilfiltration wurden 0,22 um Filter (Sarstedt, Nimbrecht, D) verwendet. IPTG = Isopropy!-8-D-

Thiogalactosidase; LB = lysogeny broth; X-Gal = 5-bromo-4-chloro-3-indoy!l-8-D-Galacotosidase.

Losung Zusammensetzung
Ampicillin 100 mg Ampicillin/ml H,O reinst, sterilfiltriert
Kanamycin somg Kanamycin/ml H,O reinst, sterilfiltriert
X-Gal somg X-Gal/ml DMF
IPTG [1,05 M] 250 mg/ml in H,O reinst, sterilfiltriert
SOB-Medium 209 Trypton
59 Hefeextrakt
0,59 Nadl
ingsoml H,O reinst gelost
1oml 250 mM KCl-Lésung
pH 7,0 (NaOH)
ad1!l H,O reinst
autoklaviert; kurz vor Gebrauch Zugabe von
sml 2 M MgCl,-Losung (steril)
SOC-Medium 1| SOB-Medium (autoklaviert, auf ca. 60 °C abgekihlt)
20ml steril filtrierte Glukoselsung (18 g/100 ml)
LB-Medium 10g Nadl
10g Trypton
5g Hefeextrakt
adal H,O reinst
pH 7,5 (NaOH), autoklaviert
LB-Agar 15 g Agar /1| LB-Medium, autoklaviert
LB-Amp-Agar Auf ca. 55 °C abgekUhlter, autoklavierter LB-Agar

100 pg/ml  Ampicillin

LB-Amp/Kan-Agar

Auf ca. 55 °C abgekihlter, autoklavierter LB-Agar
100 pg/ml
50 pg/ml

Ampicillin
Kanamycin

LB-Amp/X-Gal/IPTG-
Agar

20 g Agar /1| LB-Medium (pH 7,0 mit 5 N NaOH), autoklaviert
gAg pH 7, 5 f

100 pg/ml  Ampicillin
8o pg/ml  X-Gal
20mM IPTG
NZY*Medium 59 NaCl
109 NZAmin
5g Hefeextrakt
ad1l H,Oreinst
pH 7,5 (NaOH), autoklaviert
12,5 ml 1 M MgCl,, sterilfiltriert
12,5ml 1M MgSO,, sterilfiltriert
20ml 20 % (w/v) Glukose, sterilfiltriert
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3.2.3 Hitzeschocktransformation und Bakterienkultivierung

Zu 100 pl kompetenten E. coli JM109 Zellen wurden 200 bis 600 ng Plasmid-DNA gegeben.
Nach 30-minitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fir eine Minute im 42 °C warmen
Wasserbad gehalten, dann wieder fir zwei Minuten auf Eis gestellt und schlief3lich jeweils
1ml SOC-Medium hinzu gefigt. E. coli XL1-Blue, in die die Vektor-DNA mit dem mutierten
Insert eingeschleust werden sollte, wurden mit 500 pl NZY* Nahrmedium versetzt.

Nach der ein- bis dreistindigen Inkubation der transformierten Zellen bei 37°C und
standigem Schitteln bei 180 U/min, wurden die Zellen fir zwei Minuten bei 2000xg
zentrifugiert. goo ul des Uberstands wurde verworfen. Mit den verbliebenen 100 ul SOC-
Medium wurden die Zellpellets resuspendiert um sie anschlief3end auf Antibiotika-haltigen
Agarplatten auszustreichen. Diese Platten wurden dann bei 37 °C gelagert bis Bakterien-
kolonien zu erkennen waren.

Um die Klone einzelner Kolonien zu vermehren, wurden diese unter sterilen Bedingungen
isoliert, in Antibiotika-haltiges LB-Medium (lysogeny broth; Bertani, 1951; Bertani, 2004)
UberfUhrt und Uber Nacht bei 37 °C und 180 U/min geschittelt (Certomat®R, B. Braun Biotech
International, Sartorius Group, Gottingen, Deutschland). Dabei wurden transformierte
Escherichia coli JM109 und XL1-Blue in 5 ml Medium vermehrt.

Fur die Proteinexpression wurden die Ubernachtkulturen der E. coli M15[pREP4] Zellen in
25 ml LB-Amp/Kan-Medium angesetzt.

3.2.4 Plasmidisolierung und Konzentrationsbestimmung
Die Plasmide wurden aus den Ubernachtkulturen mit dem Nucleo spin® Kit (Macherey-Nagel
GmbH und Co. KG, Diren, Deutschland), nach dem Protokoll fir high copy Plasmide isoliert.

Die Konzentration und die Reinheit der isolierten DNA wurden mit dem NanoDrop ND-2000
UV/Vis-Spektralphotometer von peqlLab (Erlangen, Deutschland) bestimmt. Dabei wurden
jeweils 1,5 pl der isolierten DNA-Proben eingesetzt.

3.2.5 Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Nach der Plasmidamplifikation in E. coli JM109 wurde die isolierte DNA durch Restriktions-
analyse auf das korrekte Insert geprift. Dazu wurden die Restriktionsendonukleasen Xma
10000 U/ml) und Pml 1 (20000 U/ml) der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) eingesetzt.

FUr die Linearisierung des Insert-tragenden Vektors wurden o,25 pl Xma | und 200 bis 300 ng
Plasmid DNA eingesetzt. Die Doppelrestriktion wurde mit jeweils o,5 pul der Restriktions-
enzyme Xmal und Pmll und der 400 — 60ong Plasmid DNA durchgefihrt. Zu beiden
Restriktionsansatzen wurden jeweils 1 pl, mit BSA versetzter 10 x NEB Puffer 4 gegeben und
die Volumina mit sterilem Reinstwasser auf 10 pl aufgefilit. Die Restriktionsansatze wurden
fur eineinhalb bis drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Analyse der
Restriktion auf 1 %igen Agarosegelen.

Die Insertregion des pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektors einzelner Proben wurde aufRerdem,
ausgehend von den Primern pQEfor und pQErev (Tabelle 3), durch die Firma Starseq (Mainz,
Deutschland) sequenziert.
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3.2.6 Gelelektrophoretische Auftrennung in Agarosegelen

Die Proben des Restriktionsansatz, sowie der PCR wurden mit Hilfe analytischer Agarosegele
aufgetrennt. Dazu wurde 1% Agarose in TAE Puffer (40 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0 mit
Eisessig eingestellt) durch Erwarmen geldst und in die horizontale Gelelektrophorese-
Apparatur der Firma Hanischmacher (Kassel, Deutschland) gegossen, in die zuvor 2 pl
Ethidiumbromidl&sung (0,05 pg/ml TAE Puffer) pipettiert wurden.

Die Proben wurden mit 10x Probenpuffer (0,02 % Bromphenolblau; 50 % Glycerin; 1% SDS)
versetzt, aufgetragen und durch eine Spannung von 120 V aufgetrennt.

3.2.7 Primer

Mit Hilfe des Programms Oligo (Kibbe, 2007) wurden die Primer designt, die bei der Firma
Biomers (Ulm, Deutschland) bestellt wurden. Anders als in dem QuickChange |l Mutagenese
Kit von Agilent Technologies (Boblingen, Deutschland) empfohlen, wurden die Primer nicht
durch HPLC (high pressure liquid chromatography) gereinigt.

Tabelle3: Verwendete Oligonukleotid-Primer.
Die Primer pQEfor und pQErev dienten als Sequenzierungsprimer. NI2011_4s und _2as wurden fir die Mu-
tagenese mit dem QuickChange Il Mutagenese Kit (Agilent Technologies, Bdblingen, Deutschland)
eingesetzt. Die Nukelotide, die die Punktmutation einfiihren sind fett gedruckt und unterstrichen. Die
Primer wurden von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) bezogen. > Nt = Summe der Nukleotide, Tm =

Schmelztemperatur
Bezeichnung | Sequenz > Nt | GC-Gehalt Tm
pQEfor 5'-gttattgtgtctcat-3' 19 42 % 39,0 °C
pQErev 5'-tcgatctcagtggtatttgtg-3' 21 42 % 47,0 °C
Nl2011_4s 5'-cttgtgacaaaatgccctgectgecceggtetgetg-3t | 36 61% 81,0 °C
Nl2011_2as 5'-gcaggcagggcattttg-3' 17 58 % 52,0 °C

3.2.8 D"*A Mutagenese

Da Uberprift werden sollte, ob der konservierte Aspartatrest Asp™* eine entscheidende Rolle
bei der Inhibition von Astacinproteinasen durch Fisch-Fetuin-A spielt, sollte dieser durch die
Aminosdure Alanin ausgetauscht werden. Die Mutagenese wurde von Malin Preif3 im
Rahmen einer Bachelorarbeit durchgefihrt (Preif3, 2011). Als Ausgangsmaterial wurde der
pQE-TriSystem His-Strep Vektor2 mit dem Insert der reifen Fisch-Fetuin-A Sequenz
verwendet. Dieses Plasmid wurde zuvor durch Plasmidprdparation aus E. coli JM1og
Bakterienzellen gewonnen. Primer, die die Punktmutation einfigen sollten, wurden von der
Firma Biomers (UIm, Deutschland) bezogen. Die verwendeten Primer und ihre Eigenschaften
sind in der Tabelle 3 aufgefUhrt. Fir den Austausch wurde das QuickChange Il Mutagenese Kit
von Agilent Technologies (Boblingen, Deutschland) verwendet. Die Amplifikation der
verdnderten Plasmide erfolgte mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und unter
Verwendung der PfuTurbo DNA Polymerase. Im Protokoll des Quick Change Mutagenese Kits
wird eine etwa sechsmal fehlerfreiere DNA Synthese durch diese DNA Polymerase als durch
die Tag DNA Polymerase angegeben (Agilent Technologies, 2013). Wahrend der PCR werden
— ausgehend von den beiden Primern, die beide die Mutation tragen und jeweils komple-
mentar zu den Strangen der Ausgangssequenz sind — beide Strange repliziert.
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Um mutierte und nicht-mutierte DNA voneinander zu trennen, wurden im Anschluss an die
PCR 1 pl des Restriktionsenzyms Dpn| (10 U/ul) zu den abgekiUhlten Proben geben und fir
eine Stunde bzw. Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Dies fUhrte zu einem Abbau von
methylierter und hemimethylierter Eltern-DNA durch die Endonuklease. Der Einbau der
Primer in die Vektoren hat zu versetzt angeordneten ,Kerben" (engl.: staggered nicks) in der
mutierten Vektor-DNA gefihrt. Um diese nicht vollstandig geschlossenen DNA-Strénge zu
reparieren wurde deshalb das PCR Amplifikat — entsprechend der QuickChange |l Mutagenese
KitHerstellerempfehlung s (Agilent Technologies, 2012) — in superkompetente E. coli XL1-
Blue eingebracht. Im Anschluss wurden die transformierten Zellen auf LB-Amp/X-Gal/IPTG-
Agar-Platten kultiviert und blau/weil? selektioniert. Kolonien, die das Plasmid aufgenommen
hatten, erschienen weils, da hier das lacZ Gen unterbrochen wurde. Blaue Kolonien
exprimierten durch das intakte lac Z Gen das N-terminale a-Fragment der B-Galactosidase
und konnten dadurch das Substrat X-Gal umsetzen.

3.3 HETEROLOGE EXPRESSION DES REKOMBINANTEN FISCH-FETUINS-A

Mit dem pQE-TriSystem His-Strep 2 (mit und ohne Fetuin-A-Insert) Vektor transformierte
E. coli M15[pREP4] wurden durch Kultivierung auf LB-Amp/Kan-Agarplatten selektiert.
Einzelne Klone wurden, wie bereits beschrieben (Abschnitt 3.2.3), isoliert und in 25 ml LB-
Amp/Kan-Medium (LB-Medium mit 100 pl/ml Ampicillin und 5o pl/ml Kanamycin) Gberfihrt.
Die transformierten Zellen wurden Gber Nacht bei 37 °C und 180 U/min kultiviert. Fir eine
grofRere Gesamtausbeute wurden die Ubernachtkulturen in vorgewarmte Kolben mit jeweils
5o ml LB-Amp/Kan-Medium Uberfihrt und weiter bei 37°C und 180 U/min auf einem
Schittelinkubator (Certomat®R, B. Braun Biotech International, Sartorius Group, Gottingen,
Deutschland) geschwenkt. Jeweils 25 ml dieser Kulturen wurden dann auf vorgewarmte 11
Kulturkolben, die jeweils 250 ml, auf 37 °C temperiertes, LB-Amp/Kan-Medium enthielten,
UberfUhrt und weiterhin bei 37°C und 180 U/min im Schittelinkubator Innova® 44 (New
Brunswick Scientific, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Dabei wurde deren
Zelldichte stetig kontrolliert. Dies erfolgte durch Absorptionsmessung mit Hilfe des Ultrospec
pro UV/Visible Spektrometer (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) von 1 ml Zell-
medium bei einer Wellenldange von 6oo nm. Lag der Wert zwischen o,7 und o,9, wurde die
Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase (IPTG) zu einer
Endkonzentration von 1 mM induziert. IPTG bindet an das Lac-Repressorprotein, welches in
groféen Mengen durch das pREP4 Plasmid exprimiert wird, und verhindert so dessen Bindung
an den Operator des Lac-Operons (Qiagen, 2003; Reznikoff et al., 1974). Dies ermdglicht die
Bindung der RNA Polymerase und damit die Transkription der inserierten Fisch-Fetuin-A
Sequenz, sowie die anschlieBende Translation zu dem gewinschten rekombinanten
Inhibitor. Die Kolben wurden fir weitere vier Stunden inkubiert. Stindlich genommene 1 ml
Proben aus einer Kultur von E. coli M15[pREP4], die mit dem pQE-Tri System His-Strep 2
Vektor mit dem Fisch-Fetuin-A Insert transformiert wurden, sowie aus einer E. coli Kultur die
mit dem Leervektor (pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor ohne Insert, Kontrolle) transformiert
wurden, wurden im Anschluss durch Western Blot und Immunodetektion analysiert.
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3.4 PROTEINBIOCHEMIE

3.4.1 Nachweismethoden

Um den Erfolg der heterologen Expression sowie der Nickel-NTA Affinitdtschromatographi-
schen Reinigung zu Uberprifen, wurden die durch SDS PAGE (sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennten und durch Western Blot auf eine PVDF
Membran Ubertragenen Proteine mit Hilfe der Chemiluminiszenz immunologisch
nachgewiesen. Nach jedem Reinigungsschritt wurde dessen Erfolg durch SDS PAGE und
Coomassie Brilliant Blau (CBB)-Farbung dargestellt.

3.4.1.1 Konzentrationsbestimmung
Konzentrationen der verwendeten Proteasen, Inhibitoren und Substrate wurden auf
Grundlage des Lambert-Beer'schen Gesetzes bestimmt.

Monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenlange durchstrahlt eine Probe mit einer
Schichtdicke von 1 cm. Durch die Absorption, d.h. die Energieaufnahme der Molekdle in der
Losung, und die Streuung, nimmt die Intensitat der eingestrahlten elektromagnetischen
Strahlung mit der durchdrungenen Wegstrecke exponentiell ab. Dies kann durch die folgende
Formel beschrieben werden.

[=1,-10-€cd ()

Dabei steht Iy fir die Intensitat des einfallenden monochromatischen Lichts, I fur die
Intensitat nach der Absorption, € fir den molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten, c fir
die Stoffmengenkonzentration und d fir die Schichtdicke. Durch Umformung gelangt man zu
der folgenden Beziehung, die wegen d = 1 cm bereits gekirzt wurde

lgTzs-c:E (2)

Die Effekte der Absorption und Streuung werden als Extinktion (E) beschrieben. Die optische
Dichte (OD) wurde mit dem Cary3o00 Bio Spektrometer (Varian, Darmstadt, D) und der dazu
gehorigen CaryWin UV Software bestimmt. Der fir die Konzentrationsbestimmung
notwendige Extinktionskoeffizient der verschiedenen Proteine wurde mit Hilfe des
ProtParam Programms (http://web.expasy.org/protparam/; Gasteiger et al., 2005) ermittelt.
Bei einer Wellenldnge von 280 nm absorbieren vorwiegend die Indolguppe der Aminosdure
Tryptophan (€,g0nm 5500 M™cm™) und die Phenolgruppe der Aminosdure Tyrosin (€,80nm
1490 M™cm™). Der proteinspezifische Extinktionskoeffizent ist die Summe aus der Anzahl der
Chromophore, die mit ihrem entsprechenden Extinktionskoeffizienten multipliziert wurden
(Pace et al., 1995).

Auf Grund von £ und E kann nun die in der Losung enthaltene Stoffmenge berechnet werden:

E

c=— (3)
£
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3.4.1.2 TCA-Fdllung

Trichloressigsdure (trichloroacetic acid, TCA) wurde eingesetzt, um Proteine in Losung durch
Fallung zu reinigen. Die Proteine wurden durch TCA irreversibel deanaturiert und quantitativ
aus einer Losung gefallt. So konnten beispielsweise Proben mit geringen Konzentrationen
konzentriert werden oder/und Wasch- und Elutionsfraktionen der Nickel-Nitriloessigsaure
(Ni-NTA) Affinitdtschromatographie von Guanidiniumhydrochlorid (GuHCI) befreit werden.
Letzteres war notwendig, da GUHCI zu einem Ausfallen der Proben fuhrt, sobald sie auf ein
SDS Polyacrylamidgel aufgetragen werden.

Zu der Proteinldsung aus der affinitdtschromatographischen Reinigung wurde TCA zu einer
Endkonzentration von 5 % gegeben und das Gemisch fir mindestens zwanzig Minuten auf Eis
gefallt. Die stindlich genommenen 1ml Proben aus der bakteriellen Proteinexpession
(Abschnitt 3.3) wurden mit TCA zu einer Endkonzentration von 10 % versetzt und ber Nacht
bei -20 °C gelagert. In beiden Fallen wurden die Ansatze dann fir 15 min bei 13000 x g und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Die Pellets wurden mit
eiskaltem Ethanol p.a. Uberschichtet und erneut und unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein- bis dreimal wiederholt. Anschlief3end wurden die
getrockneten Pellets im Verhdlnis 1:1 in Disulfidbricken-reduzierendem Probenpuffer
(Abschnitt 3.4.1.3, Tabelle 4) aufgenommen und fir die SDS PAGE vorbereitet. Protein-
|6sungen, die konzentriert werden sollten, wurden dabei in einem zwei- bis finfmal
geringerem Probenpuffervolumen aufgenommen.

3.4.1.3 SDS PAGE
Proteingemische wurden durch die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS PAGE) nach Laemmli aufgetrennt (Laemmli, 1970).

Alle, fur die SDS PAGE bendtigten Puffer sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Fir die elektro-
phoretische Auftrennung unter reduzierenden Bedingungen wurden die Proben mit DTT zu
einer Endkonzentration von 40 mM versetzt (Cleland, 1964). Die Proteingemische wurden
durch Anlegen einer Spannung von 200 Volt Gber 30 Minuten aufgetrennt.

Als Proteinstandards fir Polyacrylamidgele, die im Anschluss mit Coomassie Brilliant Blau
Farbeldsung behandelt werden sollten, wurden der Broad Range ColorPlus Prestained Protein
Marker (7-175 kDa; ,P7 Marker", NEB, Frankfurt am Main, D) bzw. der Broad Range Protein
Marker, (2-212 kDa; ,PM Marker", NEB) aufgetragen. Sollten die aufgetrennten Proteine
anschlief3end durch das Western Blot Verfahren auf PVDF-Membranen Ubertragen werden,
so wurde der MagicMark™ XP (Invitrogen, Karlsruhe, D) verwendet. Die Laufstrecken der
Proteinbanden wurden ausgemessen und den relativen Molekularmassen zugeordnet
(GelAnalyzer20104a; Lazar, 2010).
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Tabelle 4:  Puffer fir die SDS Polyacrylamidgelelektorphorese nach Laemmli (1970).
Rotiphorese® Gel30 ist eine gebrauchsfertige und gasstabiliserte Acrylamidlésung, die von der Firma Carl
Roth (Karlsruhe, D) bezogen wurde.
Puffer Reagenzie pH-Wert
Sammelgelpuffer 0,5M Tris/HCI 6,8
0,4% SDS
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI 8,8
0,4% SDS
Rotiphorese® Gel3o 30% (w/v) Acrylamiddsung
0,8% (w/v) Bisacrylamid
Elektrodenpuffer 25 mM  Tris/HCI 8,3-8,4
192 mM  Glycin
0,2% SDS
3-fach Probenpuffer 188,3mM  Tris/HCl 6,8
(3x PP) 9% SDS
30% Glycerin
0,001% Bromphenolblau
ad 85 ml H,O reinst
reduzierender 3-fach 8ol 3xPP
Probenpuffer (3x PP+DTT) 1soul 0,8 MDTT
nicht reduzierender 3-fach 8ol 3xPP
Probenpuffer (3x PP-DTT) 150l H,O reinst
Tabelle 5:  Pipettierschema fiir die Gelherstellung fir die SDS PAGE nach Laemmli (1970).
Wiihrend Laemmli ein 3 % Sammelgel einsetzte, wurde hier ein 3,8 % Gel verwendet. Es sind jeweils die
Mengen fir zwei Gele angegeben. TEMED = Tetramethylendiamin; APS = Ammoniumperoxodisulfat
Trenngele Sammelgel
7,5 % 10% 12% 14 % 20 % 3,8%
Trenn- bzw.
Sammelgelpuffer 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 1ml
H,O reinst 3,66ml | 3,214ml | 2,68 ml 2,15 ml 0,54 ml 2,44 ml
Rotiphorese® Gel3o 2ml 2,666 ml 3,2ml 3,73 ml 5,34 ml 0,506 ml
10 % (v/v) TEMED 60 pl 60 pl 60 pul 60 ul 60 ul 30 pl
10 % (v/v) APS 60 pl 60 pl 60 pul 60 ul 60 ul 30 pl
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3.4.1.4 Coomassie-Fdrbeprotokoll

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteingemische aus der SDS PAGE wurde durch Coomassie
Brilliant Blau (CBB) nach dem Protokoll von Kang und seinen Mitarbeitern angefarbt (Kang et
al, 2002). Die Gele wurden fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in der
Farbelosung (0,02 % CBB G250; 5% Aluminiumsulfat-Hydrat; 10% Ethanol; 2% ortho-
Phosphorsaure) inkubiert und anschliel3end mindestens ein halbe Stunde in Entfarbeldsung
(10 % Ethanol; 2 % ortho-Phosphorsdure) entfarbt.

3.4.1.5 Western Blot

Durch die Verwendung des pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektorsystems wurden Markierungen
(8x His-tag und Strep-tag Il) angefigt. Dies ermdglichte nicht nur die affinitdtschromato-
graphische Reininigung des Fisch-Fetuins-A, sondern auch dessen immunologische Detektion
mittels Chemoluminiszenz nach dem Western Blot.

Durch SDS PAGE aufgetrennte Proteingemische wurden mit Hilfe des semi dry Blot-
verfahrens (verandert nach Kyhse-Andersen, 1984) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membran (Immobilon®-FL Transfer Membran, Porengréf3e o,45 pum, Millipore, Eschborn, D)
Ubertragen. Jeweils vier, auf GelgroRe geschnittene Chromatographiepapiere (3 MM
Whatman®-Papier, Schleicher und Schuell, Dassel, D) wurden in Anoden- bzw. Kathoden-
puffer (Tabelle 6) getrankt.

Tabelle 6: Materialien und Puffer fir das semi dry Blotverfahren (verdndert nach Kyhse-Andersen, 1984)

Puffer Zusammensetzung

Anodenpuffer | 300 mM  Tris/HCI pH 10,4
20% Ethanol
Kathodenpuffer | 25 mM  Tris/HCl pH 8,0
zomM  Glycin

20% Ethanol

Die kathodenpuffergetrankten Papiere wurden auf die kathodische Graphitplatte der
Western Blot Apparatur (Biotec Fischer, Reiskirchen, D) gelegt. Auf diese wurde das
Polyarcylamidgel mit den elektrophoretisch aufgetrennten Proteingemischen, die PVDF
Membran, welche durch Schwenken in Ethanol p.a. aktiviert und kurz mit Reinstwasser
gespilt wurde, und schlieRlich die anodenpuffergetrankten Whatmann®-Papiere gelegt.
Nach Ausschluss von Luftblasen wurde die Apparatur durch Auflegen der anodischen
Graphitplatte geschlossen. Der Proteintransfer wurde durch Anlegen der Spannung von 20
Volt gestartet und dauerte 30 Minuten. Als Proteinstandard fir die Western Blot Analyse der
Proteingemische wurde der MagicMark™ XP der Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) eingesetzt.

3.4.1.6 Immunodektion mittels Chemiluminiszenz

Da das heterolog exprimierte Fisch-Fetuin-A mit einem N-terminalen Strep-tag und einem C-
terminalen His-tag versehen ist, konnen diese Markierungen durch die monoklonalen Maus-
Antikorper, die gegen die Epitope WSHPQFEK (Strep-tagll) bzw. HHHHH (penta-His-tag)
gerichtet sind, nach dem blotting-Verfahren auf der PVDF Membran gebunden werden.
Durch einen zweiten, polyklonalen Antikorper, der gegen die Immunglobuline Gamma (IgG)
der Maus gerichtet ist und an den die Peroxidase des Meerrettichs (POX) gekoppelt ist,
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kénnen die primaren Antikdrper, aber auch die Proteine des MagicMark™ XP Protein-

standards, mit Hilfe einer Luminol-H,0,-Ldsung (Roti®-Lumin, Carl Roth, Karlsruhe, D) und

der Chemoluminiszenzreaktion spezifisch nachgewiesen werden.

Tabelle7:  Puffer fiir den immunologischen Nachweis von Strep-tag markierten Proteinen mittels Chemilumineszenz.

Puffer Zusammensetzung
PBS-Puffer 4mM  KH,PO,
16mM  Na,HPO,
115 mM  Nadl
PBS- 0,1 % -Tween-Puffer 4mM  KH,PO,
16 mM  Na,HPO,
115 mM  Nadl
0,2% (v/v) Tween 20
PBS- o,5 % -Tween-Puffer 4mM  KH,PO,
16 mM  Na,HPO,
115 mM  NadCl
0,5% (v/v) Tween 20
Blockierungspuffer 3% BSAin PBS-0,5% -Tween

Tabelle 8:  Puffer fir den immunologischen Nachweis von His-tag markierten Proteinen mittels Chemilumineszenz.

Puffer Zusammensetzung

TBS-Puffer 10mM Tris/HCl, pH 7,5
1isomM Nadl

TBS-Tween-Triton-Puffer | 20mM  Tris/HCl, pH 7,5
oomM  Nadl

0,05% (v/v) Tween 20
0,2% (v/v) Triton X-100

Blockierungspuffer

3% BSAInTBS

Tabelle 9: Reagenzien fiir die Detektion von Strep-tag und His-tag markierten Proteinen.
Die Antikérper (AK) aus der Maus (primdrer AK) und der Ziege (sekunddrer AK) wurden von den Firmen

Qiagen (Hilden, D) bzw. Dianova (Hamburg, D) bezogen. Gegen den Strep-tag gerichtete AK detektieren

den N-Terminus von rekombinantem Fisch-Fetuin-A, anti-His-tag AK sind fiir den Nachweis des C-
Terminus geeignet. BSA = Rinder-Serumalbumin, POX = Meerrettich-Peroxidase

Antikorper Verdinnung Zusammensetzung
1. AK anti-Strep-tag Il 1:2000 1% BSA in PBS-0,2% Tween
1. AK anti-penta-His-tag 1:1000 3% BSAInTBS
2. AK"® anti-Maus 1:10000 10 % Magermilchpulver in PBS
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Tabelle 10:  Behandlungsprotokoll der Membranen fiir die Inmunodetektion des Strep-tags, bzw. His-tags.
AK = Antikérper, RT = Raumtemperatur

Daver Strep-tag His-tag Bedingungen
2 X 10 min PBS TBS RT
Blockierungspuffer | Blockierungspuffer | Gber Nacht bei 4 °C oder 1 h bei RT
2x10omin | PBS-0,1% Tween TBS-T RT
1x10 min PBS TBS RT
1. AK 1.AK
1h , L RT
(anti-strep-AK) (anti-his-AK)
2x10min | PBS-0,1% Tween TBS-T RT
1x10min | PBS-0,1% Tween TBS RT
> AKPOX > AKPOX
1h N N RT
(anti-Maus-AK) (anti-Maus-AK)
2x10min | PBS-0,1% Tween TBS-T RT
2 X 10 min PBS TBS-T RT

Nachdem die PVDF-Membranen entsprechend des Protokolls (Tabelle 10) behandelt wurden,
erfolgte die Detektion der markierten Proteine. Dazu wurden die Membranen fir ein bis drei
Minuten mit der Roti®-Lumin-Arbeitslosung (1:1 Gemisch der Roti®-Lumin Komponenten A
und B) inkubiert. Die Detektion der Signale erfolgte dann auf Rontgenfilm (Belichtung 3 bis
5 min).

Ablésung der Antikérper von den Membranen

Mittels des sogenannten "stripping Puffers" wurden die Antikorper von den Membranen
geldst, um die Proteine auf den Membranen anschlielsend mit einem anderen Antikorper zu
detektieren. Dazu wurden die Membranen fir funf Minuten in diesem Puffer geschwenkt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des stripping Puffers.

Konzentration Agenz
0,05 M Glycin pH 10,8
7 M GuHCI
0,05 mM EDTA
0,1 M Kcl
0,02 M B-Mercatptoethanol
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3.4.2 Reinigung des Fisch-Fetuins-A

In der Diplomarbeit Uber die ,,Heterologe Expression und funktionelle Analyse des Nephrosin-
Inhibitors aus Cyprinus carpio® (Meyer, 2009) wurde bereits gezeigt, dass die Reinigung des
Fisch-Fetuins-A nur unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt werden kann.

Um die Vergleichbarkeit beider Konstrukte — dem Wildtyp und der D™*A-Variante —
sicherzustellen, wurden sie parallel, unter gleichen Bedingungen aus den Bakterienpellets der
heterologen Expressionen durch Zelllyse und Nickel-NTA Affinitdtschromatographie ge-
wonnen.

3.4.2.1 Lyse der bakteriellen Zellen

Ein wichtiger Bestandteil des Lysepuffers ist Guanidiumhydrochlorid (GuHCI). Es stort die
geordnete Struktur der Wassermolekile durch das Aufbrechen der Wasserstoffbriicken-
bindungen. Durch diese chaotrope Eigenschaft wird die Zusammenlagerung hydrophober
Bestandteile gelockert und deren Loslichkeit erhoht (Creighton, 1999).

Tabelle 12: Lysepuffer fiir die Herstellung von Bakterienlysaten unter denaturierenden Bedingungen.

Konzentration | Agenz
6 M GuHCI
0,1M NaH,PO,
0,00 M Tris, pH 8
1pM Pepstatin A (Aspartatproteaseinhibitor)
2 uM E64 (Cysteinproteaseinhibitor)
500 UM PMSF (Serinproteaseinhibitor)
pH 8,0

Zundachst wurden die E. coli Zellen lysiert und die Einschlusskorper (inclusion bodies), die durch
die bakterielle Uberexpression in den Zellen angefallen sind, aufgeschlossen. Dazu wurden
den Bakterienpellets, welche ein Gewicht zwischen 3 und 3,5 g aufwiesen, 70 pl B-Mercapto-
ethanol zugesetzt und fir drei Minuten durch vorsichtiges RGhren homogenisiert. Wahrend
das Homogenat kontinuierlich Gber zwei Stunden gerihrt wurde, wurden insgesamt 50 ml
Lysepuffer (Tabelle 12) sequentiell hinzugegeben. Dabei wurden der zeitliche Abstand der
Zugabe, sowie das Puffervolumen nach und nach ausgeweitet. AbschlieRend folgte die
Zentrifugation des Zelllysats fir zehn Minuten bei g500xg in der Centrifuge 5804 R
(Eppendorf AG, Hamburg, D), um das Lysat von den Zellresten zu trennen.

3.4.2.2 Nickel-NTA Affinitdtschromatographie

Da beide Varianten des Fisch-Fetuins-A fir die Expression in Escherichia coli M15[pREP4] in
den pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor einkloniert wurden, tragen die gewonnenen Proteine
N-terminal einen Strep-tag und C-terminal einen 8xHis-tag. Aufgrund der Kompatibilitdt der
Lyse- und Reinigungspuffer wurden die Inhibititoren zundchst mittels der Nickel-Chelat
Affinitatschromatographie (nickel-nitrilotriacetic acid, Ni-NTA) gereinigt. Nachdem 3 ml des
Sdulenmaterials (superflow; Qiagen, Hilden, D) mit Auftragspuffer (Tabelle 13) aquilibriert
waren, wurden die C-terminal mit acht Histidinen markierten, rekombinant gewonnenen
Inhibitoren im batch-Verfahren an die Matrix gebunden. Da die Imidazol-Stickstoffatome bei
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einem pH-Wert von 8,0 Uberwiegend deprotoniert vorliegen, kénnen jeweils zwei Histidine
an ein Nickelion binden, welches durch die Nitriloessigsdure an die superflow-Matrix
gekoppelt ist (Qiagen, 2003). Die Bindung erfolgte durch Inkubation des Lysats direkt mit
dem Saulenmaterial unter standiger, langsamer Rotation (batch). Es wurde Uber Nacht bei
4°C oder (ber go Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Elution der rekombinanten Proteine erfolgte mittels schrittweisen Absenkens des pH-
Wertes durch den Einsatz mehrerer Elutionspuffer (Tabelle 13). Die Proteine, die an das
Saulenmaterial gebunden haben, wurden somit protoniert, folglich geldst und eluiert. Das
rekombinante Fusionsprotein Fisch-Fetuin-A sollte aufgrund seines achtfachen His-tags
besonders fest an die Sdule gebunden haben und erst mit dem letzten Elutionspuffer, bei
einem pH-Wert von 4,5, von dem Sdulenmaterial geldst werden.

Tabelle 13: Puffer fir die Nickel-Chelat Affinitidtschromatographie.
Alle Puffer hatten die gleiche Zusammensetzung und unterschieden sich nur in ihren pH-Werten.

Pufferbezeichnung Zusammensetzung pH-Wert
Auftragspuffer (A) | 6 M GuHCl, 200 mM NaH,PO,, 20 mM Tris | pH 8,0
Elutionspuffer (B) | 6 M GuHCl, 200 MM NaH,PO,, 10 mM Tris | pH 6,4
Elutionspuffer (C) | 6 M GuHCI, 100 mM NaH,PO,, 120 mM Tris | pH 5,9
Elutionspuffer (D) | 6 M GuHCl, 200 mM NaH,PO,, 10 MM Tris | pH 4,5

Bei der parallelen Reinigung der Fisch-Fetuin-A Varianten wurden Pumpen verwendet, mit
denen die Puffer mit einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/min in die Sdulen eingetropft wurden.
Es wurden 2 ml Fraktionen aufgefangen. AnschlielRend wurden stichprobenartig Fraktionen
durch TCA-Fallung vom GuHCI befreit (Abschnitt 3.4.1.2) und gleichzeitig konzentriert, um
die Reinigung des rekombinanten Proteins durch SDS-PAGE und Western Blot Analyse zu
Uberprifen.

3.4.2.3 Proteinfaltung, Dialyse und Konzentration

Durch das im Lysepuffer enthaltene GuHCI| und dessen chaotrope Eigenschaft, sowie die
reduzierende Agenz [B-Mercaptoethanol sind die nativen Strukturen aller im Zelllysat
enthaltener Proteine verloren gegangen. Mit Hilfe der Nickel Chelat Affinitatschromato-
graphie wurde das denaturierte Fisch-Fetuin-A aus dem Lysat gereinigt und konzentriert. Um
diesen nun wieder in seine native, d.h. aktive Form zu Uberfihren, wurden die Protein-
|6sungen langsam in Faltungspuffer eingetropft. Der Renaturierungserfolg wird grundlegend
durch den Einsatz moglichst reiner Proteinfraktionen, dem schnellen Entzug denaturierender
Pufferbestandteile und einer hohen Verdinnung des zu faltendenden Proteins bestimmt
(Rehm & Letzel, 2010).

FUr die Faltung der denaturierten Fisch-Fetuin-A Proteine wurden Puffer D-Elutionsfrak-
tionen der Ni-NTA Affinitdtschromatographie gewahlt, die in den Faltungspuffer (Tabelle 14)
zu einer Endkonzentration von 10 pg/ml Protein, mit einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/min
eingetropft wurden. Dabei wurde darauf geachtet, dass in allen Faltungsansdtzen die gleiche
GuHCI Endkonzentration von 300 mM vorlag. Die Faltung erfolgte unter standigem Rihren
bei 4 °C Uber einen Zeitraum von mindestens 24 Stunden.
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Tabelle 14: Faltungspuffer fir die Renaturierung der rekombinanten Proteine.

Konzentration | Chemikalie

50 mM Hepes
8oomM L-Arginin Hydrochlorid
0,3mM oxidiertes Glutathion
3,0 MM reduziertes Glutathion
400 mM Saccharose

pH 9,0

Tabelle 15: Endkonzentrationen im Faltungsansatz der rekombinanten Proteine.

Chemikalie Konzentration
Hepes 47,5 MM
L-Arginin-Hydrochlorid | 760 mM
oxidiertes Glutathion 285 uM
reduziertes Glutathion 2,85 mM
Saccharose 380 mM
GuHCl 300 MM
NaH,PO, 5 mM
Tris 0,5 mM

Im Anschluss an die Faltung wurde die Proteinlésung gegen 5o mM Hepes, pH 8 bzw. pH 7,5
dialysiert. Der pH-Wert war von dem Enzym abhdangig, dessen proteolytische Aktivitat nach
Inkubation mit dem Inhibitor geprift werden sollte (zB. pH 8 fir Nephrosin und pH 7,5 fir
Meprine).

Fir die Dialyse wurde Dialyseschlauch aus regenerierter Cellulose (Visking Typ 1-7/8 ss inch)
der Firma Carl Roth (Karlsruhe, D), mit einem Durchmesser von 49 mm und einer Ausschlul3-
grenze (MWCO) von 14000 Da verwendet. Es wurde Uber mindestens 42 Stunden dialysiert.
Dabei wurde der Dialysepuffer mehrmals ausgetauscht. Durch die auftretende Osmose hat
sich das Volumen der proteinhaltigen Losung verdoppelt und musste fir weitere Analysen
reduziert werden.

Daher wurde das Dialysat durch Zentrifugation mit Amicon Ultra-15 Zentrifugationfilter-
einheiten (Ultracel-10 Membran, MWCO 10K; Millipore, Schwalbach, D) eingeengt. Die
Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C in der 5804 R-Eppendorfzentrifuge, mit einem Aus-
schwingrotor bei 3500 x g durchgefihrt. Ein alternativer Versuch das Volumen durch das
Angleichen der lonenstdrke mit 15 % PEG 20000 im Dialysepuffer zu reduzieren war nicht
erfolgreich.

AnschlieBend wurde die inhibitorische Aktivitdt des gewonnenen Fisch-Fetuins-A durch
vergleichende Aktivitaitsmessungen von 5 nM Meprin a mit 1 pM Inhibitor kontrolliert. Dabei
wurde der Umsatz von 10pM eines FRET-Substrates (Mca-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-
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Lys(Dnp)NH,; Peptanova, Sandhausen, D) am LS-50B Lumineszenz Spektrometer (Perkin
Elmer, Rodgau, D) verfolgt.

3.4.2.4 Affi-Gel® Blau Affinitdtsgelchromatographie

Inhibitor-Chargen, in welchen durch Coomassiefarbung im SDS Polyacrylamidgel noch
Fremdproteine nachweisbar waren, wurden Uber eine Affi-Gel® Blau Affinitatsgel-
chromatographie Sdule (Affi-Gel® blue affinity chromatography gel von Bio-Rad, Minchen, D)
nachgereinigt. Die Trdgermatrix ist ein Agararosgel, an das der Farbstoff Cibracron blue F3-
GE kovalent gebunden ist. Durch seine ionischen und hydrophoben Eigenschaften ist dieser
fur die Reinigung von Serum- und Plasmaproteinen geeignet (Gianazza & Arnaud, 19823;
Gianazza & Arnaud,1982b).

Das Probenvolumen betrug dabei 1/50 des Sdulenvolumens. Als Auftragspuffer wurde 5o mM
Hepes (pH 7,5) eingesetzt. Die Probe wurde nach dem ersten Auftragen aufgefangen und
noch viermal Uber die Saule gegeben. Durch Erhéhung der NaCl-Konzentration im
Auftragspuffer von o M auf 2 M wurde eluiert. Anschlie3end wurden Fraktionen der einzelnen
Elutionsschritte durch Zentrifugation in Amicon® Ultra o,5 — 3 K Zentrifugationfiltergefafl3en
(Millipore, Schwalbach, D) konzentriert, durch SDS PAGE aufgetrennt und auf Reinheit
Uberprift.

3.4.3 Native Elektrophorese

Durch die native Gelelektrophorese, d.h. ohne SDS und reduzierende Agenzien, sollten
Enzym-Inhibitor-Komplexe nachgewiesen werden. Enzym und der Inhibitor Fisch-Fetuin-A
wurden zusammen bei Raumtemperatur fir eine halbe Stunde inkubiert und anschlief3end
mit dem Probenpuffer fir native Gele versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proben erfolgte mit oder ohne Sammelgel bei 180 Volt. Die Detektion der Proteine erfolgte
durch Western Blot mit Anti-Strep-tag- bzw. Anti-His-tag-Antikorpern,

Tabelle 16: Puffer fir die native Gelektrophorese.

Puffer Zusammensetzung
sfach Probenpuffer gLoomM  Tris
(fUr native Gele) 60% Glycerin
0,1% Bromphenolblau

pH 6,8
Polyacrylamidgel Puffer 1,5 M Tris

pH 10,0
Laufpuffer 25mM  Tris

192 mM  Glycin
pH 8,3 0derpHg

(mit Eisessig eingestellt)

3.4.3.1 Zymographie nach Troeberg & Nagase (2003)

Mit Hilfe der Zymographie kann die enzymatische Aktivitat einer Protease sichtbar gemacht
werden. Dazu wurde ein Substrat (0,2% Gelatine, w/v) in ein Polyacrylamidgel
einpolymerisiert welches durch die aufgetragene Protease abgebaut werden kann. Durch
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anschlieRende Farbung des Gels werden die aktiven Enzyme anhand der enstehenden
Lysehofe detektiert (Troeberg & Nagase, 2003).

Da die Proteine ihre native Konformation beibehalten sollten, wurden sie nicht durch
Aufkochen denaturiert. Zudem wurde dem Probenpuffer kein Dithiothreitol zugesetzt, um
die vorhandenen Disulfidbricken zu erhalten. Nachdem die Proben mit dem 4fach-Proben-
puffer versetzt wurden, wurden sie fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das im
Probenpuffer enthaltende SDS wurde im Anschluss an den Gellauf durch einstindige
Inkubation im Waschpuffer (2,5 % Triton-X 100) entfernt. AuRerdem wurden Zymographien
mit dem sfach-Probenpuffer fir native Gele durchgefihrt. Bevor die Zymographiegele mit
Coomassie Brilliant Blau angefarbt wurden, wurden die Gele Gber Nacht bei 25°C in 5o mM
Hepes Puffer gelegt, um eine Rickfaltung der durch das SDS mdoglicherweise denaturierten
Proteine sowie die Hydrolyse des Substrates zu ermdglichen.

Tabelle 17: Zusammensetzung eines Zymographiegels.
Rotiphorese® Gelzo wurde von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, D) als gebrauchsfertige, gasstabilisierte
30 % (w/v) wiissrige Acrylamidstammlésung mit 0,8 % (w/v) Bisacrylamid bezogen.

Trenngel (12 %) | Sammelgel (3,8 %)
Gelatine 0,1% -
1,5 M Tris, pH 10,0 iml 0,5 ml
H,O reinst 1,34 ml 1,22 ml
Rotiphorese® Gel3o 1,6 ml 0,253 ml
10 % (v/v) Tetramethylendiamin (TEMED) 30 pl 15 pl
10 % (v/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS) 30 pl 15 pl

Tabelle 18: Puffer fir die Zymographie und die native Gelektrophorese.
Es wurden Zymographien mit dem 4x PP sowie dem 5x PP (fir native Gele, siehe Tabelle 16) durchgefihrt.

Puffer Zusammensetzung
4fach Probenpuffer 320mM  Tris
(fur die Zymographie) 8% SDS

20% Glycerin
0,04 % Bromphenolblau
pH 6,8
Polyacrylamidgel Puffer 1,5M  Tris

pH 10,0

Laufpuffer 25mM  Tris
192mM  Glycin

pH 8,3 (mit Eisessig eingestellt)
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3.4.4 Spaltung des Fisch-Fetuins-A durch Proteasen

Um zu prifen, ob Fisch-Fetuin-A ein Substrat fir Proteasen der Astacinfamilie ist, wurden
2 UM des Inhibitors mit 17,3 nM rekombinant gewonnenen Meprin a, bzw. Meprin B, sowie
aus dem Magensaft des FluRRkrebses (Astacus astacus L.) gereingtem Astacin fir zwolf
Stunden bei 37 °C inkubiert. Mit einer Kontrollprobe, dem Inhibitor ohne Protease, wurde
ebenso verfahren. Anschlieffend wurden die Proben auf einem 20 %, einem 10 %, sowie
einem 7,5 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele wurden dann dem Western Blot
Verfahren unterzogen.

Die Tatsache, dass der Inhibitor durch zwei verschiedene Markierungen (tags) flankiert wird,
sollte fur die Darstellung moglicher Prozessierungen genutzt werden. Dafir wurden die
Membranen nach den Protokollen fir die Strep-tag- und die His-tag-Detektion behandelt.
Die PVDF Membran, auf die die aufgetrennten Proteine des 7,5 %igen Geles Ubertragen
wurden, wurde zuerst mit dem anti-Strep-tag Antikérper behandelt und anschlieRend, nach
dem strippen der Membran, der anti-His-tag Detektion unterzogen. Die Membran des Blots
des 20 %igen Gels wurde zuerst dem Detektionprotokoll fir den anti- His-tag Antikérper
unterzogen, dann durch Behandlung mit dem stripping-Puffer von den anti-His-tag
Antikorpern befreit und schlief3lich mit dem anti-Strep-tag Antikorper behandelt.

3.5 HEMMUNG DER PROTEOLYTISCHEN AKTIVITAT VERSCHIEDENER PROTEASEN
DURCH FISCH-FETUIN-A

3.5.1 Bestimmung der Aktivitdten verschiedener Proteasen und Fisch-Fetuin-A
Der Einfluss des rekombinanten Fisch-Fetuin-A auf die Reaktionsgeschwindigkeiten verschie-
dener Proteasen wurde durch Detektion der hydrolytischen Spaltung verschiedener Substra-
te untersucht. Bevor auf die Einzelheiten der spezifischen Mef3reihen eingegangen wird,
werden zunachst die allgemeinen Bedingungen erldutert.

Da in dieser Arbeit die inhibitorische Aktivitdt eines Proteins aus dem wechselwarmen
Karpfen bestimmt werden sollte, wurden alle Kinetiken bei einer Temperatur von 25 °C, und
nicht bei 37 °C, durchgefihrt.

Substrate, die in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO) vorlagen, mussten vorsichtig so verdinnt
werden, dass die Enzymaktivitdt durch das DMSO nicht beeintrachtigt wurde, aber gleich-
zeitig hohe Konzentrationen an Substrat in Losung blieben. Fir die Messungen der Umsatz-
geschwindigkeiten wurde nach Vergleich verschiedener Versuchsmessungen eine DMSO
Konzentration von o,5 % gewahlt. Wahrend der zehnminitigen Vorinkubation von Inhibitor
und Protease befand sich kein DMSO im Ansatz. Alle Lésungen wurden vor Gebrauch auf
25 °C temperiert. Nach Ablauf der Vorinkubationszeit wurde das Enzym-Inhibitorgemisch in
der temperierten Kivette vorgelegt.

Durch die Zugabe des Substrats wurde die Reaktion gestartet. Da das Volumen der Substrat-
|6sung moglichst grof3 gehalten wurde, konnte wahrend des Zupipettierens eine bessere
Durchmischung in der Kivette erzielt werden. Die Zeit von der Zugabe des Substrats bis zum
Start der Aufzeichnung wurde fir jede Messung gestoppt und dauerte durchschnittlich 18
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Sekunden. Dadurch war es bei der Datenauswertung maglich, einen genaueren Startwert,
und so die minimale Fluoreszenzintensitat, zu ermitteln.

Die verwendeten Kivetten wurden vor jeder Messung mit Wasser und anschlieRend mit
70 %igem Ethanol gespilt, um sicherzugehen, dass keine Protease-Rickstdnde der
Totalumsatzbestimmung des Substrates der vorangegangenen Probe die neuen
Messergebnisse verfalschen wirden. Anschlief3end wurden die Kiivetten mehrmals mit hoch-
gereinigtem Wasser gespult, mit Stickstoff trocken gepustet und auf 25 °C temperiert.

Alle verwendeten Puffer wurden durch 0,22 pm Filter (Sarstedt, NUmbrecht, D) filtriert, um
sie von Schwebstoffen zu befreien.

3.5.1.1 Substrate

FUr die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat der unterschiedlichen Proteasen, mit und
ohne Inhibitor, wurden verschiedene Substrate eingesetzt. Dabei beruht der Nachweis auf
unterschiedliche Mechanismen, auf die im Folgenden kurz eingegangen werden soll. Die fir
die Konzentrationsbestimmungen verwendeten Extinktionskoeffizienten der verschiedenen
Substrate sind dem Anhang zu entnehmen (7.5).

Chromogene Substrate

An eine Peptidsequenz ist C-terminal para-Nitroanilid (pNA) gekoppelt. Die Absorption des
freigesetzten Nitroanilins kann bei einer Wellenlange von 405 nm aufgezeichnet werden. Der
Extinktionskoeffizient des Nitroanilins betragt bei dieser Wellenldnge 10200 M*cm™ (De
Young et al., 1978). Diese Substrate besitzen am N-terminalen Ende eine Succinyl-Schutz-

gruppe.

0
Peptidyl/[kNH NH,
Protease })
W Peptidyl 4< +
2 OH
NO, NO,
Nitroanilid Nitroanilin

Abbildung 8: Hydrolyse des chromogenen para-Nitroanilid (pNA) Substrates.
Von dem para-Nitroanilid Substrat wird durch enzymatische Hydrolyse para-Nitroanilin abgespalten.
Verdndert nach Brousseau et al. (2012) und erstellt mit ACD/ChemSketch 12.1 (ACD/Labs, 1994-2010,
www.acdlabs.com).
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Abbildung 9: Absorptionspektren von p-Nitroanilid und p-Nitroanilin.
Wihrend das Absorptionsmaximum von Peptidyl-p-Nitroanilid bei 315 nm liegt, verschiebt sich der Peak
nach proteolytischer Freisetzung des Nitroanilins in den langwelligeren Bereich, auf 380 nm. Bei dieser
Wellenliinge Uberlappen beide Absorptionsspektren, so dass die p-Nitroanilin-Freisetzung bei 410 oder
405 nm gemessen wird (Erlanger et al., 1961; Stécker et al., 1991b).

Das Substrat wurde in 5o mM Hepes Puffer (pH 8,0) geldst. Nach den Aktivitdtsmessungen
wurde das Substrat durch Zugabe von 2 pl 10 M Natronlauge (NaOH) vollstéandig hydrolysiert,
um die maximalen Produktkonzentrationen der einzelnen Proben zu bestimmen. Dadurch
konnten mégliche Pipettierfehler wahrend den Messreihen ausgeschlossen werden.

Die chromogenen Substrate Suc-Ala-Ala-Phe-pNA und Suc-Ala-Ala-Ala-pNA wurden fir die
Aktivitatsbestimmungen von Astacin verwendet.

FRET Substrate

Die Abkirzung ,FRET" steht fir die englische Bezeichnung ,fluorescence resonance energy
transfer". In alteren Publikationen wird auch die Bezeichnung ,radiationless energy transfer"
(RET) fur diese Energielbertragung verwendet (Lobb & Auld, 1984). Substrate dieser Klasse
enthalten eine fluorogene Gruppe, deren Elektronen durch die Absorption eines Lichtquants
einer bestimmen Wellenldnge auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Wahrend
des Rickfalls in den Grundzustand wird Fluoreszenstrahlung emittiert. Im intakten Substrat
wird die Energie strahlungsfrei auf ein Chromophor (Akzeptor) Ubertragen, welches einige
Aminosduren entfernt von der Donorgruppe — dem zumeist N-terminal lokalisierten Fluoro-
phor — gekoppelt ist. Dazu muss das Spektrum emittierter Lichtquanten mit dem Wellen-
langenbereich Uberlappen, welcher von der chromophoren Gruppe absorbiert werden kann
(Forster, 1948). Da die Energie nicht an die Umgebung abgegeben, sondern von einer zweiten
Gruppe aufgenommen wird, spricht man von einer Fluoreszenzléschung oder dem quenching-
Effekt. Analog dazu wird der Akzeptor als quencher bezeichet (Stryer, 1978; Winter & Noll,

1998).
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Abbildung 10: Schema des Funktionsprinzips von FRET-Substraten am Beispiel Mca/Dnp.
Durch Uberlagerung des Emissionsspektrums von (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl (Mca) mit dem
Absorptionsspektrum des 2,4-Dinitrophenyl (Dnp) wird die emittierte Energie des Mca von der Dnp-
Gruppe aufgenommen (gequencht) und bei einer héheren Wellenldnge als Fluoreszenz abgegeben.
FRET = fluorescence resonance energy transfer

Wird das Substrat innerhalb der Aminosauresequenz, welche Donor und Akzeptor in Nahe
zueinander bringt, geschnitten, so konnen sich beide Gruppen voneinander entfernen. Die
Energie kann nun nicht mehr strahlungsfrei Gbertragen werden und wird als Fluoreszenz-
strahlung emittiert.

Als FRET-Substrate wurden an Peptidketten gekoppelte Mca/Dnp-, Edans/Dabcyl- oder
Trp/Dansyl-Paare eingesetzt. Bei Verwendung dieser Substrate ist darauf zu achten, dass zu
viel Substrat im Ansatz die Ergebnisse verfdlschen kann, da es zum intermolekularen
quenching kommen kann. Hier wird dann die Energie, welche von einer freigesetzten
fluorogenen Gruppe emittiert wird, durch umliegende Akzeptorgruppen abgefangen und
kann nicht mehr als Proteolyseprodukt aufgezeichnet werden. Daher ist es immer notwendig
die maximale Fluoreszenzintensitat (maximale Quantenausbeute, Totalumsatz) des in der
Probe vorhandenen Substrates zu bestimmen.

Dazu wurde den Proben, falls nicht anders angegeben, 1 pl Proteinase K zu einer Endkonzen-
tration von 10 bis 13 pM zugesetzt und die Fluoreszenz bis zum Erreichen der maximalen
Fluoreszenzintensitat (Intm.) aufgezeichnet. Da bei den einzelnen Messungen die Zeit des
Aufeinandertreffens von Protease und Substrat bis zum Start der Aufzeichnung gestoppt
wurde, war auch die Anfangsintensitat (Int,i,) bekannt und die einzelnen Fluoreszenz-
ausbeuten (Alnt) konnten bestimmt werden.
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Tabelle 19: Beispiele von FRET-Substraten, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
Das Fluorophor (Donorgruppe) ist in fett, und das Chromophor (Akzeptor, Quencher) in kursiv hervor-
gehoben. Die Abkirzung Mca ist gleichbedeutend mit der aufSerdem gebrduchliche Abkiirzung MOCAc.
Beides steht firr (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl; Bachem - Glossary & Abbreviations; https://www.
bachem.com/, 7.8.2013). € = molarer Extinktionskoeffizient; Az, = Anregungswellenldnge; Ag,, = Emissions-

wellenldnge
e(M*cm™) A Ex Aem
Mca-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, €40nm 7500 320 Nnm 405 Nm
Ac-Arg-GIU(Edans)-Asp-Arg-NIe-YaI-GIy- €esmm 32000 350 nm 520 nm
Asp-Asp-Pro-Tyr-Lys(Dabcyl)-Amid
Dansy!-Pro-Lys-Arg-Ala-Pro-Trp-Val-OH €30nm 4300 280 nm 350 NnmM

Waéhrend die Mca/Dnp und Edans/Dabcyl Substrate in 100 % DMSO geldst wurden, konnte
das Dansyl-Substrat in Puffer (5o MM Hepes, pH 8,0) gelost werden. Das Dansyl-Substrat
(Dns-PKRAPWYV) wurde von der Intavis AG (Reutlingen, D) synthetisiert.

Inhibitoren aus unterschiedlichen Reinigungen wurden mit Hilfe des FRET-assays
miteinander verglichen. Dabei wurde die Hydrolyse von 10 pM Mca-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-
Lys(Dnp)NH, Substrat durch 5nM Meprin a, welches mit 1 uM Fisch-Fetuin-A gehemmt
wurde, mit der proteolytischen Aktivitat der ungehemmten Protease verglichen. Nach
Anregung bei einer Wellenlange von 320 nm wurde die emittierte Fluoreszenzstrahlung bei
405 nm Uber eine Zeitspanne von 300 Sekunden aufgezeichnet. Die enzymatische Aktivitat
von ungehemmten Meprin a entsprach 100 %. Demnach gab die Aktivitat der Protease in
Anwesenheit eines Inhibitors die verbleibende Restaktivitat an.

Fluorogene Substrate

Aufgrund der Schreibweise konnen FRET Substrate mit einer Mca-Gruppe leicht mit fluoro-
genen Substraten, die eine MCA-Gruppe tragen, verwechselt werden. Das Fluorophor
~Methyl-Cumaryl-Amid" (MCA) ist an das Carboxyl-Ende eines Peptids gekoppelt. Wird diese
Gruppe freigesetzt, so nimmt bei einer Anregungswellenldnge von 380 nm die Fluoreszenz,
welche bei einer Emissionswellenldnge von 460 nm aufgezeichnet wird, drastisch zu. Die
freigesetzte fluorogene Gruppe wird nun als AMC (7-Amido-4-methylcoumarin) bezeichnet.
Da es hier zu keinem quenching-Effekt innerhalb des Substrates kommt, handelt es sich hier
nicht um ein FRET Substrat.

Solch ein Substrat wurde beispielsweise fur die Aktivitditsmessung von Serinproteasen
eingesetzt. Das Boc-Phe-Ser-Arg-MCA Substrat (Peptanova, Sandhausen, D) wurde mit einer
Wellenlédnge von 380 nm angeregt und die Lichtemission bei 460 nm aufgezeichnet. Es ist
auch moglich, den Umsatz von Substraten dieser Klasse photometrisch zu bestimmen, denn
anders als die MCA-Gruppe, kann die AMC-Gruppe Licht der Wellenlange von 370 nm
absorbieren.
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FUr die Konzentrationsbestimmung des Substrats ist der Extinktionskoeffizient des Amins,
d.h. der AMC-Gruppe, bei 343 nm mit 25500 M™*cm™, sowie bei 370 nm mit 7700 M*cm™
bekannt (www. bachem.com/, 7.8.2013). Die t-Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc) am N-
Terminus dient zum Schutz des Selbigen vor Degradation. Dieses Substrat lag ebenfalls in
100 % DMSO vor und wurde unmittelbar vor den Messungen mit dem entsprechenden Puffer
verdinnt.

AMC

Peptidyl-MCA
NH HoN
Peptidyl””

+H,0
—= Y Peptid +

CHj;

Peptidyl-Methyl Cumaryl Amid (MCA) 7-Amido-4-methylcoumarin (AMC)

Wellenldnge [nm]

Abbildung 11: Fluoreszenzspektren der fluorogenen Gruppe MCA und des AMCs nach proteolytischer Abspaltung von
einer Peptidkette (links) und Strukturformeln (rechts)
Die senkrechten Linien markieren die Anregungswellenldnge A, bei 380 nm und die Emissions-
wellenliinge A, bei 460 nm (verdndert nach Brousseau et al., 2012).

3.5.1.2 Gerdte und Einstellungen/Programme fiir die Bestimmung proteolytischer
Aktivitdten

Die Wahl des Messgerdtes ist immer eng an die Bedingungen, unter denen die

Untersuchungen durchgefihrt werden sollen, sowie das eingesetzte Substrat geknipft. Es

standen drei verschiedene Gerate zur Verfigung, die alle fir unterschiedlichste Messungen

oder Vergleichsmessungen zum Einsatz kamen.

Cary 300 BioUV-Visible Spektrophotometer

Das Carry 300 Bio UV-Visible Spektrophotometer der Firma Varian (Darmstadt, D) ist fir Ab-
sorptionsmessungen entwickelt worden. Der Kivettenhalter ist durch das Peltierelement des
Gerates temperierbar. Die Daten wurden mit Hilfe der CaryWinUV Software aufgezeichnet.

Das Gerdt wurde fir Konzentrationsbestimmungen, sowie kinetische Messungen mit dem
para-Nitroanilid Substrat eingesetzt. Durch den integrierten Zellenwechsler war es moglich,
wahrend jeder Kinetik eine Referenzprobe mitzumessen und so direkt eine Korrektur durch
eine Leerprobe vorzunehmen. Es wurden Kivetten mit einem Fassungsvolumen von
mindestens 60 pl verwendet.

Varioskan Flash Fluoreszenz Spektrometer

Mit dem Varioskan® Flash von Thermo Scientific (Langenselbold, D) kann die Absorption,
Fluoreszenz oder Luminiszenz gemessen werden. Der entscheidene Vorteil dieses Gerates ist
die Verwendung von g6-well Mikrotiterplatten und damit die Moglichkeit der zeitnahen
Messung von mehreren Proben. Die Messung erfolgte von oben in die Vertiefungen, die die
100 pl Messansatzen enthielten. Das Varioskan® Flash Gerat wird durch die Skanlt® Software
(Version 2.4) gesteuert. Die Messdaten werden von diesem Programm angezeigt und kdnnen
fur die weitere Analyse als Excel Datei exportiert werden.
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LS 50B Luminiszenz Spektrometer

Das LS-50B Lumineszenz Spektrometer der Firma Perkin Elmer (Rodgau, D) ist mit einem
temperierbaren Kivettenhalter ausgestattet. Dabei erfolgt die Temperierung Uber ein
Wasserbad. Fir die Einzelmessungen wurden 100 pl Quarzkivetten (Hellma Analytics,
Mullheim, D) verwendet. Das Volumen der Proben betrug 105 pl.

Die Steuerung des Gerates erfolgte Uber die FL WinLab Software (Perkin Elmer, Rodgau, D)
und die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden mit den ,TimeDrive"-Progamm aufgezeichnet.
FUr die Anregungs- und Emmisionswellenlangen wurden jeweils Spaltbreiten von o nm oder
2,5 nm gewahlt. Den Angaben des Herstellers zufolge ist die Auflésung bei einer Spaltbreite
von o nm kleiner als 2 nm. Die Wahl einer gréfReren Spaltbreite bewirkte eine Verringerung
des Rauschens, aber auch hohere Werte der maximalen Intensitdten. Bei hohen
Substratkonzentrationen wurde daher der detektierbare Intensitatsbereich (bis 999,99)
Uberschritten.

3.5.1.3 Bestimmung kinetischer Parameter
Die enzymatische Katalyse kann im einfachsten Fall mit folgendem Reaktionsschema
beschrieben werden:

Ki Kz
E+S+——=ES+ E+P
K1

(4)

Dabei steht E fir Enzym, S fur Substrat, ES fir den Enzym-Substrat-Komplex, k, fUr die
Geschwindigkeitskonstante fur die Assoziation des Enzyms mit dem Substrat, k., fur die
Dissoziation und k, fir die Umsetzung des Substrats zum Produkt. k, ist oft der
geschwindigkeitsbestimmende Parameter und wird auch als ket bezeichnet (Cornish-
Bowden, 1995).

Die Messdaten wurden mit Microsoft Excel 2010 ausgewertet. Dabei wurde zuerst die Fluo-
reszenzzunahme pro Sekunde (Int/t) im linearen Anfangsbereich ermittelt. Diese Steigung
(m) ist proportional zu der Produktbildung pro Sekunde (P/t), also der Umsatzgeschwindig-
keit, und wird in M/s angegeben.

dint _ dP

% - @ T (s)
Fir fluorogene Substrate wurde auf3erdem die maximale Fluoreszenzausbeute (Intmax) Uber
eine zur Zeitachse parallele Tangente, im Bereich der maximalen Produktkonzentration
ermittelt. Durch Bericksichtigung der Dauer vom Start der Reaktion bis zum Start der
Aufzeichnungen wurde die anfangliche Fluoreszenzintensitdt (Intmi) ermittelt. Die
Fluoreszenzausbeute fur eine bestimmte Substratkonzentration (Alnt) ergibt sich aus der
Differenz:

Inty . — Intyin = Alnt (6)

Diese Fluoreszenzintensitdt wird ins Verhaltnis zur Substratkonzentration [S] (in M) gesetzt

und mit der Fluoreszenzzunahme m multipliziert. Man erhdlt die Geschwindigkeit fir den
Umsatz eines fluorogenen Substrates zum Produkt pro Zeiteinheit (M/s).
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[S] _ e
Alnt m = Umsatzgeschwindigkeit 7)

Mit Hilfe der Umsatzgeschwindigkeiten konnten dann Konstanten, wie die Michaelis-Menten
Konstante (Kyv) und die Inhibitionskonstante (K;), fir die jeweilige Protease ermittelt werden.
Dafir wurde die Erithacus Software Grafit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004) verwendet.

Michaelis-Menten Konstante (Ky,)

Die Michaelis-Menten Konstante (Ku) gibt die Substratkonzentration (M, mol/l) an, bei der
das Enzym die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit aufweist (Michaelis & Menten, 1913).
Fir die Ermittlung der Umsatzgeschwindigkeiten wird der lineare Anfangsbereich (initial rate)
der Kurven (Produktbildung/Zeit) verwendet. Die folgende Formel gibt die Michaelis-Menten
Gleichung wieder (Briggs & Haldane, 1925).

_ Vmax [S]

= 8
Ky-+[S] ©

Durch den Term Km wird in dieser Formel nicht nur die Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes und dessen Dissoziation bericksichtigt, sondern auch die Umsetzung des
Substrats zum Produkt (Bisswanger, 1994).

A

Umsatzgeschwindigkeit v (M/s)
<

»
»

K Substratkonzentration (M)

Abbildung 12: Bestimmung der Michaelis-Menten Konstante Kj,.
Die Umsatzgeschwindigkeit (v) wird gegen die Substratkonzentration aufgetragen. Dabei verliuft die
Umsatzgeschwindigkeit bei [S]> oo gegen einen maximalen Wert (V). Bei halber Umsatz-
geschwindigkeit ist die Hdlfte aller aktiven Zentren mit Substrat gesdttigt. Ky ist erreicht. Ein kleiner Ky
Wert zeigt an, dass das Substrat eine hohe Affinitdt zum Enzym besitzt.

Abbildung 12 stellt den Zusammenhang der Umsatzgeschwindigkeit und der Substrat-
konzentration graphisch dar. Bei einer unendlich hohen Substratkonzentration nahert sich
die Umsatzgeschwindigkeit (v) asymptotisch dem maximalen Wert (Vimax) an. Dann sind alle
aktiven Zentren der Protease mit Substratmolekilen gesattigt. Durch die Bestimmung der
halbmaximalen Umsatzgeschwindigkeit (Via4/2) wird die Substratkonzentration ermittelt, bei
der die Halfte der verfigbaren aktiven Zentren mit Substrat besetzt ist. Dieser Wert wird, wie
bereits oben erwahnt, als Michaelis-Menten Konstante (Ku) bezeichnet und unabhangig von
der Enzymkonzentration.

Nach Lineweaver und Burk (Lineweaver & Burk, 1934) erhalt man bei Verwendung der
reziproken Michaelins-Menten-Gleichung eine Gerade mit dem y-Abschnitt 1/Vi,.c und der
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Steigung Ki/Vimax- Bei dieser Auftragungsweise ist jedoch zu bericksichtigen, dass die Werte
bei niedrigen Substratkonzentrationen, mit einem grof3en Fehler behaftet sind.

Wechselzahl (Kcat)

Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten k., die auch als katalytische Konstante, turnover-
oder Wechselzahl bekannt ist, gibt die Zahl der Substratmolekile an, die pro Zeiteinheit im
katalytischen Zentrum eines Enzyms bei maximaler Substratsattigung umgesetzt werden.
Man erhalt ke durch Division von Vi durch die eingesetzte Enzymkonzentration. Seine
Einheit wird in s™* angegeben.

Vimax = Keat - [E] (9)

Vmax
kcat =

(E]

Durch den Kehrwert von ket kann auf die Dauer geschlossen werden, die fir die Katalyse der

(20)

Umsetzung eines Substratmolekils benotigt wird.

Spezifitdtskonstante (K../Km)

Setzt man die Wechselzahl ke und die Michaelis-Menten Konstante Kw zueinander ins
Verhdltnis, so gibt diese Spezifitdtskonstante Informationen Uber die katalytische Aktivitat
der untersuchten Protease (Wilkinson et al., 1983; Copeland, 2000).

Inhibitionskonstante (K;)

Bei Anwesenheit eines Inhibitors erweitert sich das Reaktionsschema im einfachsten Fall der
kompetitiven Hemmung dahingehend, dass eine weitere Gleichgewichtskonstante (K; =
koft/kon) fUr die Interaktion zwischen Enzym und Inhibitor eingefGhrt werden muss.

k1 kcat
E+S ES — E+P
ks
+
k1 b kcat
| Km =il
k1
konH koff
koﬁ
El K =-—
k

(12)

Mit der Formel 12 nach Bieth und mit Hilfe des GraFit 4.0.21 Programmes (Leatherbarrow,
1989-2004, www.erithacus.com/grafit) wurden die Inhibitionskonstanten fir die Inhibition
durch Fisch-Fetuin-A bestimmt. Dabei ist v; die Geschwindigkeit der Reaktion in Anwesenheit
des Inhibitors und v, die Geschwindigkeit in seiner Abwesenheit.

vi [E]+[1]+K;—/ ([E]+[1]+K;)% —4-[E]-[I]
L =1- (12)
Vo 2'[E]

Durch die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes kann
eine Aussage Uber die Affinitdt eines Inhibitors zu einem bestimmten Enzym getroffen
werden (Bieth, 1984). Je niedriger diese Inhibitionskonstante K; ist, desto hoher ist die
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Affinitat und desto besser wird die Aktivitat der Protease durch den Inhibitor gehemmt. Eine
geringere Inhibitorkonzentration wird dann benétigt, um die Umsatzrate zu senken.

3.5.2 Hemmung verschiedener Proteasen durch Fisch-Fetuin-A

Der Einfluss des rekombinant gewonnenen Fisch-Fetuins-A auf verschiedene Proteasen
wurde Uberprift. Diese werden in der Tabelle 20, zusammen mit den verwendeten Puffern,
Substraten und entsprechenden Konzentrationen aufgelistet. Die rekombinanten Protein-
asen wurden mit Hilfe des Bac-to-Bac Baculovirus Expressionssystems gewonnen. Dabei
wurden die Viren in Sfg Insektenzellen (Spodoptera frugiperda) amplifiziert und anschlief3end
fur die Transfektion von BTI-TN-5B1-4 Insektenzellen (high five Zellen aus Trichoplusia ni)
verwendet. BMP1 wurde in HEK 293 EBNA Zellen exprimiert. Diese Proteine wurden mir von
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt.

Wahrend den MefRreihen wurden die Enzymkonzentration, sowie die Inhibitorkonzentration
konstant gehalten. Die Konzentration des Substrats wurde variiert.

FiUr die Enzymkinetiken mit Astacin wurden 10 nM Protease ohne, mit 200 nM und mit 1 uM
Fisch-Fetuin-A inkubiert. Die Aktivitdt wurde dann mit dem Substrat Dns-Pro-Lys-Arg-Ala-
Pro-Trp-Val-OH (Intavis AG, Reutlingen, D) mit Konzentrationen von 1uM bis 750 uM
bestimmt.

Als Substrat fir die Bestimmung kinetischer Parameter der Inhibition von Meprin a durch
Fisch-Fetuin-A kam das FRET Substrat MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH,
(PeptaNova, Sandhausen, D) zum Einsatz. Die proteolytische Aktivitdt von 5nM Meprin q,
inkubiert mit 180 nM und 720 nM Fisch-Fetuin-A, sowie ohne Inhibitor, wurde bei Substrat-
konzentrationen von 1,3 UM bis 42,5 uM Uber einen Zeitraum von 180 Sekunden aufgezeich-
net. Die Totalhydrolyse des Substrats erfolgte dann durch die Zugabe von Proteinase K zu
einer Endkonzentration von 6,5 uM. Auch fir die Reduktion der proteolytischen Aktivitdt von
5 nM Meprin 8 durch 264 nM bzw. 469 nM Fisch-Fetuin-A wurde das FRET Substrat MOCAc-
Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, verwendet. Die Substratkonzentration umfasste dabei
den Bereich von 1,5 uM bis 48,7 uM. Fir die Ermittlung der Umsatzgeschwindigkeiten
wurden jeweils die ersten 180 Sekunden der Reaktionen ausgewertet. Die vollstandige
Hydrolyse des Substrates wurde ebenfalls mit einer Endkonzentration von 6,5uM
Proteinase K erreicht.
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Tabelle 20: Auflistung der getesteten Proteasen und der Bedingungen wdihrend des Aktivitdtstests

2,4-Dini-

4-(4-Dimethylaminophenylazo)-benzoyl; Dnp

t-Butyloxycarbonyl; Dabcyl =

Ac = acetyl; Boc=
trophenyl; Edans

fluorescence resonance

5-[(2-Aminoethyl)aminoJnaphthalen-1-Sulfonsdure; FRET

L-Nor-

= (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl; Nle =
tissue-type plasmino-

4-methyl-coumaryl-7-amid; Mca

energy transfer; MCA

3-Carboxy-propionyl; tPA =
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3.6 BIOINFORMATIK

Die universal protein resource Datenbank (UniProt, http://www.uniprot.org) bietet eine
Ubersicht und Informationsquelle Gber Aminosauresequenzen von Proteinen und weist Gber
450000 Eintrage auf (The UniProt Consortium, 2013). UniProt ist eine Metadatenbank, die zu
den jeweiligen Eintragen Querverweise zu anderen Datenbanken, die die Proteinstruktur,
codierende DNA, Expressionsort u. v. m. referenzieren, beinhaltet. Die fir die
Sequenzalignments, sowie Strukturvorhersagen verwendeten Aminosduresequenzen wurden
aus dieser Datenbank bezogen. Eine Ubersicht der Sequenzen ist im Anhang (7.2) aufgefuhrt.

3.6.1 Sequenzalignments

Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe der Clustal X 2.1 Software (Thompson et al, 1997)
erstellt und deren Darstellung mit dem Programm GeneDoc (Nicholas, 2006; Nicholas &;
Nicholas, Jr., 1997) bearbeitet. Fir die multiplen Alignments wurden die Standard-
einstellungen verwendet.

3.6.2 Strukturvorhersagen

Grundlegend fir funktionsfahige Proteine ist deren korrekte Faltung. Dabei spielen zum
einen intra- und intermolekulare Wechselwirkungen einer, bzw. mehrerer Polypeptidkette/n
eine wichtige Rolle. Zum anderen ist auch das Rickgrat der Polypeptidkette von nicht zu
vernachlassigender Wichtigkeit. Fir ein besseres Verstandnis dieser Tatsache, ist in der
Abbildung 13 ein Tripeptid schematisch dargestellt. Die Peptidbindungen sind aufgrund des
partiellen Doppelbindungscharakters relativ starr und kénnen daher auch als planare Flachen
dargestellt werden (siehe Abbildung). Die weiteren Bindungen innerhalb des Rickgrates der
Peptidkette hingegen sind beweglich. Die Konformation der Polypeptidkette wird durch die
beiden Torsionswinkel Phi (¢) und Psi (¢ [bzw. ¢' nach Ramachandran et al, 1963])
bestimmt. ¢ beschreibt die Rotation um die Bindung zwischen dem Stickstoffatom und dem
Cqo-Atom. Die Rotation um die C, — C-Bindung wird mit dem Winkel Y beschrieben. Durch
sterische Hinderungen sind nicht alle Winkel innerhalb der Polypeptidkette und somit nicht
alle Konformationen maglich. Sekundarstrukturen, d.h. a-Helices und B-Faltbldtter, weisen
immer charakteristische Winkelwerte auf.

Abbildung 13: Darstellung einer Tripeptidkette mit seinen Peptidbindungen und Torsionswinkeln.
In mitten der angedeuteten planaren Ebenen liegen die Peptidbindungen. Die Rotation der N-C,-
Bindung wird mit dem Torsionswinkel Phi beschrieben. Psi gibt die Torsion der C,~C-Bindung an.
(Erstellt mit ACD/Labs, 1994-2010, www.acdlabs.com)
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Mit dem Ramachandran Diagramm werden alle Torsionswinkel einer gefalteten
Polypeptidkette angegeben (Ramachandran et al., 1963). Dies ist ein geeignetes Werkzeug
zur Kontrolle von modellierten Strukturen, da hier alle Aminosduren der Polypeptidkette mit
ihren ¢ und Y Winkelwerten dargestellt werden (Abbildung 14). Sind Sekundarstrukturen
vorhanden, so konzentrieren sich die jeweiligen Reste auf bestimmte Bereiche des
Diagramms. Ebenso sind leicht Aminosduren zu identifizieren, deren Winkelwerte sterisch
nicht erlaubte Rotationswinkel angenommen haben. Je mehr von ihnen angezeigt werden,
desto unwahrscheinlicher ist es, dass das native Protein diese Konformation annimmt. Diese
Proteinbereiche sollten dann Gberarbeitet werden.

180+

~b

1354
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N
[y

Psi (degrees)
& 5 o

'
—
W
3

Phi (degrees)

Abbildung 14: Ramachandran Diagramm fir ZHE1 (3LQB.pdb).
Die Winkel ¢ und @ geben die Rotation der N-C,- bzw. C,—C-Bindung an. Das Diagramm wurde mit dem
Programm Procheck (Laskowski, 2009) erstellt.

Die Modellierungen wurden mit Modeller 9.12 (Sali, 2013) durchgefihrt. Fir jede zu
ermittelnde Struktur wurden jeweils zwanzig mogliche Strukturen berechnet, aus denen
dann die Wahrscheinlichste durch Vergleich der Plot-Dateien, sowie durch die interaktive
Analyse durch PdbSum und ProCheck (Laskowski, 2009) ermittelt wurde. Die Darstellung der
modellierten Strukturen erfolgte mit UCSF Chimera 1.8 (Pettersen et al., 2004).

3.6.3 Stammbaumanalyse der Cystatin-Superfamilie

Fir die Klarung der Verwandtschaftsverhaltnisse der Mitglieder der Cystatin-Superfamilie
wurden die einzelnen Cystatin-dhnlichen Domanen von Stefinen, Cystatinen, Kininogenen,
Histidin-reichen Glykoproteinen, Fetuinen A und B auf Proteinebene mit dem Programm
Clustal X2 (Thompson et al., 1997) miteinander verglichen. Die Berechnung des Stamm-
baumes erfolgte dann mit Hilfe des Programms MrBayes Version 3.12 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001; Ronquist et al, 2012). Dabei wurden insgesamt 5oooooo Durchlaufe
berechnet. Nach Verwerfung der ersten 1250000 berechneten Stammb&aume, wurde aus den
verbleibenden Daten ein Stammbaum berechnet, der dann mit dem Programm Dendroscope
(Version 3.2.10) dargestellt wurde (Huson & Scornavacca, 2012).
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4.1 DIE VERWENDETE INHIBITORSEQUENZ

Die Ausgangssequenz des Karpfen-Fetuins-A (Cyprinus carpio, cca) wurde von F. Xavier
Gomis-Ruth (Barcelona) zur Verfigung gestellt. Tsai und Mitarbeiter hatten gezeigt, dass der
aktive Inhibitor von der ccaFetuin L Form abgeleitet ist und N- und C-terminal prozessiert
vorliegt (Tsai et al., 2004). Dieser Sequenzbereich, der vermutlichen reifen, d.h. aktiven Form
des Inhibitors wurde fir die bakterielle Expression von Elena Frerick und Yan Lin in den pQE-
TriSystem His-Strep 2 Vektor eingebracht (Frerick, 2006; Lin, 2007). Das Fusionsprodukt wird
daher von einem N-terminalen Strep-tag und einem C-terminalen achtfachen His-tag
flankiert. Diese Markierungen ermdglichen die affinitdtschromatographische Reininigung des
Fisch-Fetuins. Zudem kann der heterolog gewonnene Inhibitor mit Hilfe von Antikorpern, die
gegen die Epitope WSHPQFEK (Strep-tag Il) bzw. HHHHH (penta-His-tag) gerichtet sind, im
Western Blot identifiziert werden.

Im Anhang ist ein Vergleich der Aminosauresequenzen von Karpfen Fetuin L und S sowie des
verwendeten Fetuin-Konstrukts (Fisch-Fetuin-A) dargestellt (Abbildung 47). Zwischen
ccaFetuin-L und der verwendeten Sequenz des reifen Inhibitors (Fisch-Fetuin-A) liegt an der
Position des Ser** einen Austausch zu Alanin vor. In der kurzen Variante, dem Fetuin-S, ist an
dieser Stelle die Aminosaure Glutamat lokalisiert.

Mit Hilfe des chromogenen Substrates Azocasein konnte bereits gezeigt werden, dass die
reife Fisch-Fetuin-A Sequenz aus dem pQE-TriSystem His-Strep Vektor 2 die Aktivitat der
Proteasen Meprina und Meprin B besser hemmt, als der Inhibitor, welcher durch die
Expression im pQE-TriSystem His-Strep Vektor1 System gewonnen wurde und beide
Markierungen C-terminal tragt (Meyer, 2009). Da in der vorliegenden Arbeit die Inhibition
weiterer Proteasen getestet werden sollte, wurde mit dem Konstrukt aus dem pQE-
TriSystem His-Strep Vektor 2 gearbeitet.

4.2 EXPRESSION DES INHIBITORS FETUIN-A AUS CYPRINUS CARPIO

Die Sequenzen des reifen Fisch-Fetuins-A, bzw. des (D**A)-mutierten Fisch-Fetuins-A
wurden mit Hilfe des pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektorsystems in kompetenten Escherichia
coli M15[pREP4] exprimiert. Zur Kontrolle des Expressionserfolgs wurden E. coli M15[pREP4]
mit dem pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor ohne Insert transformiert. Die vierstindige
Proteinexpression wurde mit Isopropyl-B-D-Thiogalactosidase (ITPG) induziert. Anschliel3end
wurden die stindlich genommenen Proben durch SDS PAGE und Western Blot analysiert.
Abbildung 15 zeigt exemplarisch eine solche Proteinexpression anhand eines Coomassieblau
gefdrbten SDS Gels.
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Leervektor strep-FetA-his
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Abbildung 15: Kontrolle der heterologen Expression des reifen Fisch-Fetuins-A in E. coli M15[pREP4].
Als Kontrolle wurden E. coli des gleichen Stamms mit dem pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor ohne In-
sert (Leervektor) transformiert. t, bis t, geben den Zeitpunkt der stiindlichen Probennahme wiéhrend der
Expression an. Pelletierte 1 ml Proben wurden in Probenpuffer aufgenommen, auf einem 12 %igen SDS
Gel aufgetrennt und durch die Coomassie Féirbemethode nach Kang et al. (2002) angefirbt. Als Protein-
standard wurden 8 ul des Py ColorPlus prestained (NEB, Frankfurt am Main, D) aufgetragen. Der Pfeil
weist auf das exprimierte Fisch-Fetuin-A (strep-FetA-his) hin.

Fisch-Fetuin-A konnte erfolgreich in E. coli M15[pREP4] eprimiert werden (Abbildung 15). Die
Anreicherung von Fisch-Fetuin-A im Laufe der Expression ist in den Proben rechts des
Proteinstandards im Coomassie-gefarbten SDS Gel (Abbildung 15) sowie auf dem Western
Blot, nach der Detektion des His-tags, zu beobachten. Im SDS Gel ist diese Zunahme der
Banden in der Hohe von ca. 34 kDa besser zu erkennen als auf der Blotmembran, wo weitere
Proteine detektiert wurden. Die Proben der Leervektor-Expression zeigen im SDS Gel wie
auch im Blot zwei, drei und vier Stunden nach der Induktion (t,) keine Veranderungen von
Bandenstarken. Nickel-Chelat Affinitdtschromatographie

Zellpellets der heterologen Expression wurden unter denaturierenden Bedingungen aufge-
schlossen und im batch-Verfahren an 3 ml Ni-NTA superflow Sepharose gebunden. Durch
schrittweises Absenken des pH-Wertes wurden zuerst Proteine des Bakterienlysats, die
unspezifisch an das Sadulenmaterial gebunden haben, von der Saule gelost. Bei einem pH-
Wert von 4,5 sollte dann das Expressionsprodukt, Fisch-Fetuin-A, welches C-terminal acht
Histidinreste (His-tag) besitzt, in moglichst reiner Form von der Sdule gelést werden. Die
folgende Abbildung 16 zeigt die Elutionsprofile der parallelen Reinigung von Fisch-Fetuin-A
und dessen Asp™* > Ala*“-mutierten Variante (Fet A").
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Abbildung 16: Ni-NTA Elutionsprofile der parallelen Reinigung von Fisch-Fetuin-A (Fet A, blau) und der (D***A)-
mutierten Variante (Fet A*, grin).
Alle verwendeten Puffer enthielten 6 M GuHCl, 200 mM NaH,PO, und 10 mM Tris. Sie unterschieden
sich lediglich in ihren pH-Werten (Siehe Legende in der Abbildung). Die Puffer wurden mit einer Ge-
schwindigkeit von 2 ml/min eingetropft. Das Volumen der gesammelten Fraktionen betrug jeweils 2 ml.

Fraktionen, die durch hohe OD ,g,,m Werte einen hohen Proteingehalt anzeigten, wurden
durch TCA-Fallung (trichloroacetic acid) von Guanidiniumhydrochlorid (GuHCI) befreit und,
sofern erforderlich, konzentriert. Dann erfolgte die Auftrennung der Proben auf 12 % SDS
Gelen, um Verunreinigungen durch weitere Proteine ausschliefen zu kénnen. Durch die
Western Blot Analyse wurde sichergestellt, dass die Bindung der His-markierten Proteine des
Zelllysats erfolgreich war.
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Abbildung 17: Kontrolle des Reinigungserfolgs nach der Ni-NTA Affinitdtschromatographie.
Einzelne Fraktionen der affininititschromatographischen Reinigung des Fisch-Fetuins-A mittels Ni-NTA
superflow Sepharose (Qiagen, Hilden, D) wurden TCA gefillt und auf einem 12 %igem SDS Gel aufge-
trennt. Im Anschluf3 an den Western Blot wurden die His-markierten Proteine auf den Membranen de-
tektiert. Als Proteinstandard wurden jeweils 5 ul MagicMark XP aufgetragen. F = Fraktion

Der Inhibitor besitzt auf der Basis der Markerproteine eine Molekilmasse von ca. 40 kDa
(Abbildung 17), wodurch frihere Ergebnisse bestétigt wurden (Meyer, 2009). Fisch-Fetuin-A
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wurde bei einem pH-Wert von 4,5 von der Sdulenmatrix eluiert. In den Fraktionen 3 und 5
wurden aufRerdem weitere Signale verschiedener Molekulargewichte detektiert. Diese
Verunreinigungen wurden im weiteren Vorgehen aus den Lésungen entfernt (Abschnitt 4.5).
Der spezifische Nachweis des Proteins, vor und nach der Bindung an die Sdulenmatrix, weist
auf eine Erschépfung der Saulenkapazitat hin.

4.3 DERINHIBITOR NACH DER REINIGUNG

Das gewonnen Fisch-Fetuin-A, bzw. dessen Mutante, wurden mit Hilfe eines Faltungspuffers
in deren native Konformation Uberfihrt und anschlieRend dialysiert. Durch Zentrifugation in
Amicon-Zentricons wurde das Volumen des Dialysats um das Einhundertfache reduziert.
SchlieBlich wurde Uberprift, ob wahrend des Faltungsschritts tatsachlich intramolekulare
Disulfidbricken ausgebildet wurden. Dazu wurde der Inhibitor mit 3x Probenpuffer (PP)
versetzt, der die Disulfidbricken-reduzierende Agens Dithiothreitol (DTT) enthielt. Als Ver-
gleich diente die gleiche Menge Inhibitor der gleichen Charge, welche mit 3x PP ohne DTT
versetzt worden war.

mit DTT ohne DTT
/—/% /—/%
FetA FetA* FetA FetA*

Abbildung 18: Kontrolle der Faltung des Fisch-Fetuins-A (FetA), sowie des D144A- Fisch-Fetuins-A (FetA¥*).
Nach der Dialyse und Konzentrierung der Inhibitorvarianten, wurden diese unter Disulfidbriicken-
reduzierenden (mit DTT) und nicht reduzierenden (ohne DTT) Bedingungen auf einem 12 % SDS Gel
aufgetrennt. Fir die Analyse wurden jeweils 14 ul der fertig eingeengten Proteinlésungen verwendet Es
wurden 10 ul des 2-212 kDa Broad Range Proteinmarker von NEB (Frankfurt am Main, D) eingesetzt.

Das SDS Gel der Abbildung 18 zeigt im Vergleich zum umreduzierten Zustand eine deutlich
verkirzte Laufstrecke des reduzierten Fisch-Fetuins-A. Dies spricht fir ein die Ausbildung von
intramolekularen Disulfidbricken, die zu einer Strukturanderung des Inhibitors fihrten und
folglich auch das Laufverhalten im SDS Gel veranderten. Gleichzeitig kann die Bildung
intermolekularer Disulfidbricken ausgeschlossen werden. Des Weiteren ist durch dieses Gel
auch die Reinheit des isolierten und in den nativen Zustand UberfGhrten Proteins ersichtlich.
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4.4 KONTROLLE DES GEWONNENEN FISCH-FETUINS-A

Die Reinheit der Inhibitorchargen aus verschiedenen Praparationen wurden mit Hilfe der SDS
PAGE Uberprift (

Abbildung 19), wobei unter 1-4 gleiche Konzentrationen aufgetragen wurden. Nummer (5)
war eine bereits getestete Inhibitorcharge. Hier wurde eine gréf3ere Menge aufgetragen, um
eventuelle Verunreinigungen besser nachzuweisen.

Fisch-Fetuin A

M1 (2 6 4 (5)

kDa
175

80
58

46

30

23

Abbildung 19: Vergleich verschiedener Fisch-Fetuin-A Chargen per SDS PAGE.
Die Proben wurden auf einem 12 % SDS Gel aufgetrennt und mit der Coomassie Férbelésung nach Kang
et al. (2002) angefibt. Als Proteinstandard (M) wurden 10 ul P7 ColorPlus prestained aufgetragen. In
den Taschen (1) bis (4) wurden 142 ng, in (5) 346 ng Fisch-Fetuin-A aufgetragen.

Offensichtlich sind Banden unterschiedlich stark und auch heterogen verteilt. Die Chargen (1)
und (4) sowie (2) und (5) sind sich dhnlich. Da alle Proteinldsungen Fragmente, mit relativen
Molmassen unter 34 kDa aufweisen, handelt es sich hier wahrscheinlich um proteolytisch
entstandene Abbauprodukte. Dafir sprechen die &hnlichen Bandenmuster der Chargen (1)
und (4), sowie (2) und (5).

Die inhibitorische Kapazitat der verschiedenen Fisch-Fetuin-A Chargen wurde mit der
Astacinprotease Meprin o Uberprift (Abbildung 20).

100%
100% ]
80% 1 6o
0
cove I 5u% ° 54%
0% —
o D - D D -
20% ]
0% D D
Mep a (1) (2) (3) (4) (5)

Abbildung 20: Gegendiiberstellung der Aktivitct verschiedener Fisch-Fetuin-A Chargen per FRET assay.
Die Nummerierungen entsprechen den Fisch-Fetuin-A Chargen in der
Abbildung 19. 5nM Meprin o wurde mit jeweils 1 uM rekombinantem Fisch-Fetuin-A gehemmt. Es
wurde fir 10 Minuten bei 25 °C vorinkubiert. Als Substrat wurden 10 uM des FRET Substrats Mca-Tyr-
Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, eingesetzt (Ag, = 320 nm; Agy, = 405 nm).
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Die Chargen (2) und (5) besalRen die stérkste Hemmwirkung; die Restaktivitdt der Protease
nur noch 20 %, bzw. 19 % betrug. Alle anderen Fisch-Fetuin-A Chargen waren mit Meprin a-
Restaktivitdaten zwischen 54% und 60% deutlich weniger effektiv. Fir die weiteren
Hemmversuche wurden daher ausschlief3lich die Inhibitorchargen (2) und (5) verwendet.

4.5 AFFI-GEL® BLAU AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

Die offensichtlich vorhandenen Verunreinigungen solten durch Affinitatschromatographie
Uber Affi-Gel® Blau entfernt werden (Abbildung 21). Dieses immobilisierte Cibacron Blau F3-
GA Gel war bereits erfolgreich fir die Isolierung von Plasmaproteinen verwendet worden

(Gianazza & Arnaud, 1982a).
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Abbildung 21: Elutionsprofil der Affi-Gel” Blau Affinititschromatographie.
Der Puffer enthielt 50 mM Hepes und steigende NaCl Konzentrationen (pH 7,5). Das Séulenvolumen

betrug 1 ml. Es wurden jeweils 2 ml Fraktionen aufgefangen.

Nach der Affi-Gel® Blau Affinitatschromatographie war der Inhibitor reiner und besaf}
erhohte inhibitorische Aktivitat. Als Kontrolle wurde eine bereits Uberprifte Fisch-Fetuin-A
Charge verwendet (Abbildung 22).
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100%
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Abbildung 22:Kontrolle von Affi-Gel” Blau-Elutionsfraktionen durch SDS PAGE und Vergleich der inhibitorischen
Aktivitdt des Fisch-Fetuins-A aus verschiedenen affinititschromatographischen Reinigungen.
links: Auftrennung der Proben vor und nach der Bindung des Fisch-Fetuins-A an die Affi-Gel® Blau Séule
und Elutionsfraktionen (EF). Fraktionen, die mit dem gleichen Puffer eluiert wurden, wurden vereint und
konzentriet. 12 % SDS Gel, Coomassie Blau-Firbung; Proteinstandard 10 ul P7 ColorPlus prestained.
rechts: Die proteolytische Aktivitit von 5 nM Meprin o (100 %) wurde mit jew. 1 uM rekombinantem

Fisch-Fetuin-A (siehe Balkenunteschrift) gehemmt. Es wurde fir 10 Min bei 25 °C vorinkubiert. Als
Substrat wurden 10 uM Mca-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, eingesetzt.

4.6 UNTERSUCHUNG DER INTERAKTION DES INHIBITORS MIT DER ASTACIN-
PROTEASE NEPHROSIN

4.6.1 Native Gelelektrophorese von Fisch-Fetuin-A und Nephrosin

Da Nephrosin mit Fisch-Fetuin-A einen stabilen Komplex bildet, der im Fischblut nachweisbar
ist (Tsai et al, 2004), sollte dieser Komplex in der nativen Gelektrophorese dargestellt
werden. Abbildung 23 zeigt ein natives Polyacrylamidgel Gel (ohne SDS und reduzierende
Agenzien, pH 10,0). Nephrosin konnte in diesem Gelsystem nicht nachgewiesen werden und
zwar weder durch Coomassie Farbung noch durch Western Blot und Immunnachweis mit
einem Anti-Strep-tag Antikorper. Aufgrund des pH-Wertes des Laufpuffers, welcher nahe am
isoelektrischen Punkt der Protease liegt, konnte Nephrosin in Richtung Katode aus dem Gel
gelaufen sein. In jedem Fall war keine Verdnderung des Bandenmusters zu erkennen.
Allerdings wurde in der Laufspur, die Nephrosin und Fisch-Fetuin-A enthielt, immer ein
deutlich schwacheres Fisch-Fetuin-A Signal beobachtet, als in der Kontrolle.
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Fisch-Fetuin A + + -
Nephrosin - + +

Abbildung 23: Native Gelelektorphorese von Fisch-Fetuin-A und autoaktiviertem Nephrosin.
Der pH-Wert des Gels betrug pH 10,0. Es wurden jeweils 620 ng autoaktiviertes Nephrosin und 12,8 ug
Fisch-Fetuin-A eingesetzt. Die fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubierten Proben wurden mit
sfach- Probenpuffer versetzt. Die Proteine wurden nach der Auftrennung mit Coomassie Blau nach der
Methode von Kang et al. (2002) angefiirbt.

4.6.2 Gelatine-Zymographie

Anhand der Zymographie sollte der Abbau der Gelatine durch das rekombinante, aus
Insektenzellen (high five) gewonnene und autokatalytisch aktivierte Nephrosin des Zebra-
barblings (Danio rerio), sowie dessen Inhibition durch Fisch-Fetuin-A nachgewiesen werden.

Nephrosin Nephrosin
F-FetA +F-Fet A

Abbildung 24: Gelatine-Zymographie von Nephrosin und Fisch-Fetuin-A.
0,1% Gelatine wurden in ein 12 %iges SDS Gel einpolymerisiert. Die entsprechenden Taschen
enthielten 6,4 uM Fisch-Fetuin-A und/oder 3,2 uM Nephrosin. Die Proteinlésungen wurden 20 Minuten
und nach Zugabe des 4x Probenpuffers fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einstiindigem Waschen in 2,5 % Triton-X100 Puffer wurde das Gel iiber Nacht bei 25 °C in 50 mM Hepes
(pH 8,0) inkubiert. Anschliefend erfolgte die Coomassie Blau Fdrbung. Das Trenngel, welches keine
Gelatine enthielt, und in dem auch keine Proteine angefirbt wurden, wurde fiir die Darstellung entfernt.

In die erste Tasche (Abbildung 24) wurden 6,4 UM Inhibitor aufgetragen (Fisch-Fetuin-A
Kontrolle). In dieser Spur ist kein Gelatineabbau festzustellen, allerdings ist der angefarbte
Inhibitor (dunkler Bereich zu Beginn des Trenngels) erkennbar. Rechts wurden 3,1 pM
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Nephrosin als Kontrolle aufgetragen. Die in das Gel einpolymerisierte Gelatine wurde
besonders stark zu Beginn des Trenngels abgebaut.

In der mittleren Spur wurden Inhibitor und Protease mit den gleichen Konzentrationen wie in
den entsprechenden Kontrollen aufgetragen. Die Lysebanden des Nephrosins liegen hier
weiter unten im Trenngel.

4.7 PROZESSIERUNG DES FISCH-FETUINS-A DURCH PROTEASEN

Tsai et al. (2004) hatten die Vermutung gedufRert, Fisch-Fetuin-A kdnnte von seiner
Zielprotease Nephrosin proteolytisch gespalten und dadurch in die inhibitorisch aktive
Konformation umgewandelt werden (Tsai et al., 2004). Daher sollte geklart werden, ob Fisch-
Fetuin-A auch durch andere Proteasen der Astacinfamilie gespalten werden kann. Es wurden
verschiedene Astacine mit dem Inhibitor inkubiert und anschlieRend durch SDS PAGE und
Western Blot analysiert (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Fisch-Fetuin-A nach der Prozessierung durch Proteasen der Astacinfamilie.
2 UM Fisch-Fetuin-A, Gber 12 Stunden bei 37 °C ohne und mit 1, 720 M Meprin o, Meprin 8 bzw. Astacin
inkubiert, wurden auf einem 20 %igem SDS Gel aufgetrennt und auf eine PVDF Membran transferriert
(Western Blot). Nach der Detektion des C-terminalen 8x His-tag des Fisch-Fetuins-A wurde der
Antikérper (AK) durch Stripping Puffer von der Membran gewaschen. Es folgte die Detektion des N-
terminalen Strep-tags. Als Proteinstandard wurden jeweils 5 ul MagicMark XP aufgetragen.

Nach Inkubation mit Astacin war kein Abbau der Fisch-Fetuin-Bande im SDS-Gel und
Western Blot erkennbar. Demnach ist Fisch-Fetuin-A kein Substrat fUr Astacin.

Durch Meprin o und Meprin B hingegen wird die Intensitdt der Hauptbande, die mit dem
MagicMark XP (Invitrogen, Karlsruhe, D) Proteinstandard bei ca. 43 kDa detektiert wird,
verringert und es treten neue Banden bei kleineren relativen Molekilmassen auf (Abbildung
25). Dabei scheint Meprin a im N-terminalen Bereich zu zu spalten, Meprin B dagegen im C-
terminalen Bereich. Dafir sprechen die Western Blots mit Antikdrpern gegen den N-
terminalen Strep-tag und den C-terminalen His-tag, denn Meprin a schwacht das Strep-tag
Signal, Meprin B hingegen das His-tag Signal ab. In allen Ansdtzen wurde Fisch-Fetuin-A
deutlich schneller durch Meprin B als durch Meprin a prozessiert.
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Kleinere Prozessierungsprodukte konnten auch mit Hilfe des engmaschigen 20% SDS
Gelsnicht nachgewiesen werden. Die schwache Bande bei 31 kDa in der Spur von Fisch-
Fetuin-A und Meprin B ist kein Resultat der Meprinaktivitat, denn bei langerem Belichten und
langerer Entwicklungszeit des belichteten Roéntgenfilms, war auch in anderen Spuren in
dieser Hohe ein schwaches Signal zu erkennen.

Die Verschiebung der Banden (Banden shift) konnte auf3erdem durch Auftrennung der
Proteingemische in unterschiedlich stark konzentrierten Polyacrylamid-SDS Gelen (10 % und
7,5%) dargestellt werden. Die GrofRenbestimmung des durch Meprin B abgespaltenen
Fragments ergab mit dem Programm ,GelAnalyzer2010a"™ (Lazar, 2010) ca. 3 kDa und mit
Hilfe einer Eichgeraden ca. 5 kDa. Die Bandenverschiebung durch Meprin a ist nur gering-
fugig kleiner.

Aufgrund der Substratpraferenz der Meprine wurde eine essentielle Rolle einer negativ
geladenen Aminosaure wahrend der Inhibition durch Fisch-Fetuin-A vermutet. Dabei stand

4 im Fokus naherer Untersuchungen. Im Rahmen

zundchst der konservierte Aspartatrest Asp
einer Bacherlorarbeit wurde im, fir die Aminosaure Aspartat kodierenem, Basentriplett GAC
das Nukleotid Adenin durch Punktmutation durch ein Cytosin ausgetauscht (Preil3, 2011). Bei
der Translation wurde daher statt des Aspartats Alanin in die Polypeptidkette eingebaut. Die
Punktmutation in der Nukleotidsequenz des reifen Fisch-Fetuins-A wurde durch

Sequenzierung bestatigt.

Da D**A-Fisch-Fetuin-A mit dem Wildtyp verglichen werden sollte, wurden beide Konstrukte
nach der Expression in kompetenten E. coli M15[pREP4] parallel aus den Bakterienpellets
durch Zelllyse und Nickel-NTA Affinitatschromatographie isoliert. Anschlief3end wurden die
Eigenschaften des mutierten Inhibititors wie die des Wildtyps analysiert (Siehe folgenden
Abschnitt 4.8.1).

Die Inkubation des mutierten D***A-Fisch-Fetuins-A mit Meprin o und Meprin B zeigte in den
Blots die gleichen Banden, wie sie auch mit unmutiertem Fisch-Fetuin-A zu beobachten sind.
Auch war die Prozessierung durch Meprin B schneller als durch Meprin a.

4.8 HEMMUNG DER PROTEOLYTISCHEN AKTIVITAT VERSCHIEDENER PROTEASEN
DURCH FISCH-FETUIN-A

4.8.1 Vergleich von Fisch-Fetuin-A (wt) und der (D'**A) Mutante

Aus E. coli Bakterienpellets der heterologen Expressionen von Fisch-Fetuin-A und dessen,
durch Austausch des Asp™** mit einem Alaninrest, mutierte Form wurden die Inhibitoren unter
exakt den gleichen Bedingungen gewonnen. Die Isolierung erfolgte durch Nickel-Chelat
Affinitatschromatographie. Im Anschluss an die Faltung, Dialyse und Konzentrierung, wurde
das inhibitorische Potential der beiden Formen durch Hemmung von Meprin o ermittelt.

In dieser Messreihe setzte ungehemmtes Meprin o das Substrat MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-
Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, mit einer Geschwindigkeit von rund 10 nM/s um (1200 %). Fisch-Fetuin-A
reduzierte die Meprina Aktivitdt auf 66 %. Fisch-(D'*A)-Fetuin-A zeigte mit einer
Restaktivitat von 64,1 % eine sehr ahnliche Hemmung.
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Da beide Formen des Inhibitors die Protease im gleichen Ausmalé hemmten, scheint der Rest
Asp™* nicht fur inhibitorische Aktivitat des Fetuins gegeniber den Meprinen verantwortlich
zu sein.

4.8.2 Inhibition von Astacinproteasen durch Fisch-Fetuin-A

4.8.2.1 Nephrosin und Fisch-Fetuin-A

Die Hydrolyse des MOCAc-Gly-Ser-Pro-Ala-Phe-Leu-Ala-Lys(Dnp)-DArg-NH, FRET-Substra-
tes durch 10 nM autoaktiviertes Nephrosin (freundlicher Weise zur Verfigung gestellt von
Mario OIf, Mainz) wurde durch o,5 pM und 1 pM Fisch-Fetuin-A um 87 % bzw. fast 95 %
gehemmt (Abbildung 27). Fir die Bestimmung eines verldsslichen Ki-Wertes standen jedoch
zu wenige Messdaten zur Verfigung. Nach vorsichtiger Abschatzung und im Vergleich mit
den Messwerten fiur Meprin o (Tabelle 22) liegt der K; fir Nephrosin sicher unter 100 nM.
Damit ist Nephrosin die durch Fisch-Fetuin-A am effektivsten gehemmte Astacinproteinase.

100% - Restaktivitat von Nephrosin
+
‘©
=
-
< 75% -
[0}
ey
(9]
o
g 50% -
©°
3
o
0 -
a 25% 13%
5%
0,5 uM 1pM

Fisch-Fetuin A Fisch-Fetuin A

Abbildung 26:Der Einfluf3 von Fisch-Fetuin-A auf die Nephrosin-Aktivitdt.
Die Aktivitdt von 10 nM Nephrosinwurde mit dem Substrat MOCAc-GSPAFLAK(Dnp)p-R-NH, (7,5 uM),
welches ohne, sowie mit 500 nM und 1 uM Fisch-Fetuin-A inkubiert wurde, wurden eingesetzt.

4.8.2.2 Astacin und Fisch-Fetuin-A

FiUr die Detektion der Aktivitat des FluRkrebsastacins wurde das Substrat Dns-Pro-Lys-Arg-
Ala-Pro-Trp-Val-OH verwendet (Stocker et al., 1990). Die Detektion des Substratumsatzes
durch Astacin ist bei dem FRET Substrat deutlich sensitiver als bei dem alternativen
chromogenen Substrat Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-Nitroanilid (Stocker et al., 1991b) und es
kdnnen geringere Substrat- und Enzymkonzentrationen eingesetzt werden. Allerdings ist fur
die korrekte Bestimmung der Umsatzgeschwindigkeit die Totalhydrolyse des Substrates
notwendig.

Es wurden Enzymkinetiken mit 10 nM Astacin ohne, mit 100 nM und mit 1 pM Fisch-Fetuin-A
bei Dns-Pro-Lys-Arg-Ala-Pro-Trp-Val-OH-Substratkonzentrationen von 1pM bis 750 uM
bestimmt. Die ermittelten Daten lagen alle sehr dicht beieinander. Dennoch ist eine
schwache Hemmung des Fluf3krebastacins durch Fisch-Fetuin-A zu beobachten. Die mit dem
GraFit 4.0.21 Programm analysierten Daten und die ermittelten Konstanten werden in der
Tabelle 21 bzw. Abbildung 27 aufgefihrt. Fir die Inhibition von Astacin durch Fisch-Fetuin-A
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wurde die Inhibitionskonstante (K;) 3,49 pPM ermittelt. Dabei ist der ermittelte Fehler mit
+1,1 UM sehr hoch.

Tabelle 21: Messwerte und kinetische Konstanten fiir die Aktivitit von Astacin mit und ohne Fisch-Fetuin-A, durch den
Umsatz des FRET Substrates Dns-PKRAPWV.
Die Konstanten wurden mit dem Program GraFit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004) ermittelt. Die
Inhibitionskonstante K; liegt bei 3,49 UM (% 1,1 uM).

10 nM Astacin Km (M) keat 57) | keat/Km (s M)
ohne Fisch-Fetuin-A 2,82:10™ *4,7:10° 102,70 3,64-10°
mit 200 nM Fisch-Fetuin-A | 2,13-10™ +7,0:107 107,40 5,04-10°
mit 1 UM Fisch-Fetuin-A 3,12-10™* +4,0-10° 98,91 3,17-10°

10°

—@— 10 nM Astacin
8x 107 — —— + 100 nM Fisch-Fetuin A

—A— + 1 uM Fisch-Fetuin A

Umsatzgeschwindigkeit [M/s]

N
x
=
e
L

. : : : ; l,v l,v >
o 8§ S S S S S S S
Dns-PKRAPWV [M]
Abbildung 27: Enzymkinetik von Astacin mit Fisch-Fetuin-A.
Die Vorinkubationszeit betrug 10 Minuten. Die Inkubationen, sowie die Messungen wurden bei 25 °C
durchgefiihrt. Der Substratumsatz von 10 nM ungehemmten Astacin, sowie gehemmt durch 200 nM
und 1,0 uM Fisch-Fetuin-A wurde mit Hilfe des Programms Grafit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004)
analysiert und dargestellt. Es wurden Konzentrationen des Dns-Pro-Lys-Arg-Ala-Pro-Trp-Val-OH
(Intavis AG, Reutlingen, D) Substrates von 1,1 bis 748 uM eingesetzt (x-Achse). Die Inhibitionskonstante

K;liegt bei 3,49 UM (+ 1,2 uM). (Ag, = 280 nm; Agy, = 350 nm)

4.8.2.3 Meprin o und Fisch-Fetuin-A

Fir die Bestimmung kinetischer Parameter der Inhibition von Meprin a durch Fisch-Fetuin-A
wurden 1,3uM bis 42,5 uM des FRET Substrates MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-
Lys(Dnp)NH, eingesetzt.
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Darstellung der Inhibitionskinetiken von Meprin o mit Fisch-Fetuin-A.

Der Substratumsatz von 5nM ungehemmten Meprin o, sowie gehemmt durch 180 nM und 720 nM
Fisch-Fetuin-A wurden mit Hilfe des Programms Grafit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004) analysiert.
MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, wurde von 1,3 bis 42,5 uM eingesetzt (x-Achse).
(Aex = 320 Nm; Agy, = 405 nm)

Abbildung 28 dargestellten Punkte der einzelnen Umsatzgeschwindigkeiten von

Meprina mit und ohne Fisch-Fetuin-A sind in der Abbildung 29 doppelt-reziprok nach

Lineweaver und Burk aufgetragen (Lineweaver & Burk, 1934). Diese Darstellung lasst auf eine

kompetititve Hemmung von Meprina durch Fisch-Fetuin-A schlieSen. Wadhrend die

maximale Umsatzgeschwindigkeit anndhrend gleich bleibt, nimmt der Ky mit steigender
Inhibitorkonzentration zu (Tabelle 22). Die Inhibitionskonstante K; liegt bei 115 nM.
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Abbildung 29: Doppelt-reziproke Auftragung aller Werte der Inhibition von Meprin a durch Fisch-Fetuin-A nach

Lineweaver und Burk.

Auftragung der Werte aus Abbildung 28 nach Lineweaver und Burk (Lineweaver & Burk, 1934). Eine
VergréfSerung des Geradenschnittpunkets auf der rechten Seite dargestellt. Es wurden
Substratkonzentrationen von 1,3 bis 42,5 uM eingesetzt. Aus den Schnittpunkten mit der x-, bzw. y-
Achse kann Ky, bzw. V. abgeleitet werden (Lineweaver & Burk, 1934). v = Umsatzgeschwindigkeit,
[S] = MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH2 Konzentration
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Tabelle 22: Messwerte und kinetische Konstanten fiir die Aktivitdt von Meprin a mit und ohne Fisch-Fetuin-A, durch
den Umsatz des FRET Substrates MOCAc-YVADAPK(Dnp)NH,.
Die Konstanten wurden mit dem Programm Grafit 4.0.21 ermittelt. Die Inhibitionskonstante K; liegt bei

115 nM (+ 8,3 nM).
5 nM Meprin o Km (M) Keat () | keat/Km (s M™)
ohne Fisch-Fetuin-A 2,19:10° #3,920°| 6,1 2,78-10°
+180 nM Fisch-Fetuin-A | 3,85-10° 5810°| 4,9 1,27-10°
+720 NM Fisch-Fetuin-A | 1,24-10* $1,0120*| 5,2 4,16-10*

4.8.2.4 Meprin B und Fisch-Fetuin-A

Auch fur die Reduktion der proteolytischen Aktivitdt von 5nM Meprin 8 durch 264 nM, bzw.
469nM Fisch-Fetuin-A wurde das FRET Substrat MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-
Lys(Dnp)NH, verwendet. Die Substratkonzentrationen umfassten dabei den Bereich von
1,5 UM bis 48,7 uM.

-8 |
3x10 —@— 5nM Meprin beta

2,5x10%— —— +264 nMFisch-Fetuin A

2x10%— u —A&A— 4469 nM Fisch-Fetuin A
1,5 x 10% —

10°—

Umsatzgeschwindigkeit (M/s)

5x10° —

0 T 1T T 1T T T

0 10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10°
[MOAC-YVADAPK(Dnp)NH2] (M)

Abbildung 30: Darstellung der Inhibitionskinetiken von Meprin 8 mit Fisch-Fetuin-A.
Der Substratumsatz von ungehemmten Meprin 8 (5 nM), sowie gehemmt durch 264 nM und 469 nM
Fisch-Fetuin-A wurden mit Hilfe des Programms Grafit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004) analysiert.
MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Lys(Dnp)NH,) wurde in Konzentrationen von 1,5 bis 48,7 uM einge-
setzt. (Agx = 320 NM; Ag, = 405 NM)
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Abbildung 31: Doppelt-reziproke Auftragung aller Werte der Inhibition von Meprin 8 durch Fisch-Fetuin-A.
Auftragung der Werte aus Abbildung 30 nach Lineweaver und Burk (Lineweaver & Burk, 1934). Eine
VergréfSerung des Geradenschnittpunkets ist in der kleinen Grafik dargestellt. Es wurden
Substratkonzentrationen von 1,5 bis 48,7 uM eingesetzt. v= Umsatzgeschwindigkeit.

Die Inhibition von Meprin § durch rekombinantes Fisch-Fetuin-A fallt mit einem K; von
556 nM schwacher aus, als bei Meprin a (Abbildung 30, Tabelle 23).

Tabelle 23: Messwerte und kinetische Konstanten fir die Aktivitdt von Meprin 8 mit und ohne Fisch-Fetuin-A.
Die Konstanten wurden mit dem Programm GraFit 4.0.21 (Leatherbarrow, 1989-2004) ermittelt. Die
Inhibitionskonstante K; liegt bei 556 nM (+ 69 nM).

5 nM Meprin B Km (M) Keat (5™) | Keat/Km (5 M™)
ohne Fisch-Fetuin-A 4,3810° +6,6:10°| 11,1 2,53-10°
+ 264 nM Fisch-Fetuin-A | 4,87-10° *1,3-10° | 10,3 2,11-10°
+ 469 nM Fisch-Fetuin-A | 5,96-10° +1,810° | 8,6 1,44-10°

4.8.2.5 BMP1

10 nM rekombinantes humanes BMP1 wurde durch 1 uM Fisch-Fetuin-A nur geringfigig in
seiner Aktivitdt beeinflusst (85,2% Restaktivitdt, gemessen mit dem Substrat (Ac-Arg-
Glu(Edans)-Asp-Arg-Nle-Val-Gly-Asp-Asp-Pro-Tyr-Lys(Dabcyl)-Amid; 22 pM).

4.8.3 Inhibition von Serinproteasen durch Fisch-Fetuin-A

Die Inhibition von 5 nM Trypsin durch 5oo nM Fisch-Fetuin-A wurde mit Hilfe des Substrats
Boc-Phe-Ser-Arg-MCA bestimmt. Es wurden Vorinkubationszeiten von zehn und dreif3ig
Minuten gewahlt, um zu prifen, ob eine verlangerte Inkubationszeit einen negativen Einfluss
auf die inhibitorische Aktivitat des Fisch-Fetuins-A hat. Fir den Umsatz dieses Substrates
durch Trypsin ist bereits ein Ky von 0,8 uM und ein ket von 203,55 veroffentlicht (Yang,
2009). Der vollstandige Substratumsatz in den Ansatzen wurde durch die Zugabe von Trypsin
zu einer Endkonzentration von 862 nM erreicht.
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Abbildung 32: Der Einfluf3 von Fisch-Fetuin-A auf die Trypsinaktivitit nach unterschiedlichen Vorinkubationszeiten.
Fiir die Aktivititsbestimmung wurden 5nM Trypsin und 10 uM des Substrats Boc-Phe-Ser-Arg-MCA
eingesetzt. In den Hemmansdtzen befanden sich zusdtzlich 500 nM Fisch-Fetuin-A.

Nach einer Vorinkubationszeit von zehn Minuten wurde die enzymatische Aktivitat von 5 nM
Trypsin durch 5oonM Fisch-Fetuin-A auf eine Restaktivitat von 18 % reduziert. Bei einer
langeren Vorinkubationszeit der Protease mit dem Inhibitor von insgesammt einer halben
Stunde wurde eine etwas geringere Restaktivitat (11 %) detektiert.

Des Weiteren wurden die Serinproteasen Chymotrypsin (40 nM), Plasmin (50 nM) und tPA
(50 nM) auf Inhibition durch 5oonM Fisch-Fetuin-A untersucht (Abbildung 33). Bei keiner
dieser Serinproteasen war eine Inhibition durch Fisch-Fetuin-A zu beobachten. Auffallig war
allerdings die deutlich erhohte enyzmatische Aktivitat bei Plasmin und tPA.

300%

281%

200%

160%

100% - ‘ -

proteolytische Aktiviat

0% -

4o0nM 5onM Plasmin  50nM tPA
Chymotrypsin

Abbildung 33: Der Einfluf3 von 500 nM Fisch-Fetuin-A auf die Aktivitdt von Serinproteasen.
Fir die Aktivititsbestimmung von Plasmin und tPA wurden jeweils 10 uM Boc-Phe-Ser-Arg-MCA
eingesetzt. Die Aktivitcit von Chymotrypsin wurde mit 1 mM Suc-Ala-Ala-Phe-pNA bestimmt.

4.8.4 Inhibition der Cysteinprotease Papain durch Fisch-Fetuin-A

Der Einfluss von 5oo nM Fisch-Fetuin-A auf die Cysteinprotease Papain wurde mit 10 uM Boc-
Phe-Ser-Arg-MCA mit dem LS-50B Lumineszenz Spektrometer bei einer Anregungswellen-
lange von 380 nm und der Emissionswellenlange von 460 nm gemessen. Es konnte keine
Inhibition festgestellt werden (281 % Aktivitdt). Auch mit 12 mg/ml Azocasein als Substrat,
mit einer Inkubationszeit von 48 Stunden bei 25 °C wurden 100 nM Papain durch 1 pM Fisch-
Fetuin-A nicht gehemmt werden. Nach der Inkubation wurden die Proben mit TCA gefallt
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und fir 10 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Konzentration an
gespaltenem Substrat bei einer Wellenlange von 340 nm bestimmt. Hier lag die Aktivitdt des
mit Fisch-Fetuin-A inkubierten Papains mit 138,25 % Uber der Aktivitdt von 100 nM Papain
ohne Fisch-Fetuin-A.

4.9 BIOINFORMATISCHE UNTERSUCHUNGEN

4.9.1 Astacine

4.9.1.1 Sequenzvergleich der Astacine

Abbildung 34 zeigt ein Sequenzalignment der Proteasedomanen verschiedener Astacine. Die
Nephrosinsequenzen von Karpfen (Cyprinus carpio) und Zebrafisch (Danio rerio) sind demnach
zu 88 % identisch. Wahrend das Karpfen Nephrosin eine 5o %ige Sequenzidentitdt zu dem
Zebrafisch-hatching-Enzym ZHE1 aufweist, liegt die Sequenzidentitdt zwischen Zebrafisch
Nephrosin und ZHE1 bei 46 %. Im Vergleich mit der Astacus astacus Astacinsequenz hat
Danio rerio Nephrosin mit 34 % eine etwas hohere Sequenzidentitdt als Cyprinus capio
Nephrosin, welches mit Astacin 31 % identische Aminosduren hat.

In der Abbildung 34 sind im N-terminalen Sequenzbereich die Cysteinreste gelb hervor-
gehoben. Die hatching Enzyme besitzen hier zwei zusatzliche Cysteinreste, die auch bei den
Nephrosinen konserviert sind, nicht aber bei den Ubrigen Astacinen. Dies verdeutlicht die
Ahnlichkeit des Nephrosins zu den hatching Enzymen der Fische.

Alle Astacine weisen das typische konservierte Zink-bindende Motiv HEXXHXXGXXHE (H,
Histidin; E, Glutaminsdure, X beliebige Aminosaure) auf. Zudem besitzen sie die typische
Sequenz des Met-turns SXMXY (S, Serin; M, Methionin; Y, Tyrosin; X, beliebig) die den
finften Zink-liganden, Tyrosin 149, enthalt. In der Sequenz des Danio rerio Nephrosins liegt in
diesem Motiv ein Austausch des Histidinrestes, welcher in 17 von 19 verglichenen Sequenzen
vorhanden ist, gegen einen Glutaminrest vor.

Die meisten Astacine besitzen eine Prdferenz fir saure Aminosaureseitenketten in der P1’
Position des Substrats (Becker-Pauly et al, 2011). Die entsprechenden Pi’-Seitenketten
werden auf der Enzymseite in der Si’-Region des aktiven Zentrums gebunden. In der
Abbildung 34 ist der Bereich der S1'-Substratbindungstasche rot hervorgehoben. Hier zeigt
die Sequenz des Astacus Astacins deutliche Unterschiede zu den anderen Sequenzen. Der
Pfeil in der Abbildung 34 markiert zusatzlich die Position von basischen Resten, mit denen die
Praferenz der meisten Astacine fir negativ geladene Reste in der Pi1' Substratposition
begrindet ist. Doch die Nephrosinsequenzen enthalten an dieser Position die kleine und
hydrophobe Aminosaure Ala**. Wahrend im ZHE1 die S1’ Sequenz (lle-Gly-GIn-Arg) sehr gut
mit den Sequenzen der meisten Astacine Ubereinstimmt, folgt im Nephrosin statt des
Glutaminrests eine saure Aminosiure (Glu*°). Dieser Aspekt wird im folgenden Abschnitt
4.9.1.2 (3D-Modellierung) nochmals aufgegriffen.
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Abbildung 34 (Seite 64): Sequenzvergleich der Proteasedomdnen verschiedener Astacine.
Das Alignment wurde mit ClustalX2 (Larkin et al., 2007) erstellt und mit GeneDoc (Nicholas & Nicholas,

Jr., 1997) dargestellt. Farbig hinterlegt sind die Sequenzabschnitte mit dem konservierten Zink-
bindenden Motiv (blau), der Met-turn (grin) und der S1' Substratbindungstasche (rot, mit teilw. farbiger
Schrift, Pfeil). Gelb hervorgehoben sind die Cysteinreste, die nur in der Gruppe der hatching Enzyme
vorhanden sind und eine Disulfidbriicke ausbilden. Die potentiellen Heparinbindungsstellen nach Tsai et
al. (2004) sind in der Nephrosinsequenz des Karpfens unterstrichen. Swissprot/EMBL Zugangs-
nummern: ccaNpsn = UniProt Nr. 042326 Cyprinus carpio Nephrosin; dreNpsn = Q8AYF4 Danio rerio
Nephrosin; dreZHE1 = Q75NR9 Danio rerio high choriolytic enzyme; olaHCE1 = P31580 Oryzias latipes
high choriolytic enzyme 1; olaHCE2 = P31581 Oryzias latipes high choriolytic enzyme 2; olaLCE=
P31579 Oryzias latipes low choriolytic enzyme; ggaALMP = PODJJ2 Gallus gallus astacin-like
metalloendopeptidase; hsaOvas= Q6HA08 Homo sapiens astacin-like metalloendopeptidase;
SpuSPAN = P98068 Strongylocentrotus purpuratus protein SpAN; linLALPT1 = AOFKN6 Loxosceles
intermedia astacin-like metalloprotease toxin 1, aasAEAs = 044072 Astacus astacus astacus egg
astacin; hsaMep8 = Q16820 Homo sapiens meprin A subunit beta; hsaMepo = Q16819 Homo sapiens
meprin A subunit alpha; aasAsta = Poy7584 Astacus astacus astacin; hsaBMP1= P13497 Homo sapiens
Bone morphogenetic protein 1; hsaTLL1 = 043897 Homo sapiens Tolloid-like protein 1; dreTLL1 =
057460 Danio rerio Dorsal-ventral patterning tolloid-like protein 1; hsaTLL2 = Q9Y6L7 Homo sapiens
tolloid-like protein 2; pteTldl = Q75UQ6 Parasteatoda tepidariorum tolloid like (Fragment)

Tsai und Mitarbeiter vermuteten, dass die Sequenzabschnitte Arg8 — Arg16, Lys118 — Lys121
und Lys136 — Lysi13g9 des Karpfen-Nephrosins (in der Abbildung 34 unterstrichen) als
Bindungsstellen fir Heparin fungieren kénnten (Tsai et al., 2004). Im Vergleich dazu weist die
Sequenz des Danio rerio Nephrosins an diesen Positionen deutlich weniger Reste mit
positiver Ladung auf. Auch die Abbildung 35, in der die Positionen dieser basischen
Aminosauren blau hervorgehoben sind, verdeutlicht, dass das Nephrosin des Karpfens
wahrscheinlich mehr positiv geladene Reste im Bereich dieser Heparinbindungsstellen
exponiert als das Nephrosin des Zebrafischs. Diese Strukturen der aktiven Proteasen wurden
mit Hilfe der Daten von zwei verschiedenen Kristallstukturen berechnet (Siehe folgenden
Abschnitt). In allen Modellen befinden sich die potentiellen Heparinbindungsstellen entlang
der Seite des Nephrosins, welche an den "non-primed" Bereich der Substratbindungspalte

grenzt.
nach ZHE1 modelliert nach Astacin modelliert
Cyprinus carpio Danio rerio Cyprinus carpio Danio rerio
Nephrosin Nephrosin Nephrosin Nephrosin

Abbildung 35: Basische Reste in hypothetischen Heparinbindungsstellen (blau) von Karpfen- und Zebrafisch-
Nephrosin.
Alle Strukturen haben die gleiche Orientierung. Aufgrund der gréf3eren Ahnlichkeit von Nephrosin und
ZHE1 im Vergleich zu Astacin (Tabelle 24) sind die nach der ZHE1-Vorlage (3LQB.pdb) modellierten
Strukturen (linke Seite) den nach Astacin (1AST.pdb) modellierten Strukturen zu bevorzugen. Néheres
zur Strukturanalyse siehe folgenden Abschnitt.
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4.9.1.2 Strukturvergleiche der Astacine

Die Proteasedomanen des Cyprinus carpio Nephrosins und des Danio rerio Nephrosins wurden
auf Basis der Rontgenkristallstrukturen von Astacus astacus Astacin (PDB Code: 1AST; Bode
et al.,, 1992), sowie der Struktur des hatching Enzyms 1 (ZHE1) des Zebrabarblings (PDB Code:
3LQB; Tanokura et al, 2010; Okada et al, 2010) berrechnet, um ein Bild der Substrat-
bindungstaschen des Nephrosins zu erhalten. ZHE1 wird wie Nephrosin in die Gruppe der
hatching Enzyme eingegliedert. Aufgrund dessen wurde die Struktur von Nephrosin mit Hilfe
dieses Enzyms bestimmt. Im Laufe der Arbeiten mit Nephrosin hat sich herausgestellt, dass
diese Protease, anders als beispielsweise ZHE1, keine Praferenz fir Substrate mit einer
negativ geladenen Aminosaure in P1' Position aufweist (personliche Mitteilung von Mario OIf,
Mainz). Aus diesem Grund wurde auf3erdem Astacin als Modellierungsvorlage verwendet.
Diese Protease besitzt ebenfalls keine Praferenz fir saure Aminosauren in P1'.

Aus jeweils zwanzig modellierten Strukturen wurden die energetisch ginstigsten Strukturen
ausgewahlt, und durch das Programm PROCHECK (Laskowski et al., 1997) Uberprift. Die
Daten aus den Ramachandran Diagrammen dieser Analysen sind im Folgenden einander
gegenibergestellt.

Tabelle 24: Daten aus den Ramachandran Diagrammen fiir die Bewertung der modellierten Nephrosin-Strukturen.

Als Vorlagen fir die Vorhersagen wurden die PDB-Dateien 1AST des Astacins (1,80 A) und 3LQB des
Zebrafisch hatching Enzyms 1 (ZHE1, 1,10 A) verwendet. cc = Cyprinus carpio; dr = Danio rerio

ccNephrosin | drNephrosin ccNephrosin | drNephrosin
Vorlage modelliert modelliert Vorlage modelliert modelliert
3LQB.pdb nach nach AAST.pdb nach nach
(ZHE2) (Astacin)
3LQAB.pdb 3LQOB.pdb 1AST.pdb 1AST.pdb
AS Anzahl 198 198 198 200 198 198
Restein ...
bevorzugten | 91,4 % 90,2 % 94,3 % 89,2 % 82,7 % 87,9 %
zl:fa ajélc'ec: 8,6 % 9,8% 5,7 % 10,2 % 14,5 % 9,8%
erlr;ztt:)};en 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1,7% 1,7 %
erlr;ltftt]:en 0,0 % 0,0% 0,0 % 0,6 % 1,2 % 0,6 %
... Regionen

In die ersten Zeile der Abbildung 36 sind die Strukturen der beiden Vorlagen fir die
Modellierungen dargestellt. Durch Pro® fillt die S1' Region des Astacins flacher aus. An
entsprechender Position ist im ZHE1 Arg™* lokalisiert, wodurch eine positive Ladung
eingefUhrt wird.

Aufgrund der grof3eren Ahnlichkeit der Sequenzen und Strukturmodelle werden im Weiteren
die ZHE1-basierten Modelle der Nephrosine des Karpfens und des Zebrafisches fir die
Analyse der Substratbindungsregion herangezogen. Durch den verldngerten, sogenannten
170-loops kommt es bei den Astacin-basierten Modellen zu starkeren Abweichungen (Tabelle
24, Abbildung 36). In der ZHE1-Réntgenstruktur bilden die Aminoséuren 1le®, Gly% und Arg™®
einen wesentlichen Teil der S1'-subsite. Der Argininrest ist mit seiner positiven Ladung fir die
Bevorzugung negativ geladener Reste, insbesondere Asp, in der Position P1’ verantwortlich.
In den ZHEzi-abgeleiteten Modellen der Nephrosine von Karpfen und Zebrabarbling
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entspricht dies den Positionen Ile%®, Tyr%, Ala™ (Cyprinus carpio) und Thr?®, Tyr%,Ala®* (Danio
rerio).

Sowohl der Austausch Arg gegen Ala als auch der Austausch Gly gegen Tyr lassen
gravierende Unterschiede in der primdren Substratpezifitdt der Nephrosine im Vergleich zu
Asp (P1')-spezifischen Astacinen erwarten.

Astacin (2AST.pdb) Zebrafisch hatching Enzym 1
(3LQAB.pdb)
[

Vorlage

Cyprinus carpio Neph.

Danio rerio Neph.

Abbildung 36: Gegeniberstellung der S1' Substratbindungstaschen der modellierten Nephrosinstrukturen.
Sowohl Astacin (1AST.pdb, Bode et al., 1992; A) als auch ZHE1 (3LQB.pdb; Tanokura et al., 2010; B)
wurden als Vorlage fir die Modellierung des Karpfen-Nephrosins (C,D) und des Zebrafisch-Nephrosins
(E,F) verwendet.. Die Modellierungen wurden mit Modeller 9.12 (Sali, 2013) durchgefihrt. Die
Darstellung erfolgt mit Chimera 1.8 (Pettersen et al., 2004). Zum besseren Vergleich sind einige
Aminosduren, die vermutlich Einfluss auf die Substratbindung haben, griin hervorgehoben. (rot =
Saverstoffatome, blau = Stickstoffatome, gelb = Schwefelatome).
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4.9.2 Fetuine

4.9.2.1 Sequenzvergleiche verschiedener Fetuine

Mit Hilfe von multiplen Sequenzvergleichen sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede
zwischen den verschiedenen Fetuinen herausgestellt werden. Dies sollte Rickschlisse auf
definierte Aminosdureseitenketten, die spezifische Wechselwirkungen mit entsprechenden
Bindungsarealen der Astacine erlauben konnten ermdglichen. Alle verwendeten
Nummerierungen der Aminosduren beziehen sich auf die vollstandigen Aminosaure-
sequenzen, inklusive der Signalpeptide. Der Vergleich Cystatin-dhnlicher Doméanenbereiche
verschiedener Mitglieder der Cystatin-Superfamilie hat gezeigt, dass die Angaben von Tsai et
al. (2004) korrigiert werden missen. Ein Sequenzvergleich vollstandiger Fetuin-Sequenzen ist
aufgrund seines Umfangs im Anhang (7.1; Abbildung 46) dargestellt. Dabei wurden fetuin-
dhnliche SVMP-(snake venom metalloproteinase)-Inhibitoren aus dem Serum von
Giftschlangen, mit einbezogen.

Wie die Fetuin-L- und Fetuin-S-Sequenzen des Karpfens, sind auch die Fetuinsequenzen der
Jararaca-Lanzenotter (Bothropoides jararaca) BJ46a und die Serumfaktoren HSF und HLP der
Gelben Baumviper (Habu Schlange; Protobothrops flavoviridis) dem Fetuin-A &hnlicher als
dem Fetuin-B. Das Fetuin-A des Elefanten-/Geister-Hais (Callorhynchus milii) aus der Klasse
der Knorpelfische (Chondrichthyes) weist ausgepragte Unterschiede zu den Fetuinen der
Knochenfische auf, wird aber mit den Fetuinen-A gruppiert. Die Cystatin-dhnlichen Doménen
wurden mit dem Programm Clustal X2 (Thompson et al., 1997) verglichen. Die erste Cystatin-
dhnliche Domédne des Fetuins-A aus dem Karpfen zeigt mit 24 % eine hohere
Sequenzdhnlichkeit zur ersten Domdne des humanen Fetuin-A als zu der des Fetuins-B
(15 %). Ebenso weist auch die zweite Domane des Fisch-Fetuins-A mit 32 % eine hohere
Identitdt mit der entsprechenden Fetuin-A-Domane auf. Mit der zweiten Domdne des
humanen Fetuin-B hat die Doméane des Fisch-Fetuins nur 14 % identische Aminosauren.

Viele Astacinproteinasen besitzen eine Substratspezifitat fir saure Aminosauren in der Pz’
Position (Becker-Pauly et al.,, 2011). AuRerdem konnten Dietzel et al. (2013) und Karmilin et
al. (unveroffentlicht) experimentell zeigen, dass Astacine durch Sduger-Fetuin-B, nicht aber
durch Sauger-Fetuin-A gehemmt werden. Es lag daher nahe, in den Fetuinen nach
konservierten sauren Aminosaureresten zu durchsuchen. Positionen, an denen die negativ
geladenen Aminosauren Asparaginsaure (Asp, D) und Glutaminsdure (Glu, E) in den
verschiedenen Fetuin-Typen, konserviert sind, wurden in dem Vergleich der vollstandigen
Sequenzen der Fetuine (Abbildung 46 im Anhang, 7.1) rot markiert. Positionen, die nur in den
Fetuinen-A der Teleostei und den Fetuinen-B der Mammalia konserviert erscheinen, sind mit
einem roten Pfeil Uber den Sequenzen hervorgehoben. Die entsprechenden Positionen sind
in den Modellen der Abbildung 38 dargestellt.

Im Sequenzalignment sticht der besonders hohe Gehalt an negativ geladenen Resten im
Bereich des Fetuin-Motivs (DXLETXCHXLDPTP) der ersten Domane (D1) der Sduger-Fetuine-
A hervor Aminosdauren D und E, Abbildung 37 und Abbildung 46). Im entsprechenden
Sequenzabschnitt der Cypriniden-Fetuine-A sind deutlich weniger negativ geladene Reste
enthalten.
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Typ | Cystatine (Stefine), Typ Il Cystatine, die Cystatin-Domanen D2 und D3 der Kininogene
besitzten als gemeinsames Merkmal das Sequenzmotiv GIn-XXX-Val-XXX-Gly (QXVXG;
Abbildung 37) im sogenannten hairpin-loop 1 (Stubbs et al., 1990). Nur fir diese Cystatin-
Domanen war bisher eine Protease-hemmende Funktion nachgewiesen worden (Salvesen et
al., 1986; Rawlings & Barrett, 1990).

Im Fall der Fetuine ist dieses Sequenzmotiv nur in der Knorpelfisch-Fetuin-A-Domane 2 und
in der zweiten Cystatin-Domane der Fetuine-B der Sduger vollstandig vorhanden (Abbildung
37). Bei den Fetuinen der Knochenfische (Teleostei) weist nur die Domane 2 des Fetuins-B aus
dem amerikanischen Flussbarsch Perca flavescens (p£f1FetB 2) dieses Motivim Ganzen auf.

Allen anderen entsprechenden Sequenzabschnitten fehlt mindestens eine Aminosaure des
QXVXG-Motivs. Die Sequenzen der zweiten Cystatin-dhnlichen Domédnen der Schlangen-
Fetuine und der Cypriniden Fetuine A haben mit Glutamin (Q**®in ccaFeta 2) nur noch einen
dieser konservierten Reste. Den meisten ersten Cystatin-dhnlichen Doménen der
betrachteten Fetuine fehlt dieses Motiv ganzlich.

Aulder dem QXVXG Motiv spielt auch das PW Motiv in Typ Il Cystatinen eine inhibitorische
Rolle (Turk & Bode, 1991). Bei den Typ Ill Cystatinen ist dieses Motiv ist nur in den Cystatin-
Domanen 3 der Kininogene enthalten.

In der ersten Domane der Sduger Fetuine-A folgt C-terminal des rudimentdr vorhandenen
QXVXG-Motivs, im Abstand von sieben Aminosaureresten, das konservierte, sogenannte
«Fetuin-Motiv", welches in der enstprechenden Domane von Fetuin-B vier Aminosauren
kirzer ist (Siehe 2.3.3.3). Die fir dieses Motiv charakteristischen Aminosduren sind in der
Abbildung 37 fett gedruckt. Es wird deutlich, dass dieses Motiv ausschlief3lich in den ersten
Doménen (D1) der Fetuine ausgeprdgt ist und nur vereinzelt konservierte Reste dieses Motivs
in den zweiten Cystatin-ahnlichen Domanen, sowie den Domanen anderer Typ Ill Cystatine
enthalten sind. Zudem fehlt in den Sequenzen der Fisch-Fetuine A der N-terminal gelegene,
konservierte Aspartatrest. In der Sequenz des Knorpelfischs befindet sich mit Glu® ebenfalls
eine negativ geladene Aminosdure an dieser Position. Die Fetuinsequenzen der
Schlangensera weisen an dieser Position die Aminosdure Asparagin auf. In dem Leu-Glu-Thr
(LET) Sequenzabschnitt der Teleostei Fetuine-A ist ein zusatzlicher Glutamatrest inseriert.

Typll und Typlll Cystatine weisen 6 charakteristische Disulfidbricken auf. Die 12
konservierten Cysteinreste sind im Sequenzvergleich der Abbildung 46 (Anhang 7.1, ab Seite
126) gelb hervorgehoben. Dabei bildet der erste Cysteinrest der Doméane D1 mit dem
zwolften Cysteinrest, der im C-terminalen Bereich der Domane (D3) im Motiv CPG
positioniert ist, eine Disulfidbricke aus, die das gesamte Protein wie einen Ring verbindet.
Dieses C-terminale in allen verglichenen Sequenzen konserviert, mit Ausnahme derjenigen
des Zackenbarsches Epinephelus coicoides. Weitere vorhandene Cysteinreste sind nur in
einzelnen Subgruppen konserviert.
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Fisch Fetuine A 85 188 207
ccaFetA 1: EKKTDPCEVVIGITFEETECHIVNPKP | ccaFetA 2: [@WMFSGQSFESQFAIMETNCTNKEAPQ
dreFetA 1: EKKADSCEVVFGVT/EETECHIVNPKP | dreFetA 2: [@WMPMGQSYFTQFAIMETNCTKKDAPQ
Schlangen Fetuine
gbljMSF 1: PWNGDLVAVEKLNILETECHVLDPTP | gbljMSF 2: [@HKYEPEAFY[|EFAIVEVNCTAQEAHD
gbrcMSF 1: PWNGDLVAVFIKLNILETECHVLDPTP | gbrcMSF 2: [@HKYEPEAFY/EFAIVEVNCTAQEAHD
tf1HSF 1 PWNGDLVAVE| ELN[{LETECHVLDPTP | bjBJ46a 2: [@HKYEPEAYY|/EFAIVEVNCTAQELHD
b3jBJ46a 1: PWDGDWVAVEIIKLNI/LETECHVLDPTP | tf1HSF 2 @HKYEPEAYYIEFV[IVEINCTAQEAHD
tf1HLP 1 PSDGRSVIFHFNLN[{LETECHVLDSTP | tf1HLP 2 BHKYEPEAYYIIEFVIVEINCTAQEAHD
Knorpelfisch Fetuin A 84
cmiFetA 1: -GKGGSSSLEUEFEJULETRCHSLNPKP | cmiFetA 2: [@IfAEK-NVEJEFATOETACSKASQRP
Sauger Fetuine A 89 208
hsaFetA 1: -@OPSEELFEfEIDTLETTCHVLDPTP | hsaFetA 2: [LPLPPSTYJEFT{|SGTDCVAKEATE
btaFetA 1: -RRPT@EVYD[IEIDTLETTCHVLDPTP | btaFetA 2: [BFPLPVSVSIEFAAATDCIAKEVVD
rnoFetA 1: SRRPHEEVYEWEIDTLETTCHALDPTP | rnoFetA 2: [@NJPFPVSTL{EFVIIAATDCTGQEVTD
mmuFetA 1: SRRPEGVVYEVUEVDTLETTCHALDPTP | mmuFetA 2: [NPLPVSTLIEFV[IAATDCTAKEVTD
Sauger Fetuine B 3 216
hsaFetB 1: RRGGLESLEYITLDJLETDCHVLRKKA | hsaFetB 2: [@ffjv@P-SYEUEYLIIKESPCTK-SQAS
btaFetB 1: OEAGLESLEYFTLD[JLETGCHVLSRTS | btaFetB 2: [@ffjFP-AYFUEYLIKESPCVK-SEGS
rnoFetB 1: -MEDMESLEYITLDLETGCHVLSRKA | rnoFetB 2: [§nljv€P-SYFIEYLIKESPCTQ-SQDS
mmuFetB 1: -@EDMESLEYITLDJLETDCHVLSRKA | mmuFetB 2: [BffjsEp-AYYEYLIKEAPCTK-SQAS
Fisch Fetuine B
dreFetB 1: KHGET@IVEY/TLDJLETKCHVLSKKP | dreFetB 2: SLHLER-FYTAEFTIQETVCSSKTKDV
cgiFetB 1: KHGET[VVEFY/TFDULETKCHTISKKN | cgiFetB 2: [BRDFER-FYS[EFTIQETVCSSKNNTA
pflFetB 1: EKEKGESLYKITID[JMETRCHITSRKP | pflFetB 2: [@Wfjv€p-SYFUEFTILETVCSKKTDVS
ecoFetB 1: QHGENSMVEY[!TMDJVETNCSVLSKKE | ecoFetB 2: AGMAMSMYYN[/EYAQETTCGOGTTDO
Sauger Kininogene
hsaKNG_1 -TVGSDTFYSFKYE[IKEGDCPVQOSGKT | hsaKNG 2 Bvij~EL-NERITYS[IVOTNCSKENFLF
btakNG 1 -MDNPDTFYSFKYQIKEGDCPFQSNKT | btakKNG 2 BvEisEw-NYEUNYS[IAQTNCSKEEFSF
mmukNG_1 -TDGSPTFYSFKYLIIKEGNCSAQSGLA | rnoKNG 2 BviirE-NYOli I YS[iVOTNCSKEDFPS
rnoKNG_ 1 -KDGSKTFYSFKYQIKEGNCSVQSGFA | mmuKNG_ 2 @Bvii~EL-NEDITYTfIVOTNCSKERFPS
rnoTKNG 1: -KDGAETLYSFKYQUKEGNCSVQOSGLT | rnoTKNG 2: [@vijAEM-NYKIIYSVOTNCSKEDFPS
hsaKNG 3 Bvij~Ex-KYEIDFVARETTCSKESNEE
btakNG 3 Bvlj2@L-KYS[iVFIARETTCSKGSNEE
rnokKNG 3 Bvij~Er-KYVIIEFIARETKCSKESNAE
mmuKNG_ 3 Bvij~Er-KYVIIEFIARETKCSKESNTE
rnoTKNG 3: [BVfjr€v-IYViEFIARETNCSKQSKTE
Sauger Histidin-reiche Glykoproteine
hsaHRG_1 -RVENTTVYY/VLD/QESDCSVLSRKY | rnoHRG_ 2 RGGERT-SYFIEFS[/R--NCSTQHFPR
btaHRG 1 -KVESIAVYY!'V----ESDCPVLSRKH | mmuHRG_ 2 RGGERT-NYY/EFSVR--NCSTQHFPR
rnoHRG 1 -RVETATIYYVLDJVESDCWVLSTKA | hsaHRG 2 RGGE[@T-GYE/DFS[R--NCPRHHFPR
mmuHRG 1 -RAGTATVYY/'ALD[/IESDCWVLSTKA | btaHRG 2 RGGE[@T-SYFIDFS/R--NCSSHHFPR

Abbildung 37: Ausschnitte aus Sequenzvergleichen verschiedener Cystatine.

Der dargestellte Bereich umfafSt den inhibitorischen loop L1 von Papain-hemmenden Cystatinen
(QXVXG — Motiv, in blau hervorgehoben) bis zum Ende des Fetuin-Motivs (in Fettdruck hervorgehoben).

Die letzte Ziffer der Sequenzbezeichnungen steht fiir die enstsprechende Domdine. Die Abkirzungen

MSF bis HLP bezeichnen verschieden Fetuine, welche aus dem Serum giftiger Schlangen isoliert wurden
(Legende siehe 7.1 und Tabelle 28). Weitere Abkirzungen: KNG = Kininogen, TKNG = T-Kininogen, HRG
= Histidin-reiches Glykoprotein.
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Die dritten Domaédnen der Fetuine (D3) weisen sehr unterschiedliche Langen (siehe
Sequenzvergleich im Anhang 7.1, Abbildung 46). Die D3 der Cypriniformes (Karpfenartige)
sind sowohl im Fetuin-A, als auch im Fetuin-B am langsten. In den dritten Domanen der
Teleostei sind Histidin und Prolin, sowie geladene Aminosauren sehr haufig und erinnern an
die D3 der HRGs, die ebenfalls Prolin- und Histidin-reiche Sequenzen enthalten. Die D3 der
Schlangen-Fetuine sind hingegen durch viele Valin- und Histidinreste gekennzeichnet. Das
Fetuin des Knorpelfischs enthalt hauptsachlich basische Aminosauren, Glycin und Prolin. Die
D3 der Sduger Fetuine A weisen sehr hohe Anteile an Prolin, Alanin, Valin und Glycin auf.
Deren Fetuine B enthalten ebenfalls viele Prolinreste, aber auch viele negativ geladene Reste.

4.9.2.2 Homologiemodellierung der Cystatin-dhnlichen Domdnen in Fetuinen

Die Sequenzvergleiche der Fetuin-Cystatindoméanen ergaben Hinweise auf potentielle Inter-
aktionsbereiche mit Astacinproteasen. Die entsprechenden Sequenzmotive wurden durch
Homologiemodellierung anhand bekannter Cystatin-Kristallstrukturen verortet. Als Vorlagen
dienten Cystatin aus dem HuUhnereiklar (2CEW.pdb; Bode et al, 1988) und humanes
Cystatin D (1ROA.pdb; Alvarez-Fernandez et al., 2004). Ziel dieser Modellierungen war es,
einen besseren Uberblick Gber Bereiche zu erhalten, die durch ihre exponierte Lage fir die
Inhibition der Astacine in Frage kommen kénnten.

FUr die Strukturvorhersage der Cystatin-ahnlichen Domanen der Fetuine wurden zunéchst
die entsprechenden Domanen durch Sequenzalignments bzw. unter Verwendung der Uni-
Prot Datenbank (The UniProt Consortium, 2013) entnommenen Daten identifiziert. Demnach
umfasst die erste Cystatin-dhnliche Domdne des Cyprinus carpio Fetuins-A den
Sequenzbereich von Val* bis Asp* und die zweite Domé&ne den Sequenzbereich von Thr'#°
bis Asn*3. ProSite Scan (Sigrist et al., 2013) ergab die Bereiche Ala" bis Glu™" und Thr*° bis
Asn*3. Da die verwendete Strukturvorlage des HUhnereiklar-Cystatins (1CEW.pdb) eine
Aminosdure hinter dem letzten, Disulfidbricken-ausbildenen Cysteinrestes endet, wurden
die zweiten Cystatin-dhnlichen Doméanen der zu berechnenden Strukturen ebenfalls auf diese
Positionen gekirzt. Die zweite Domane des Fisch-Fetuins endet somit mit der Aminosdure

Glu*¥
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Cystatin aus Huhnereiklar
(2CEW.pdb)

Vorlagen

Domane 1

Domane 2
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Cystatin aus Hihnereiklar Humanes Cystatin D
Vorlage
(2CEW.pdb) (1ROA.pdb)
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Abbildung 38 (vorherige Seiten): Gegeniiberstellung der modellierten Cystatin-ihnlichen Domédnen von Fetuinen.
Alle Bindermodelle haben die gleiche Ausrichtung. In der ersten Zeile sind die Vorlagen dargestellt,
nach denen die Modellierungen durchgefiihrt wurden. Disulfidbriicken der Vorlagen sind mit Pfeilen
gekennzeichet. Die Positionen von negativ geladenen Resten in dem relativ ungeordneten Bereich u3
sind durch Angabe der jeweiligen Aminosdure angegeben. Die Bezeichnungen der einzelnen Strukturen
in der Darstellung des Cystatins aus Hihneiklar werden in der Abbildung 40 aufgegriffen. Die beiden
markierten (%) Modelle sind in der 39 in der Seitenansicht dargestellt.

Alle mit dem Programm Modeller 9.12 modellierten Strukturen der einzelnen Cystatin-
ahnlichen Doméanen werden in der Abbildung 38 miteinander verglichen. Sie weisen alle die
typische Faltung von Cystatinen auf. AufRerdem sind die bereits angesprochen negativ
geladenen Reste angezeigt (durch rote Pfeile im Sequenzvergleich 7.1 markiert). Die Sekun-
darstruktur ist den Sequenzpositionen in Abbildung 40 zugeordnet. Wahrend die Cystatin D-
Struktur (Alvarez-Fernandez et al,, 2004) eine a-Helix aufweist, sind in der HGhnereiklar-
Cystatin-Struktur (Bode et al., 1988) zwei a-Helices enthalten. Bis auf die zweite Domane des
Fetuins-B weisen alle Strukturen, die mit dem HUhnercystatin generiert wurden, ebenfalls
zwei a-Helices auf. In allen anderen Modellen ist dieser Bereich eher ungeordnet, wird aber
ebenfalls durch eine Disulfidbricke des Cysteins aus dem ,Fetuin-Motiv* mit dem elf bis
zwolf Reste entfernt liegendem, konserviertem Cysteinrest stabilisiert. In der zweiten
Domane des Fetuins-B liegen nur sieben Reste zwischen diesen beiden Cysteinen.

Bei den Modellen ohne zweite a-Helix ist der u3-
Bereich (vor dem B4-Faltblatt) nach aul3en gerichtet
und enthdlt meist einen negativ geladenen Rest. In
der D2 des Karpfen Fetuins-A, welche unter Ver-
wendung der Cystatin D Vorlage modelliert wurde,
liegt dort ein Glutaminrest (blass dargestellt in der
Abbildung 38). CystatinD besitzt an der ent-
sprechenden Position ein Lysin. Im Cystatin des

Huhnereiklars liegen an entsprechenden Positionen
die unpolaren Aminosduren Alanin und Methionin.

Im Abschnitt 4.9.2.12 wurden bereits konservierte
negativ geladene Aminosduren innerhalb des
JFetuin-Motivs" beschrieben. Diese Reste (z.B.
Glu® und GIu* im Cyprinus-Fetuin-A) sind
aulRerdem im Sequenzvergleich der Abbildung 46
hervorgehoben. Innerhalb der Fetuin-Motive der

D2-Doménen liegen Glutamatreste an

konservierten Positionen, die in den Sduger-

Abbildung 39: Seitenansicht der markierten Fetuinen-A fehlen. Diese besitzen zwei Positionen
Modelle aus der Abbildung 38. N-terminal dieser Region stattdessen einen

Die Pfeile verweisen auf Glu*** der ccFet A-D2 Aspartatrest.
(oben), bzw. Glu*® der hsFet B-D2 (unten).
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Abbildung 40: Sekunddrstrukturen der modellierten Cystatin-dhnlichen Doménen der Fetuine.

Fiir die Strukturvorhersagen mit dem Programm Modeller wurden Cystatin aus dem Hihnereiklar
(1CEW.pdb, Bode et al., 1988), sowie humanes Cystatin D (1ROA.pdb, Alvarez-Fernandez et al., 2004)
verwendet. Die jeweilige Sekunddrstruktur ist oben aufgefihrt. Die fir die Inhibition von
Cysteinproteinasen wichtigen Motive sind durch rote Rahmen hervorgehoben. Die entsprechenden
Haarnadelschleifen (loops) sind durch L1 und L2 abgekiirzt. Unter diesen Sequenzen sind die einzelnen
Domdnen D1 und D2 des Karpfen-Fetuin-A (ccA1, ccA2) und der humanen Fetuine A (hsAz, hsA2) und B
(hsB1, hsB2) mit den entsprechend verwendeten Vorlagen angegeben. Cysteinreste, die Disulfidbriicken
ausbilden, sind hervorgehoben. Ebenfalls hervorgehoben (%) sind zusdtzliche Cysteinreste im Fisch-
Fetuin-A. In der ersten Zeile sind die Bezeichnungen der antiparallelen 8-Faltblétter (81 bis 85) und a-
Helices angegeben. Mit "u" sind Bereiche angegeben, die auf der gegeniiberliegenden Seite von L1 und
L2 liegen und keine o- oder 8-Sekunddrstrukturen aufweisen. Die konservierten Cysteine sind im
Alignment (7.1) nummeriert. Fisch-Fetuin-A wurde aufSerdem anhand von murinem Latexin (1WNH.pdb,
Aagaard et al,, 2005a) modelliert. Die Sekunddrstrukturen der einzelnen Domdnen sind ebenfalls
angegeben. Die beiden Pfeile markieren saure Seitenketten der a-Helices (Siehe 39).

Diese negativ geladenen Reste sind in den modellierten Strukturen in der Abbildung 38
dargestellt. Durch die Drehung der Modelle (39) wird deutlich, dass der Glutamatrest in einer
geschitzten Bucht liegt und daher die Bindung in der Substratbindungsspalte von Astacinen
ohne Konformationsanderung kaum maglich erscheint.

Die D2-Domanen des Fisch-Fetuins-A und des Sduger-Fetuins-B besitzen in der a-Helix (a1)
eine nach auflen gerichtete negativ geladene Aminosdure, die in Sduger-Fetuin-A nicht
enthalten ist. Sie stellt einen geeigneten Bindungspartner bei der Inhibition dar und kénnte
die die Hemmeigenschaft des Fisch-Fetuins-A im Gegensatz zum Sduger-Fetuin-A erklaren.

Die im Sequenzalignment beobachteten weiteren negativ geladenen Reste der D2-Domane
des Fisch-Fetuins-A sind zu einem grofRen Teil im PBs-Faltblatt lokalisiert. Von allen
verglichenen Sequenzen besitzen die Fetuine-A der echten Knochenfische an dieser Position
die meisten konservierten negativ geladenen Reste. Demnach muss dieser Bereich eine
bestimmte Funktion ausbiben, welche néher zu analysieren ist. Dies beinhaltet auch die
Klarung der Anordung der einzelnen Domanen zueinander.

Die ermittelten Strukturen wurden mit dem Programm ProCheck (Laskowski et al., 1993)
Uberprift (Tabelle 25). Demnach waren bei den Fetuine-A-Doménen die Hihnercystatin-
basierten Modelle zu bevorzugen und bei den Fetuin-B-Domanen die Cystatin-D-basierten.
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Tabelle 25: Bewertung der modellierten Strukturen der Cystatin-dhnlichen Domdnen.

Die Modelle der einzelnen Domédnen wurden nach den Vorlagen 1CEW (Cystatin aus dem Hihnereiklar;
Bode et al., 1988) und 1ROA.pdb (Cystatin D; Alvarez-Fernandez et al., 2004) berechnet. Auf3erdem wurde
ein Sequenzvergleich der einzelnen Domdnen mit den Vorlagen durchgefihrt. Mit Hilfe des ProCheck
Scans (Laskowski et al., 1993) kann eine Aussage Uber die Gite der modellierten Strukturen getroffen
werden. Werte, bei denen nicht mindestens 9o % der Aminosduren (AS) in bevorzugten Regionen des
Ramachandran Diagramms (Ramachandran et al., 1963) liegen, sind grau gedruckt. Der Anteil von AS in
nicht erlaubten Regionen sollte idealerweise bei o % liegen. Die anhand dieser Daten zu bevorzugenden
Modellierungsvorlagen sind fett gedruckt.

AS-Seq.Vgl. mit Regionen der Reste
der Vorlage
Fetuin- pdb ident. ahnl. bevor- zusatzl. noch nicht
Domaéne Vorlage AS AS zugt erlaubt erlaubt erlaubt
ccaFetuin- 1CEW 12% 30% 92,2 % 5,6 % 1,1 % 1,1%
A_Da 1ROA 15% 28 % 91,8 % 5,2 % 1,0 % 2,1%
ccaFetuin- 1CEW 14 % 35% 90,9 % 6,8 % 1,1 % 1,1 %
A_D2 1ROA 14 % 31% 81,7% 16,1 % 1,1% 1,1%
hsaFetuin- 1CEW 14 % 32 % 93,2 % 4,5 % 2,3% 0,0 %
A_Da 1ROA 17 % 34 % 91,5 % 6,4 % 2,1% 0,0 %
hsaFetuin- 1CEW 11 % 33% 90,8 % 8,0% 1,1% 0,0 %
A_D2 1ROA 14 % 28 % 87,1 % 8,6 % 3,2% 1,1 %
hsaFetuin- 1CEW 13 % 25 % 87,9 % 11,0 % 1,1% 0,0 %
B_Da 1ROA 14 % 27 % 92,8 % 6,2% 1,0 % 0,0 %
hsaFetuin- 1CEW 18 % 35 % 87,8 % 10,0 % 1,1 % 1,1 %
B_D2 1ROA 17 % 34 % 93,8 % 5,2 % 1,0 % 0,0 %

Die Cysteinreste, die in den bereits gezeigten Modellen so nahe beieinander liegen, dass sie
Disulfidbriicken ausbilden kénnten (unter 8 A), sind in dem Alignment zur Darstellung der
Sekundarstrukturen (Abbildung 40) hervorgehoben.

Modellierung des Fisch-Fetuins-A anhand der 3D Struktur des Latexins

Die Organisation des Fisch-Fetuins-A wurde mit Hilfe der Strukturdaten des murinen Latexins
(1WNH.pdb) berechnet (Aagaard et al.,, 2005a). Dieser Carboxypeptidase A4-Inhibitor gehort
ebenfalls in die Cystatin-Superfamilie (Kordis & Turk, 2009) und besitzt zwei Cystatin-
dhnliche  Domanen, die durch den  a-Helix-ausbildenden  Sequenzbereich
NPDEEDNTFYQSLMSLKRPL voneinander getrennt sind (Aagaard et al, 2005b). Fir die
Strukturbestimmung des Fisch-Fetuins-A wurde der nur halb so lange entspechende
Sequenzabschnitt (TEPASHEILV) durch die langere Sequenz ersetzt (Abbildung 41).

Im Vergleich der Aminosduresequenzen der einzelnen Domanen liegen nur geringe
Ubereinstimmungen vor (D1: 8 %; D2: 6%). Von den 233 Aminosauren der modellierten
Struktur lagen 81,4 % der Reste in bevorzugten, 14,8 % in zusatzlich erlaubten und 3,3% in
noch erlaubten Regionen des Ramachandran Diagramms. Fir einen Rest lagen die
Torsionswinkel in einer nicht erlaubten Region des Diagramms. Die berechneten
Sekundarstrukturen sind in der Abbildung 41 dargestellt. Da Latexin keine Disulfidbricken
besitzt, mussten die potentiellen Disulfidbricken bei der Modellierung bericksichtigt
werden. Dabei wurden die konservierten Cysteine entsprechend des Fetuin-typischen
Musters (Kellermann et al., 1989; Aoki et al., 2007; Sigrist et al., 2013) miteinander verkn{pft.
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Abbildung 41: Latexin-dhnliche Anordnung beider Cystatin-dhnlicher Domédnen des Fisch-Fetuins-A.
Fiir die Strukturvorhersage wurde murines Latexin (1WNH.pdb, Aagaard et al., 2005a) verwendet. Dafiir
wurde der Sequenzbereich, welcher zwischen beiden Doménen liegt, durch den ensprechenden Bereich
des Latexins (waagerechte griine a-Helix in B) ausgetauscht. Der N-terminale Bereich mit der D1 ist blau
bis griin gefdrbt. D2 mit dem C-Terminus ist in griin bis rot dargestellt. A und C zeigen die Seitenansich-
ten von links und rechts.

Die hochaufgelosten Kristallstrukturdaten des Inhibitionskomplexes der Carboxy-
peptidase A4 mit humanem Latexin zeigt, dass die Inhibition durch verschiedene exosites und
dabei vor allem durch die zweite Cystatin-ahnliche Domane erfolgt (Pallarés et al., 2005b).
Ein loop des Enzyms wird durch zwei loops (B5a3 und B7B8) des Inhibitors eingeklammert.
Dabei spielt der B7B8 loop mit dem GIn™° des Latexins (orange, Abbildung 42) aufgrund der
Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen eine entscheidende Rolle. In der Struktur des
Fisch-Fetuins-A enthadlt der entsprechende Bereich in der zweiten Cystatin-dhnlichen

211

Domaéne den Aminosdurerest Glu*** an vergleichbarer Position.

Im Fisch-Fetuin-A fallt die Verbindung zwischen der eingefigten a-Helix-Sequenz und der
Cystatin-Domaénen-typischen a-Helix nicht so ausladend aus wie in den Latexinstrukturen.
Zudem fehlt dem Fisch-Fetuin-A im Vergleich zu den Latexinstrukturen in diesen Bereich ein
B-Strang (Abbildung 42D).

Die Reste Pro®* bis GIn® (zwischen den B-Faltblattern B3 und B4 in der ersten Cystatin-
anlichen Domane) sind hingegen in einer exponierteren Schleife lokalisiert (Abbildung 42E).
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Abbildung 42:Latexin Strukturen (Bdnderdarstellung).
In A und B sind humanes (blau bis rot, 2BO9g.pdb, Pallarés et al., 2005a) und murines Latexin (hellblau,
1WNH.pdb, Aagaard et al., 2005a) dargestellt. In A sind die beiden loops, die fir die Bindung der
Metallocarboxypeptidase A4 (C, cyan) besonders wichtig sind hervorgehoben. D und E zeigen Bereiche,
in denen die Fisch-Fetuin-A Struktur (grau) gréf3ere Abweichungen aufweist.

4.10 PHYLOGENETISCHER STAMMBAUM

Der evolutiondre Zusammenhang der einzelnen Cystatin-dhnlichen Doméanen von Stefinen,
Cystatinen, Kininogenen, Histidin-reichen Glykoproteinen (HRGs) und der Fetuine wurde
untersucht (Abbildung 43). FUr die Stammbaumanalyse wurden Aminosauresequenzen von
Cystatinen des Menschen, des Rinds, der Ratte und der Maus verwendet. Hinzu kamen
vereinzelt weitere Sdugetiersequenzen und fir die verschiedenen Fetuine, Sequenzen von
Vipern und echten Knochenfischen. Fir die Analyse stand jeweils nur eine Fetuinsequenz
eines Knorpelfischs zur Verfigung. Als Aul3engruppe des Phylogramms wurde Cystatin 1 der
Maispflanze (Zea mays) eingesetzt.

Die Typ | Cystatine (Stefine) sind von allen verglichenen Domanen deutlich abgegrenzt und
stellen eine separate Klade dar. Sie haben mit allen anderen verglichenen Cystatin-dhnlichen
Domédnen einen gemeinsamen Vorfahren. Der zweite Ast wird zundchst durch Typll
Cystatine und Typ lll Cystatine gebildet, wobei die Cystatindomanen einmal und zweimal
dupliziert wurden.

Ausgehend von den Cystatinen evolvierten vermutlich die Cystatin-ahnlichen Domanen der
Typ Il Cystatine. Dabei entwickelten sich die zweite und dritte Doméane der Kininogene
wahrscheinlich gesondert von den ersten und zweiten Domanen der Fetuine und Histidin-
reichen Glykoproteine (HRGs). Auffallig ist die Entwicklung der zweiten Domanen der HRGs,
denn diese haben mit den ersten Cystatin-ahnlichen Doméanen der Kininogene und Fetuine
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einen gemeinsamen Ursprung. Die erste Doméane der HRGs steht der ersten Doméne der
Fetuine B am nachsten.

Die Cystatin-dhnlichen Domanen der Fetuine-A giftiger Schlangen stehen den entsprechen-
den Kladen der Sduger-Fetuine-A am nachsten. Zuvor erfolgte die separate Weiterent-
wicklung der Domanen der Fetuine echter Knochenfische.

Die Knorpelfisch-Fetuinsequenzen, insbesondere die zweite Fetuin-A Doméne, stehen
separiert, etwas abseits im Stammbaum. Wahrend sich die Fetuin-A-Doméane1 des
Elefantenhais als erste von der weiteren Entwicklung aller Fetuine A-D1 — welche die grof3te
Distanz zum Ursprung des Phylogramms aufweisen — abgespalten hat, hat die Fetuin-B-D1
nur mit den entsprechenden Sequenzen der Sauger-Fetuine B-D1 einen gemeinsamen
Vorfahren. Dies ist auch bei der zweiten Cystatin-dhnlichen Domane des Knorpelfisch-
Fetuins-B der Fall. Dem Phylogramm zufolge hat sich die zweite Fetuin-A Domdne des
Elefantenhais von den anderen zweiten Domanen gesondert entwickelt.
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Abbildung 43: Phylogenetischer Stammbaum einzelner Cystatin-dhnlicher Domédnen von Mitgliedern der Cystatin-

Superfamilie.

Der Stammbaum wurde mit MrBayes (Ronquist et al., 2012) berechnet und mit Dendroscope (Huson &
Scornavacca, 2012) dargestellt. Aufiengruppe: Zea Mays Cystatini. _1 bis _3 bzw. D1 und D2z
bezeichnen die jew. Cystatin-dhnliche Domédne. Zur Legende siehe Anhang 7.3, Tabelle 28.
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Fisch-Fetuin wurde erstmals 2004 als endogener Inhibitor der Astacinprotease Nephrosin aus
den blutbildenen Organen des Karpfens isoliert (Tsai et al., 2004), doch seine Funktion ist
bisher noch ungeklart. Die Spaltung von Fibronektin und Gelatine durch Nephrosin weist auf
eine Funktion Funktion des Enzyms im Rahmen der Remodellierung der extrazelluldren
Matrix hin. Allerdings werden diese Substrate von vielen Proteasen in vitro gespalten, ohne
dass dies eine physiologische Relevanz hatte. Einige Autoren vermuteten eine Funktion im
Rahmen der Immunabwehr hin (Hung et al., 1997; Boutet et al,, 2006). Allerdings wurden
Spekulationen, dass durch die proteolytische Aktivitdt von Nephrosin die Migration von
Makrophagen durch die extrazelluldre Matrix ermdglicht wird, in Zweifel gezogen (Zhang et
al., 2008). Eine bessere Kenntnis der Substratspezifitdit von Nephrosin wirde zweifellos
Aufschlisse mogliche Funktionen dieser Protease zulassen.

Ein SchlUssel zur Funktion der Enzyme im extrazellularen proteolytischen Netzwerk war auch
aus dem Hemmspektrum des Inhibitors Fisch-Fetuin zu erwarten. Hier schienen
vergleichende Analysen mit Sdugerproteasen und den entsprechenden Sdugerhemmstoffen
sinnvoll. Denn wenn es Inhibitor-Enzym-Wechselwirkungen gab, wirden sich daraus
vermutlich Einblicke in die physiologischen Funktionsbeziehungen erschlief3en lassen. Vor
der Entdeckung des Nephrosin-Inhibitors Fisch-Fetuin gab es keinerlei Hinweise auf andere
endogene, spezifische Inhibitoren von Proteasen der Astacinfamilie. Der einzige bekannte
natirliche Inhibitor war bislang der unspezifische Hemmestoff alpha2-Makroglobulin (Stocker
et al., 1991q; Zhang et al., 2006). Daher war die Untersuchung des Fisch-Fetuins von grof3em
Interesse fir die Aufklarung der natirlichen selektiven Regulation von Astacinproteasen auch
bei Saugern.

Das Zielenzym Nephrosin wird im Zebrabarbling von Granulozyten exprimiert (Song et al,,
2004). Ein homologes Enzym konnte in hoheren Wirbeltieren bislang nicht indentifiziert
werden. Alle diesbeziglichen Informationen stammen aus echten Knochenfischen (Teleostei)
wie Karpfen (Hung et al., 1997), Zebrabarbling (Song et al., 2004), europaischem Wolfsbarsch
(Boutet et al., 2006), Regenbogen Forelle (Kirchner et al., 2007), Ayu (Kawaguchi et al., 2006),
Gelbschwanzmakrele (Darawiroj et al., 2008) und Aal (Kalujnaia et al,, 2007). Die parallele
Untersuchung der Enzyme und ihrer Hemmstoffe bei Fischen und Sdugern erschien daher als
vielversprechende Strategie zur Aufklarung der physiologischen Funktionen von Astacinen
und ihrer spezifischen Antagonisten.

5.1 HETEROLOGE EXPRESSION VON FISCH-FETUIN-A

Tsai und Mitarbeiter konnte zeigen, dass der Inhibitor erst durch die Prozessierung seiner
Proform aktiv wird (Tsai et al., 2004). N-terminal werden die Aminosauren Ala-Ser-Leu-Pro-
(Thr) entfernt, so das aktives Fisch-Fetuin-A mit den Aminosauren (Thr)-Gly-Thr-Asp-Val-Val-
Tyr-Lys beginnt. Es ist unklar, ob Threonin oder Glycin die erste Aminosaure in der aktiven
Form ist, denn Tsai et al. haben beide Aminosduren N-terminal gefunden. Den C-Terminus
konnten sie nicht bestimmen. Durch den Vergleich der deglykosylierten Proteingréf3en — der
isolierten Vorstufe und des prozessierten, aktiven Inhibitors — mit deren theroretisch ermittel-
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ten Molekilmassen, ermittelten die Autoren Gly*** als C-terminale Aminosdure des aktiven

Inhibitors (Tsai et al., 2004).

Da in dieser Arbeit die Inhibition verschiedener Proteasen durch Fisch-Fetuin-A analysiert
werden sollte, wurde der Sequenzbereich, der die vermutete aktive Inhibitorform kodiert, mit
Hilfe des pQE-TriSystem His-Strep Vektorsystems in Bakterien (Escherichia coli M15[pREP4])
exprimiert. Laut Hersteller ist dieser Vektor auferdem fir die Expression in Insektenzellen
und Saugerzellen geeignet (Qiagen, 2003). Diese eukaryontischen Expressionssysteme haben
den Vorteil, dass bereits gefaltete und glykosylierte Proteine gewonnen werden konnen, die
mit natirlichen Proteinen vergleichbar sind. Bisher ist es noch nicht gelungen, den Inhibitor
aus transformierten Insektenzellen zu gewinnen (Lin, 2007).

Bakteriell gewonnenen Proteinen fehlen diese Glykosylierungen, die unter anderem wichtig
fur die korrekte Faltung und die Aktivitat des Proteins sein kdnnen (Palomares et al., 2004).
Mit der schnelleren Expression und hoheren Ausbeuten bietet die bakterielle Expression aber
auch Vorteile (Demain & Vaishnav, 2009). Dennoch ist ist die Expression von Fisch-Fetuin-A
in E. coli kritisch zu betrachten, denn die verwendete Fisch-Fetuin-A Sequenz enthalt
insgesamt vierzehn Cysteine. Der Vergleich mit anderen Fetuin-Sequenzen, in denen Disul-
fidbrickenbindungen nachgewiesen wurden (Kellermann et al.,, 1989; Valente et al., 2001;
Aoki et al., 2007) |a3t darauf schlieRen, dass wahrend der Faltung des heterolog gewonnenen
Fisch-Fetuins-A mindestens finf Cystine ausgebildet werden missen.

Durch die Einklonierung der Fisch-Fetuin-A cDNA in das pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor-
system und dem damit verbundenen Anhdngen eines N-terminalen Strep-tags und eines C-
terminalen His-tags wurden zusatzliche Aminosduren zwischen den Inhibitor-Termini und
den tags eingefigt (Abbildung 47), deren Auswirkungen auf die Aktivitat des Inhibitors
unbekannt sind. Zudem stellte sich die Frage, ob die Proform des Inhibitors C-terminal
gekirzt wird, oder ob Bereiche der Insert-Region der dritten Domédne entfernt werden und
das C-terminale Ende Uber eine Disulfidbricke zum Cys*® verknipft bleibt (5.6 und Abbildung
46).

Da der in den nativen Zustand gefaltete Inhibitor trotz seiner Strep-tag-Markierung nicht an
die Strep Tactin Saule bindet (Meyer, 2009), wurde in dieser Arbeit die Affi-Gel® Blau
Sdulenchromatographie als alternatives Verfahren fir die Endreinigung angewendet
(Abbildung 22).

Die verschiedenen Fisch-Fetuin-A Chargen wurden abschlielfend durch SDS PAGE
(Abbildung 19) und anhand ihrer inhibitorischen Wirkung gegen Meprin a (Abbildung 20)
Uberprift. Die SDS Gele brachten Verunreinigungen in Form proteolytischer
Abbaufragmente zutage. Dafir spricht die Tatsache, dass es sich um schneller wandernde
Fragmente anodisch der Hauptbande handelte, die im Immunblot identifiziert werden
konnten. Die am besten hemmende Charge 5 (Abbildung 20) wurde fir die meisten der in
dieser Arbeit beschriebenen Hemmexperimente eingesetzt.
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5.2 HEMMUNG VON ASTACINPROTEASEN DURCH FISCH-FETUIN-A

Es konnte gezeigt werden, dass Fisch-Fetuin-A ein sehr guter Inhibitor der Astacinprotease
Nephrosin ist. Aufgrund ungeniigend verfigbarer Nephrosinmengen konnten wahrend dieser
Arbeit noch keine Hemmbkonstanten durch Enzymkinetiken ermittelt werden. Zudem hat sich
das eingesetzte FRET Substrat MOCAc-Gly-Ser-Pro-Ala-Phe-Leu-Ala-Lys(Dnp)-DArg als
ungeeignet fir die Aktivitdtsmessung von Nephrosin herausgestellt. Mit einer Geschwindig-
keit von 3,3 nM/s wird es relativ langsam umgesetzt. Das Substrat MOCAc-Tyr-Val-Ala-Asp-
Ala-Pro-Lys(Dnp)NH, wurde gar nicht gespalten. Mit dem Substrat Mca-Pro-Leu-Ala-Gln-
Ala-Val-Dpa-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH, konnte ein schnellerer Substratumsatz beobachtet
werden (personliche Kommunikation von Mario OIf).

Fisch-Fetuin-A zeigte zu rekombinantem Meprin a eine etwas hohere Affininitat als zu re-
kombinantem Meprin B. Wahrend die Inhibitionskonstante K; fir die Hemmung von Meprin o
durch rekombinantes Fisch-Fetuin-A bei 115 nM lag, wurde fir die Inhibition von Meprin B ein
K; von 556 nM ermittelt. Der Standardfehler war fir die Meprin B Inhibition mit + 69 nM deut-
lich héher als bei der Kinetik mit Meprin a (+ 8,3 nM).

Die ermittelten Inhibitionskonstanten lagen um das Zwanzig- bzw. Hundertfache Gber den
eingesetzten Enyzmkonzentrationen, was darauf hinwies, dass es sich bei Fisch-Fetuin-A
nicht um einen tight binding Inhibitor handelt (Goldstein, 1944). Daher konnte das Linewea-
ver-Burk Diagramm zur Ermittlung der Inhibitionskonstanten herangezogen werden (Bieth,
1984). Dort lag der Schnittpunkt der Geraden der Meprin a-Inhibition (Abbildung 29) nahe
der y-Achse, was fir eine kompetitve Hemmung spricht (Lineweaver & Burk, 1934). Im
Lineweaver-Burk Diagramm der Meprin B Inhibition lagen die Geraden der verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen sehr dicht beieinander und ihr Schnittpunkt kdnnte auch auf einen
gemischten Hemmmechanismus hindeuten. Bei der kompetitiven Hemmung konkurrieren
Substrat und Inhibitor um das aktive Zentrum der aktiven Protease. Dabei bleibt V. gleich,
wahrend der Ky mit zunehmenden Inhibitorkonzentrationen gréfer wird.

Diese ermittelten inhibitorischen Konstanten weisen Fisch-Fetuin-A als moderaten Inhibitor
der humanen Meprine aus. Im Vergleich zu der Inhibition durch Actinonin, einem Inhibitor mit
einer Hydroxamatgruppe, der von Gram-positiven Streptomyceten produziert wird
(Attwood, 1969), ist die Affinitat zu Meprin a etwas geringer (Ki= 20 nM), zu Meprin B jedoch
deutlich besser (Ki= 1,7 uM) (Kruse et al., 2004).

Des Weiteren wurde in der Arbeit von Kruse et al. (2004) gezeigt, dass die sehr grof3en,
oligomerisierten Meprine durch a,-Makroglobulin nicht gehemmt werden. Kleinere Vertreter
der Astacinfamilie konnen hingegen in der Kafigstruktur dieses relativ unspezifischen
Inhibitors gefangen werden (Marrero et al., 2012). Dazu gehdrt auch Astacin (Stocker et al.,
1991a). Im Gegensatz dazu erwies sich Fisch-Fetuin-A als schlechter Inhibitor fur diese
prototypische Astacinprotease, denn die Inhibitionskonstante war mit 3,5 uM sehr hoch. Die
einzeln ermittelten Substratumsatzgeschwindigkeiten lagen oft nahe beineinander
(Abbildung 27). Entsprechend war auch der Standardfehler mit 1,12 uM sehr hoch. Bereits der
von mir durchgefihrte Azocasein-assay mit Fisch-Fetuin-A und Astacin zeigte bei den
eingesetzten Konzentrationen (94nM Protease und 1,5 uM Inhibitor) keine Inhibition
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(Hedrich et al., 2010). Im Verhaltnis zu der Proteasekonzentration war die Inhibitor-
konzentration zu gering. In dem gleichen Versuch wurden die Aktividten der rekombinanten
Proteasen LAST und LAST_MAM durch Fisch-Fetuin-A auf 89 % bzw. 64 % reduziert (Hedrich
etal., 2010).

Rekombinantes humanes BMP1 wird durch a,-Makroglobulin inhibiert (Zhang et al., 2006).
Durch rekombinantes Fisch-Fetuin-A wird BMP1 jedoch nur so schwach gehemmt, dass die
physiologische Relevanz dieser Inhibition als sehr gering einzuschatzen ist. Zwar ahnelt das
BMP1 Substratspektrum aufgrund der Praferenz fir negativ geladene Reste in der S,' Position
dem der Meprine (Becker-Pauly et al., 2011), jedoch fallt in der Kristallstuktur (3EDH.pdb,
Mac Sweeney et al., 2008b), im sogenannten edge strand, oberhalb des aktiven Zentrums,
eine hochst ungewdhnliche Disulfidbricke auf, die wie eine Klappe vor dem aktiven Zentrum
liegt und dieses blockiert (Mac Sweeney et al,, 2008a). Dies kann der Grund sein, warum
Fisch-Fetuin-A kaum gebunden wird. Tolloid-dhnlichen Astacine besitzen ebenfalls diese zwei
zusatzlichen benachbarten Cysteinreste, die eine entsprechende Disulfidbricke ausbilden
(Mac Sweeney et al., 2008a).

Nephrosin ist das natirliche Zielenzym des Fisch-Fetuins-A. Die Bindung beider Partner ist so
stark, dass es sogar moglich war, sie als Komplex aus der Kopfniere des Karpfens zu isolieren
(Tsai et al., 2004). Beide Proteine wurde auf3erdem in weiteren hdmatopoetischen Organen
und den Kiemen nachgewiesen (Hung et al., 1997; Tsai et al., 2004).

Die Aktivitat von 10 nM rekombinanten Danio rerio Nephrosin konnte durch 1 puM Fisch-
Fetuin-A auf eine Restaktivitdt von 5% reduziert werden. Fir die Bestimmung eines
verldsslichen Ki-Wertes standen jedoch zu wenige Messdaten zur Verfigung. Nach Vergleich
mit den Messwerten fir Meprin o (Tabelle 22) liegt der K; fir Nephrosin unter 100 nM. Damit
ist Nephrosin die durch Fisch-Fetuin-A am effektivsten gehemmte Astacinproteinase.

Trotz intensiver Bemihungen gelang es mir nicht, den von Tsai et al. (2004) beobachteten
Fetuin-Nephrosin-Komplex im durch nicht-denaturierende (,native™) Elektrophorese
darzustellen (Abbildung 23). Das verwendete autoaktivierte Nephrosin konnte in den nativen
Gelen weder durch Coomassie-Farbung noch durch Immunodektektion des Strep-tags nach
dem Western Blot nachgewiesen werden. Mdglicherweise war die Konzentration fur eine
Coomassie Farbung zu gering und/oder der Strep-tag war im Komplex fir den Antikérper im
Immunblot nicht erreichbar. Es ist aber auch nicht ausszuschlief3en, dass Nephrosin aufgrund
seines hohen isolektrischen Punktes (pl 8,74) zur Kathode und somit nicht in das Gel
eingewandert ist. Der Inhibitionskomplex kénnte in héherer Konzentration vielleicht besser
durch die Gelfiltration dargestellt werden, denn bei dieser Methode entfallen Einflussfaktoren
wie die Ladung der Proteine und der pH-Wert (Jansson, 2002).

Die Zymographie (Abbildung 24) zeigte, dass in der Fisch-Fetuin-A Proteinlésung keine
Gelatine-abbauende Protease enthalten ist. Dagegen hydrolysierte das autoaktivierte
Nephrosin die Gelatine effektiv. Diese Aktivitdt wurde durch Fisch-Fetuin-A unter den
gewahlten Bedingungen deutlich reduziert. Dies belegt zumindest die Funktionalitat der in
der nativen Elektrophorese eingesetzten Proteine.
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5.2.1 Inhibition von Proteinasen anderer mechanistischer Klassen

Schon in der ersten Erwdhnung von Fetuin wurde eine Hemmung der Trypsinaktivitdt be-
schrieben, die jedoch auf andere Serumproteine als das isolierte Fetuin zurickgefihrt wurde
(Deutsch, 1954). Neun Jahre spater konnten Green und Kay den Fetuinabbau durch die
Serinproteasen Trypsin und a-Chymotrypsin nachweisen, insbesondere nachdem Sialyl-
sduren auf der Oberfldche des Fetuins entfernt wurden (Green & Kay, 1963). Entgegen dieser
Beobachtung wurde Fetuin in den folgenden Jahrzehnten immer wieder als Trypsininhibitor
beschrieben (Wallis et al., 1969; Galembeck & Cann, 1974; Yoshida et al., 1996; Ashida et al,,
2000) und fir die Maus und Mongolische Wistenrennmaus gar als Countertrypin bezeichnet
(Yamamoto & Sinohara, 1993; Goto et al., 1997).

In dem von Galembeck und Cann (1974) verwendeten Assay stellte Fetuin-A das bevorzugte
Substrat fur Trypsin dar. Es handelt sich demnach um eine Substratkompetition, denn nach
Vorinkubation von Fetuin-A und Trypsin ist keine Inhibition mehr zu beobachten (Galembeck
& Cann, 1974). Dies steht in Einklang mit der Beobachtung anderer Arbeitsgruppen, die
Serinproteasen wie Trypsin als Werkzeuge zur limitierten Proteolyse von Fetuin einsetzten.
So wird unter anderem das sogenannte connecting Peptid aus der dritten Domane des
humanen Fetuins-A durch Trypsin, Elastase, Chymotrypsin, Plasmin, Thrombin und Kallikrein
herausgeschnitten (Nawratil et al, 1996). Haglund und Mitarbeiter konnten durch
Trypsinierung weitere post-translationale Modifikationen identifizieren (Haglund et al., 2001).

Eine Inhibition der Cysteinproteinase Papain durch Fisch-Fetuin-A konnte nicht beobachtet
werden. Dies kann auf die unzureichende Konservierung von Sequenzmotiven
zurickzufihren sein, welche fir die Inhibition von Cysteinproteinasen durch Cystatine
essentiell sind (Ohkubo et al., 1984; Abrahamson et al., 1987; Turk & Bode, 1991). Fir die
Inhibition von Cysteinproteinasen durch Stefine und Cystatine sind N-terminale
Sequenzbereiche, und zwei loops mit den konservierten Motiven QXVXG (L1, Abbildung 37)
und PW (L2) notwendig. Zusammen bilden sie eine keilférmige Struktur, die komplementar
zu der Substratbindungstasche der entsprechenden Zielenzyme ist. Das QXVXG-Motiv
(Abbildung 37) ist in der ersten Cystatin-dhnlichen Domane des Fisch-Fetuins-A nicht

8 nur eine der drei Aminosauren des

enthalten und die zweite Domane beinhaltet mit GIn
Motivs. Demnach lage es nahe, die Inhibition der proteolytischen Aktivitat des Papains der

zweiten Domane des bovinen Fetuins-A zuzuschreiben.

5.2.2 Vergleich von Fisch-Fetuin-A (wt) und der (D144A) Mutante

Aufgrund der Praferenz von Astacinproteasen fir saure Aminosaureseitenketten C-terminal
der Schnittstelle in Proteinsubstraten (Becker-Pauly-et al., 2011) unterrsuchte ich die
Bedeutung von Aspartat und Glutamatresten in den potenziell inhibitorischen reaktiven
Domanenen des Fisch Fetuins-A. Vor dem Hintergrund dieser Uberlegung wurde die D**A
Mutante des Fisch-Fetuins generiert. Sie wurde unter denselben Bedingungen wie das
Wildtypprotein isoliert, um eine optimale Vergleichbarkeit beider Inhibitorformen zu
gewdhrleisten. Da beide rekombinantes Meprina mit praktisch identischer Effizienz
hemmten, und auch die Prozessierung von Fisch-(D***A)-Fetuin-A durch Meprin a und
Meprin B nach dem gleichen Muster wie beim Wildtyp erfolgte, kann vermutet werden, dass
Asp™* nicht an der Inhibition von Astacinproteasen beteiligt ist.
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5.3 SPALTUNG DES FISCH-FETUINS-A DURCH ASTACINPROTEASEN

Im Gegensatz zu Flusskrebs-Astacin spalten Meprina und Meprin B das rekombinante
Fusionsprotein Fisch-Fetuin-A (Abbildung 25). Offenbar entfernt Meprin B den C-terminal
lokalisierten His-tag des Fisch-Fetuins-A wahrend Meprin o den N-terminalen Strep-tag
abtrennt. Die in beiden Fallen entstehenden Fragmente von circa 3 - 5 kDa Masse konnte ich
jedoch nicht nachweisen. Vermutlich wurden beide im Zuge der Proteaseinhibition
proteolytisch degradiert.

Aufgrund dieser Beobachtungen kann fir die Inhibition der Astacinproteasen durch Fisch-
Fetuin-A ein kanonischer Inhibitonsmechanismus, wie er beispielsweise bei Serinproteasen
durch Ovomucoid oder BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor) beoachtet wird (Bode et al.,
1986; Helland et al., 1999), angenommen werden.

Diese meist kleinen Inhibitoren zeigen bis auf einen kanonisch geformten, exponierten loop
keine Gemeinsamkeiten. Weder in ihren Sequenzen, noch ihren Strukturen (Bode & Huber,
1992). Der meist relativ flexible loop ist komplementar zur aktiven Spalte ihrer Zielenzyme
und wird daher wie ein Substrat gebunden (Hubbard et al., 1991; Huang et al., 1995). Dies hat
dann eine Stabilisierung des loops zur Folge (Otlewski et al., 2005). Zwar erfolgt die Bildung
des Acyl-Enzym Intermediats sehr schnell, doch durch die feste Bindung der Abgangsgruppe
kommt es kaum zu einer Deacylierung (Radisky & Koshland, 2002). Demnach erfolgt die
hydrolytische Spaltung der Peptidbindung nur sehr langsam und ist zudem reversibel (Ardelt
& Laskowski, Jr., 1985; Huang et al., 1995).

Dieser Mechanismus wurde auféerdem fur die Hemmung der Metalloprotease Thermolysin
durch den spezifischen Streptomyces Metalloproteinase Inhibitor (SMPI) beobachtet (Murai et
al., 1985). Auch fir diesen Inhibitor wurde die substratdhnliche Bindung, sowie die Spaltung
und Resynthese der Schnittstelle innerhalb des weniger flexiblen, exponierten loops
nachgewiesen (Seeram et al., 1997; Ohno et al., 1998, Tate et al., 1998).

Fir Fetuin-A wurden mit der TAILS-Methode (terminal amine isotopic labeling of substrates)
Schnittstellen direkt hinter der ersten Cystatin-dhnlichen Domane identifiziert (Jefferson et
al., 2013). Dieser Bereich muss demnach auf der Oberflache - zuganglich fir Proteasen -
liegen. Diese These wird durch die Beobachtungen von Tsai und Mitarbeitern gestitzt, die
zusammen mit dem aktiven Inhibitor ein 26 kDa grof3es Fragment isoliert haben, dessen N-
terminaler Bereich (H™®EILVT...) innerhalb der Sequenz zwischen den beiden Cystatin-
ahnlichen Domanen liegt. Die Prozessierung des rekombinanten Fisch-Fetuins-A mit Meprin
a, B und Astacin konnten die These einer fir die entsprechenden Proteasen frei zuganglich
liegenden Schnittstelle zwischen der ersten und der zweiten Domaéne jedoch nicht belegen
(Abbildung 25).
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5.4 ALIGNMENTS UND MODELLE

5.4.1 Nephrosin

Der Sequenzvergleich von Proteasedomanen verschiedener Astacine (Abbildung 34) zeigte,
dass Nephrosin, genau wie die hatching Enzyme HCE und LCE, zusatzlich zu den vier
konservierten Cysteinen zwei weitere Cysteine im N-terminalen Bereich der Proteinsequenz
besitzt. In der Kristallstruktur des Zebrafisch hatching Enzyms 1 (ZHE1; Tanokura et al., 2010)
bilden diese Reste eine Disulfidbricke aus. Kawaguchi et al. (2006) bezeichneten sie als
Charakteristikum fir hatching Enzyme der Astacinfamilie. Nephrosin konnte wie andere
hatching Enzyme auch in embryonalen Geweben nachgewiesen werden (Song et al., 2004;
Kawaguchi et al., 2006). Wdhrend jedoch LCE und HCE, zwei Paraloge des Nephrosins,
spezifisch vor dem Schlipfen des Embryos exprimiert werden, wird Nephrosin auch im
hamatopoetischen Gewebe adulter Teleostei exprimiert (Hung et al., 1997; Kawaguchi et al,,
2006).

Desweiteren deuten der Sequenzvergleich (Abbildung 34) und die Strukturberechnung von
Nephrosin auf eine andere Komposition seiner Substratbindungsspalte, insbesondere der S1'
Substratbindungstasche hin. Wahrend die meisten Astacinproteinasen (darunter auch BMPz,
ZHE1, Ovastacin und die Meprine) aufgrund eines Argininrests im Bereich der S1’-Tasche eine
Praferenz fur negativ geladende Reste in P1' aufweisen (Mac Sweeney et al., 2008a; Okada et
al., 2010; Arolas et al., 2012; Hildebrand, 2013), ist dies fir Nephrosin, aber auch fir Astacin,
nicht der Fall (Krauhs et al., 1982; Stocker et al., 1990; Guevara et al., 2010). In dem Alignment
der Abbildung 34 sind in den ensprechenden Positionen dieser beiden Sequenzen Ala™ bzw.
Lys'7® zu finden. Damit liegt im Astacin zwar auch ein basischer Rest an dieser Position des
Sequenzvergleichs, doch bevorzugt diese Protease eher kleine aliphatische Reste in der S1'
Tasche. Grund dafir ist der sogenannte 170-loop in der dreidimensionalen Struktur des

® an dieser Stelle lokalisiert ist und Lys”® eine andere Position

Astacins, wodurch ProY
einnimmt (Stocker et al., 1993; Gomis-Rith et al., 2012b; Abbildung 36). Zudem fillt diese
Tasche aufgrund des Prolins deutlich flacher aus (Grams et al,, 1996; Gomis-Rith et al.,

2012b).

FiUr die Strukturvorhersagen wurden mit dem Zebrafisch hatching Enzym1 (3LQB.pdb;
Tanokura et al,, 2010) und dem Astacin (1AST.pdb; Bode et al., 1992) zwei Proteasen mit
unterschiedlichen Substratspezifitdten gewadhlt. Durch seine Sequenzahnlichkeit mit
Nephrosin hat sich ZHE1 fur die Modellierung am besten geeignet erwiesen. Dies konnte
durch die Ramachandran-Plots fir ZHE1 und Astacin bestatigt werden (Tabelle 24). Die
Modelle unterstrichen aufRerdem die Abhangigkeit der Gite der Strukturvorhersage von der
verwendeten Modellierungsvorlage.

Die S'-Bindungstaschen der am Zebrafisch ZHE1 modellierten Strukturen (Abbildung 36 D, F)
sind durch das RUckgrat der Aminosauren Gly”°, Val®* und His™* im Cyprinus carpio
Nephrosin-Modell und im Danio rerio Nephrosin-Modell durch das Rickgrat des Met-turn
bildenden Sequenzabschnitts von Val*** bis GIn**, sowie dem Rickgrat von Gly"® und Glu**°
ungeladen und hydrophil. Nur durch die Seitenketten von Tyr® (im ccNephrosin) bzw. Ser®

(im drNephrosin), deren polare Hydroxylgruppen in die Bindungstasche ragen, erhalten diese
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einen schwach-hydrophoben Charakter. Bei der Uberlagerung der Modellierungen mit der
Vorlage ZHE1, wird deutlich, dass die Si'-Region des Nephrosins eine grofRere
Aminosaureseitenkette aufnehmen kénnte als ZHE1. In der Struktur des ZHE1 wird diese

182

Region unter anderem durch die bei Astacinen weitgehend konservierte Aminosdure Arg

181

geformt. Im Nephrosin steht an dieser Position Ala™".

In den Astacin-basierten Modellen, wird durch das Rickgrat der Polypeptidkette eine enge,
tunnelartige Struktur in der S1' Tasche geformt. Im Zebrafisch-Nephrosin ist dieser Tunnel
durchgangig. Aus der a-Helix ist Tyr® (Karpfen-Nephrosin), bzw. Ser® (Zebrabarbling-
Nephrosin) in die Substratbindungstasche gerichtet. Wahrend Tyr®® vor dem Tunnelzugang
liegt, ist die Serinseitenkette zu kurz, um den Zugang zu versperren. Aufgrund des Ser®
bieten die S1' Substratbindungstaschen beider Danio rerio Nephrosinmodelle den meisten
Platz im Vergleich zu den anderen betrachteten Strukturen. Auch hier haben die Sa' Regionen
einen ungeladenen, hydrophilen Charakter. Diese Daten legen eine Praferenz von Nephrosin
fur polare Seitenketten in P1' nahe.

Die von Tsai et al. beschriebenen Heparinbindungsstellen im Karpfen-Nephrosin (Tsai et al.,
2004) wurden in den Modellen lokalisiert. Dort erstrecken sich diese hypothetischen
Bindungsstellen Uber die linke Halfte des in der sogenannten Standardansicht betrachteten
Proteins (Gomis-Rith et al, 2012a). Der Abstand zwischen den exponierten basischen
Aminosauren auf der Proteinoberflache betragt im Durchschnitt 15 A. Durch diese Bindungs-
stellen konnte Nephrosin beispielsweise Uber die Bindung von Heparansulfat an Zellober-
flaichenmolekile binden. Die These wird durch den Nachweis von Nephrosin auf Epithelien
innerer Organe, wie z.B. der Niere und der Milz in adulten Medaka Oryzias latipes gestitzt
(Kawaguchi et al., 2006). Heparin kann die Aktivitat verschiedener Wachstumsfaktoren
verandern. Durch die Anwesenheit von Heparin kann beispielsweise der Wachstumsfaktor
VEGF besser an seinen Rezeptor binden, oder die TGF-B1 Aktivitdt kann durch Heparin
verandert werden (Gitay-Goren et al., 1992; McCaffrey et al., 1992). Bekhouche et al. konnten
zeigen, dass die NTR-Domane von PCPE1 nur schwach an BMP1 bindet. Durch Heparin oder
Heparansulfat wird diese Bindung jedoch beginstigt und die BMP1 Aktivitdt — und damit die
Prokollagenprozessierung — nimmt deutlich zu (Bekhouche et al., 2010). Des Weiteren kann
die inhibitorische Wirkung des Serpins Ca Esterase-Inhibitor (C1-INH) auf die Serinproteinase
C1 Esterase verstarkt werden (Nagaki & Inai, 1976; Rajabi et al., 2012).

5.4.2 Fisch-Fetuin

Durch Sequenzvergleiche, insbesondere der einzelnen Cystatin-dhnlichen Domanen, konnte
die Zuordnung von Fisch-Fetuin zu den Fetuinen A bestatigt werden (Tsai et al., 2004). Die
zweite Cystatin-dhnliche Domaéne des Fisch-Fetuins-A weist zu der entsprechenden Domane
des humanen Fetuins-A mehr identische Reste auf, als zu der ersten Cystatin-dhnlichen
Doméne der Homo sapiens Sequenz (4.9.2.1). Im Zuge der Vergleiche der einzelnen Cystatin-
dhnlichen Domdanen wurden die von Tsai und Mitarbeitern angegebenen Sequenzbereiche
Tyr” bis Asp** und Cys™* bis His** neu eingeteilt. Die erste Cystatin-ahnliche Doméne wird
nun durch die Aminosauren Val* bis Asp™®
Thr*4° bis Asn*>3.

gebildet. Die zweite Domane umfassen die Reste
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Die ermittelten Modelle der Cystatin-ahnlichen Doménen stellen nur eine vage Strukturvor-
hersage dar, denn die Primarstrukturen dieser Domanen zeigen nur sehr geringe Sequenz-
identitaten zu den verfigbaren Kristallstrukturen von Cystatinen und erreichen im besten Fall
18 %. Fir den Erhalt vertrauenswirdiger Modelle sollte die Sequenzidentitdt mindestens
30 %, besser aber 35 bis 40% betragen (Sali et al., 2013). Da keine Strukturdaten von
Cystatin-ahnlichen Domanen mit hoherer Sequenzidentitat zur Verfigung standen, wurden
diese Modelle dennoch fir die Bestimmung von Sekundarstruktur-ausbildenden Bereichen,
sowie von Positionen bestimmter Seitenketten herangezogen, die eventuell einen Einfluss
auf die Aktivitat von Astacinproteasen haben kdnnten.

5.4.2.1 Disulfidbriicken in Fetuinen

Ein Charakteristikum der Fetuinfamilie sind zwolf konservierte Cysteinreste welche sechs
Disulfidbricken ausbilden (Kellermann et al., 1989; Brown et al., 1992; Valente et al., 2001;
Aoki et al., 2007; Sigrist et al., 2013). Finf dieser Disulfidbricken treten innerhalb der
Domanen D1 bzw. D2 auf. Die sechste Disulfidbricke wird zwischen dem ersten konser-
vierten Cysteinrest in D1 mit dem letzten konservierten Cysteinrest in D3 ausgebildet.

Im Vergleich der vollstdndigen Fetuin Sequenzen (7.1) liegen auch im Fisch-Fetuin-A alle
Cysteinreste an konservierten Positionen oder zumindest in unmittelbarer Nahe dazu. In den
modellierten Strukturen lassen die Abstande zwischen den konservierten Cysteinen darauf
schlielen, dass auch in den nativen Strukturen die Disulfidbricken zwischen den
konservierten Cysteinresten gebildet werden konnen. Wahrend der Abstand zwischen den
Cys™*- und Cys
A(D2)-1CEW Modell in einem Abstand von 4,06 A zueinander liegen, betragt im favorisierten
hsFetuin-B(D2)-Modell (d.h. modelliert mit Hilfe der Cystatin D Daten) der Abstand 7,41 A.
Fir die Ausbildung von Disulfidbricken sollte die Distanz zwischen den beiden C,-Atomen

246.C,-Atomen der letzten hypothetischen Disulfidbriicke im Fisch-Fetuin-

zwischen 3,8 A und 6,8 A liegen (Fass, 2012). Demnach wird die letzte Disulfidbriicke in der
zweiten Domdne des Fetuins-B wahrscheinlich nicht ausgebildet. Doch dieses Manko fihre
ich auf ungenigende Ubereinstimmung mit der verwendeten pdb-Vorlage zurick. Durch die
Bildung der letzten Disulfidbricke in den zweiten Domédnen der Fetuine A fallt der hairpin
loop L2 — zwischen den B-Faltblattern B4 und Bs — deutlich kirzer aus. Diese Verkirzung ist
nicht in der D2 des Fetuins-B-1ROA Modells zu beobachten, wodurch sich die beiden
Cysteinreste auch nicht ausreichend anndhren konnen. In dem Modell der 1CEW-Vorlage
ware dies der Fall.

Im den Fetuinen-A und -B der Teleostei sind ein, bzw. zwei zusatzliche Cysteinreste
vorhanden. Diese kénnten zu einer Modifikation des typischen Disulfidbricken-Musters der
Fetuine fuhren. Sie liegen in exponierten Positionen. Es ist vorstellbar, dass die einzelnen
Domanen hier dimerisieren und dadurch eine héhere Stabilitdt der Struktur des nativen
Proteins erzielt wird.

Wie oben bereits erwdhnt, wurde fir humanes Fetuin-A, sowie fir das Schlangen-Fetuin HSF
die Ausbildung einer Disulfidbricke zwischen dem ersten konservierten Cysteinrest in der
ersten Domane und dem zwodlften konservierten Cystein im C-terminalen Teil der dritten
Domédne nachgewiesen (Kellermann et al, 1989; Aoki et al, 2007). Somit sind beide
Domaénen kovalent miteinander verbunden. Die Fisch-Fetuin-A Sequenz weist ebenfalls diese
konservierten Cysteinreste auf. Zudem befindet sich der letzte Cysteinrest in einem Motiv,
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welches in allen Sequenzen, aul3er der des Zackenbarsches Epinephelus coioides, zu finden ist.
Im Fetuin-A der Sduger, der Schlangen und des Knorpelfischs folgt auf die Cys-Pro-Gly-
Sequenz eine basische Aminosaure. Bei den Fetuinen B der Sauger und des Amerikanischen
Flussbarsches (Perca flavescens) folgt auf diese Sequenz ein Prolin. Von diesen vier
Aminosduren sind bei den Fetuinen der Karpfenartigen nur zwei oder drei konserviert.
Dennoch kann angenommen werden, dass im Fisch-Fetuin-A diese Disulfidbricke ebenfalls
vorhanden ist.

5.4.2.2 Die dritte Domdne der Fetuine

Alle Fetuine besitzen eine dritte Domane, deren Sequenzen keine Ahnlichkeit zu anderen
bekannten Proteinen aufweisen. Verglichen mit der Kapfen-Fetuin-A D3-Sequenz fehlen
innerhalb der Kapfen-Fetuin S D3-Sequenz 164 Aminosauren. Die letzten 36 Reste des C-
terminalen Bereichs sind in beiden Fetuinformen — bis auf drei Austausche — identisch.
Charakteristisch fUr diese inserierte Sequenz sind zwei sich wiederholende Motive (Tsai et al.,
2004) mit einem hohen Gehalt der Aminosduren Pro (18,9 %), His (14,6 %), Gly (14,0 %), Asp
und Glu (26,5 %), sowie Arg und Lys (17,7 %). Aufgrund des hohen Histidin- und Prolingehalts
zeigen die dritten Domanen der Teleostei Fetuine eine groRere Ahnlichkeit zu den dritten
Doménen der Histidin-reichen Glykoproteine als die Fetuine der Sdugetiere. Die Funktion
dieser Region ist bisher noch ungeklart. Fir HRG wurde gezeigt, dass allein das His/Pro-reiche
Fragment anti-angiogene Wirkung hat (Borza et al., 1996; Olsson et al., 2004; Rydengard et
al., 2007). Uber komplexiertes Zn** Heparansulfate kann dieser Bereich an der Zelloberflache
von Endothelzellen binden und durch Induktion der Apoptose dieser Zellen der Angiogenese
entgegen wirken (Juarez et al., 2002; Dofnate et al., 2004; Guan et al., 2004; Vanwildemeersch
et al., 2006). Zudem wird diesem Fragement eine antimikrobielle Wirkung gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien zugeschrieben (Bosshart & Heinzelmann, 2003;
Rydengard et al., 2007). Aus diesen Beobachtungen erwdchst die Frage, ob nicht auch die
Insertsequenz des Fisch-Fetuins-A eine bestimmte Funktion ausibt, welche auRerdem
wahrend der Aktivierung des Inhibitiors entfernt werden kénnte (siehe 5.6).

5.4.2.3 Weitere Strukturmerkmale

Fir die hemmende Wirkung der potenten Cysteinproteinaseinhibitoren, den Stefinen und
Cystatinen, sind die beiden Haarnadelschleifen — mit den Motiven QXVXG in der Scheitel-
region der ersten Haarnadelschleife des zentralen B-Faltblatts, sowie das PW-Motiv des
zweiten loops — durch die Bindung in der Substratbindungsspalte von Cysteinproteinasen von
entscheidener Bedeutung(Abrahamson et al.,, 1987; Turk & Bode, 1991; Bjork et al., 1996).
Das inhibitorische QXVXG-Motiv ist in den Cystatin-dhnlichen Domanen der Typ Ill Cystatine
Fetuin-B (D2) und Kininogen (D2 und D3) und teilweise in den D2 der Sauger Fetuine A
enthalten. In den ersten Cystatin-dhnlichen Doménen der Typ Il Cystatine ist dieses Motiv
gar nicht oder nur rudimentar vorhanden. In den Scheitelregionen der beiden
Haarnadelschleifen L1 und L2 der Modelle sind hingegen oft geladene Reste zu finden. Beide
loops der ersten Fisch-Fetuin-A Domane, sowie L2 der zweiten Domdne enthalten negativ
geladene Reste. Letzterer loop ist besonders reich an Glutamatresten.

Aufgrund der Stammbaumanalyse kann man auf eine gemeinsame Vorstufe der Cystatin-
dhnlichen Domaénen schlieRen, welche bereits das QXVXG-Motiv enthielt. Es ist
wahrscheinlich, dass dieses Motiv im Laufe der Evolution modifiziert wurde und schlief3lich
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verloren gegangen ist, wie es in den meisten Cystatin-dhnlichen Domé&nen von Typ il
Cystatinen, ausgenommen der zweiten Cystatin-dhnlichen Doméanen des Fetuins-B, sowie
den D2 und D3 der Kininogene, die demnach die urspringlicheren Formen darstellen, der Fall
ist.

FUr die Fetuine wird mit der Sequenz [ND]XLETXCHL ein anderes Motiv als charakteristisches
Merkmal dieser Familie beschrieben (Olivier et al., 2000; Sigrist et al., 2013). Im Fetuin-A der
Sauger ist dieses Motiv an der Bindung von Calcium-Phosphatkristalliten beteiligt und spielt
bei der Mineralisierung eine Rolle. In anderen Fetuinen und Cystatinen ist diese Funktion
nicht konserviert. Daher war eine starke Abgewandlung dieser Sequenz zu erwarten.
Dennoch ist es aufgrund dieser Sequenz mdglich, neue Vertreter dieser Familie den
Fetuinen A oder B zuzuordnen (Olivier et al., 2000; Liu et al., 2008). Zwar fehlt der ersten
Cystatin-ahnlichen Doméne der Fisch-Fetuine-A der N-terminale Aspartatrest, doch das
verldngerte Fetuin-Motiv (DPTP) der Fetuine-A ist aufgrund der zwei konservierten Proline im
Fisch-Fetuin-A vorhanden (Abbildung 37; Tsai et al., 2004). Ebenso kdnnen die Fetuine aus
Schlangengiften und aus dem Knorpelfisch den Fetuinen-A zugeordnet werden, wogegen die
Cystatindomdnen der HRGs mehr den Domanen der Fetuine-B dhneln. Zumindest die erste
Domane der Fetuine-B und des HRGs hatten wahrscheinlich einen gemeinsamen Vorlaufer.

Wahrscheinlich ist dieses Fetuin-Motiv erst spater, durch positive Selektion, entstanden. In
den erstellten Strukturen ist dieses Motiv im C-terminalen Bereich des dritten B-Faltblattes
lokalisiert. Der enthaltene Cysteinrest bildet wahrscheinlich eine Disulfidbricke zu dem
folgenden, in den Modellen sehr unterschiedlich strukturierten Bereich aus.

Je nach dem, welche Vorlage fir die Vorhersage verwendent wurde, unterscheiden sich die
modellierten Strukturen in dem circa 25 Aminosauren umfassenden Bereich, der auf das
Fetuin-Motiv folgt. Alle Strukturen, mit Ausnahme der zweiten Domdne des Fetuins-B,
besitzen dort, zwischen den beiden B-Stangen B3 und B4 des Faltblattes, eine zweite a-Helix,
welche in den mit Hilfe des Cystatins D berechneten Modellen fehlt (Abbildung 38). In
letzteren Modellen ist dieser Bereich sehr ausladend und sollte daher von Auf3en leicht
angreifbar sein. Zudem kdénnte dieser Bereich relativ flexibel sein. In allen Cystatin-dhnlichen
Domaénen der untersuchten Fetuine befindet sich in in dieser Region ein negativ geladener
Rest. In der ersten Doméne des Fetuins-A ist der Abstand von dem Glutamat bis zum Beginn
des B4-Faltblattstrangs am geringsten. Daher erscheint dieser Bereich rigider, als in den
ersten Domanen des Fisch-Fetuins-A oder des Fetuins-B.

Durch vielen, nach aul3en gerichteten, negativ geladenen Reste des B-Faltblatts in der ersten
Cystatin-ahnlichen Domane, kann Sauger-Fetuin-A als Carrier fir Calciumphosphat aus dem
Serum fungieren (Heiss et al., 2003; Schéfer et al., 2003; Heiss et al., 2008; Jahnen-Dechent et
al., 2011). Fisch-Fetuin-A und Fetuin-B besitzen diese Eigenschaften nicht und Ubernehmen
daher mit hoher Wahrscheinlichkeit andere Aufgaben im Organismus.

Da Fisch Fetuin-A als Inhibitor der Meprine identifiziert werden konnte (Abbildung 28 und
Abbildung 30; Hedrich et al., 2010) und Meprine, wie die meisten Astacinproteasen, negativ
geladene Reste in der Si' Substratbindungstasche praferieren (Becker-Pauly et al.,, 2011),
wurden einige dieser Reste in den Modellen genauer betrachtet. In unserer Veroffentlichung
wurde fur die Inhibitionsversuche bovines Fetuin eingesetzt (Hedrich et al,, 2010). Dabei
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handelte es sich jedoch um ein Gemisch aus Fetuin-A und Fetuin-B. Konstantin Karmilin
konnte bereits zeigen, dass Fetuin-B, jedoch nicht Fetuin-A, Astacinproteinasen hemmt
(Karmilin et al., 2016; unverdéffentlicht). Daher sollten im Sequenzvergleich die Positionen, die
in den Fisch-Fetuin-A- und hsFetuin-B-Sequenzen negativ geladene Reste enthalten, aber
keine geladenen Reste in der Sduger-Fetuin-A-Sequenz tragen, ndher betrachtet werden.

Der im Fetuin-Motiv der zweiten Cystatin-dhnlichen Doméanen des Fisch-Fetuins-A und des
humanen Fetuins-B liegende Glutamatrest (Glu
Kandidat identifiziert. Die Strukturmodelle dieser Doménen zeigten jedoch, dass dieser Rest

*% im Fisch-Fetuin-A) wurde als moglicher

fur eine Proteinase nicht zuganglich sein kann, wenn die Cystatin-dhnlichen Domanen
wirklich diese Konformationen annehmen, da dieser Rest in einer Senke liegt, welche durch
den C-terminalen Bereich der a1-Helix und dem u3-Bereich (zwischen der a2-Helix und dem
B4-Faltblatt) gebildet wird.

Zwei weitere Bereiche kommen fir die inhibitorische Aktivitat des Fisch-Fetuins-A in Frage.
Zum einen weisen alle modellierten Domanen einen weiten Bereich ohne Sekundar-
strukturen auf, der in allen Fallen einen Glutamat- oder Aspartatrest enthalt. Zusatzlich liegt
in dem Bereich in der Fisch-Fetuin-A-Sequenz ein Glutaminrest vor, welcher fir die Inhibition
von Nephrosin verantwortlich sein kénnte. Zum andern weisen nur die a-Helices der zweiten
Cystatin-dhnlichen Domanen von Fisch-Fetuin-A und hsFetuin-B mit Glu™®, bzw. Glu™? nach
aulen gerichtete, negativ geladene Reste auf.

FiUr letztere These spricht die Beobachtung von Tsai und Mitarbeitern, dass bestimmte
Bereiche des Fisch-Fetuins-A im Komplex mit Nephrosin nicht zuganglich fir Trypsin sind
(Abbildung 44). Folglich mussen diese Schnittstellen im Inhibitionskomplex im engen Kontakt
mit Nephrosin vorliegen.

Abbildung 44:Schnittstellen der zweiten Fisch-Fetuin-A Domdne, die im Komplex mit Nephrosin nicht durch Trypsin
hydrolysiert werden.
Tsai et al. konnten durch Trypsinierung von nativem Fisch-Fetuin-A und des Inhibitionskomplexes mit
Nephrosin die Fragmente Lys™* - Lys*®®, Lys"®* - Lys"®® und Lys”*- Arg** nur in ungebundenem Fetuin-A
nachweisen (Tsai et al., 2004). Schnittstellen sind in Form von Scheren dargestellt. Zum Vergleich sind
die D2 von humanem Fetuin-A (B) und humanem Fetuin-B (C) in gleicher Orientierung wie Fisch-Fetuin-
A-D2 (A) dargestellt
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5.4.2.4 Mégliche Anordnungen der Domdnen zueinander

Die modellierten Strukturen der einzelnen Doméanen kénnen zwar Anhaltspunkte auf
maogliche inhibitorische Bereiche bieten, sollten aber dennoch kritisch betrachtet werden.
Zum einen ist die geringe Sequenzahnlichkeit zu den verwendeten Vorlagen zu
bericksichtigen, wodurch einzelne Bereiche in ihrer raumlichen Anordnung von den bisher
bekannten Strukturen abweichen kénnen. Dies kann sich beispielsweisen in der Verkirzung
der einzelnen loops wiederspiegeln, wie es auch in einigen Modellen der Fall war. Zum
anderen ist unklar, wie sich die Domanen in der nativen Faltung zueinander anordnen.

Latexin, ein anderes Mitglied der Cystatin-Superfamilie, besitzt ebenfalls zwei Cystatin-
dhnliche Doménen, die sich so zusammen lagern, dass beide o-Helices gegenldufig
zueinander liegen (Aagaard et al., 20053a; Pallarés et al., 20053). Die B-Faltblatter liegen nach
aulden gerichtet und schirmen die beiden Helices vom AufRenmilieu ab. Die Region zwischen
diesen beiden Domanen ist um zehn Reste langer als bei Fetuinen und bildet eine a-Helix aus.
Durch den Austausch dieser Region im Fisch-Fetuin-A konnte dessen Doméanenorganisation
der beiden Cystatin-dhnlichen Domanen nach der Latexinstruktur modelliert werden.
Allerdings weist der Metallocarboxypeptidase-Inhibitior Latexin keine Cysteinreste in
Positionen auf, die denjenigen der konservierten Cysteine der Typll undlll Cystatine
vergleichbar waren. Dies wurde bei der Strukturmodellierung bericksichtigt. Aufgrund der
nicht vorhandenen Cystine im Latexin, sowie des Austauschs des Bereichs, der die beiden
Domanen miteinander verbindet, ist dieses Modell nur als grobe Skizze einer eventuellen
Domaédnenanordung in den Fetuinen anzusehen. Sollte sich beide Cystatin-dhnlichen
Domaénen dhnich wie im Latexin anordnen, so wire die negativ geladene Seitenkette (Glu™?®)
in der a-Helix der zweiten Doméne hochst wahrscheinlich ins Innere des Inhibitors gerichtet
und kdnnte daher keine inhibitorische Funktion ausiben.

Eine weitere Moglichkeit der Anordnung der Cystatin-ahnlichen Domanen zueinander ware
die dimerisierter Cystatine. Durch eine "Offnung" der Struktur fehlt ihnen der erste loop (L1),
wodurch die Fahigkeit zur Inhibition von Ca Cysteinproteinasen, wie beispielsweise Papain,
verloren geht. Hier liegt der Bereich, der sonst B2 des B-Faltblatts ausbildet parallel zu den 83
und B4 des zweiten Cystatins. Mit dieser Anordnung der Domanen zueinander hatte Fisch-
Fetuin-A eine weniger globuldre Form und mehr Aminosduren wdren auf der Oberflache des
Inhibitors exponiert. Die Trypsinschnittstellen (Abbildung 44) sind in diesem Modell Gber die
ganze Struktur verteilt. Daher sehe ich diese Konformation als weniger wahrscheinlich an.
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Abbildung 45: Bdnderdarstellung von dimerisiertem humanem Cystatin C.
Dargestellt sind zwei N-terminal trunkierte Cystatin C Molekiile (1R4C.pdb, Janowski et al., 2004). Dabei
ist ein Molkil von seinem N- bis zu seinem C-Terminus von blau bis rot gefdrbt. Das zweite Molekil ist in
grau gehalten

5.5 STAMMBAUMANALYSE

Fir die Stammbaumanalyse (Abbildung 43) wurde die Fetuin-S Sequenz des Karpfens nicht
berlcksichtigt, denn sie weist eine hohe Sequenzidentitdt zum Fetuin-L des Karpfens auf.
Beide Fetuine unterscheiden sich durch siebzehn Aminosaureaustausche, die Uber die ganzen
Sequenzen verteilt sind. Daher kann es sich hier nicht um verschiedene Splicevarianten eines
Gens handeln. Vermutlich ist die zweite Fetuin-Form aus einer Verdopplung des
Karpfengenoms hervorgegangen (Chistiakov & Voronova, 2009).

In dem Stammbaum bilden die intrazellularen Stefine eine einzelne Klade. Da sie aus nur
einer Domane bestehen und auf3erdem kein Signalpeptid und auch keine konservierten
Cystine aufweisen, werden sie als sehr urspringliche Formen der Cystatine angesehen
(Bobek & Levine, 1992; Kordis & Turk, 2009; Rawlings & Barrett, 1990). Der gezeigte
Stammbaum bestatigt dies. Die Typ| Cystatine reprasentieren urspringlichen Protease-
hemmstoffe und es ist davon auszugehen, dass alle Domanen urspringlich Hemmstoffe
waren, doch einige diese Eigenschaft im Laufe der Evolution verloren haben.

Cystatine des zweiten Typs, die mit den Stefinen einen unmittelbaren gemeinsamen
Vorldufer haben, werden mit Hilfe ihrer Signalpeptide aus den Zellen ausgeschleust und
besitzen wie die Stefine das Cystatin-Motiv QXVXG. Sie sind in verschiedenen Geweben oder
Korperflissigkeiten zu finden, wo sie unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen (Abrahamson
et al., 2003). lhnen sind konservierte, Disulfidbricken-ausbildende Cysteine gemein. Die
Cystatine C verschiedener Sdugetiere bilden eine eigene Klade. Dabei steht bovines
Cystatin C separat, denn der verwendeten Sequenz fehlen im Vergleich zu den anderen
Cystatinen C N-terminal einige Aminosauren. Cystatin C ist ein ubiquitdr exprimiertes
Protein, dessen Konzentration in der SamenflUssigkeit und der Cerebrospinalflissigkeit am
hochsten ist (Barrett et al., 1984; Abrahamson et al., 1986).

Anders, als in dem von Abrahamson und Mitarbeitern veroffentlichten Stammbaum, in dem
sich im Laufe der Evolution zuerst Cystatin D und erst anschlieRend Cystatin C von den
Cystatinen SN, SA und S entfernt hat (Abrahamson et al.,, 2003), steht in der Abbildung 43
Cystatin D den Cystatinen S, SN und SA néaher. Cystatin D wird von der Ohrspeicheldrise als
Speichel sezerniert und konnte auRerdem in der Tranenflissigkeit detektiert werden (Freije
et al,, 1991; Freije et al., 1993). Auch die Cystatine S, SN und SA wurden aus diesen
Korperflissigkeiten isoliert (Isemura et al., 1984; Saitoh & Isemura, 1993; Dickinson, 2002).
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Aufgrund der Expressionsorte dieser Cystatine erscheint die hier dargestellte evolutionare
Entwicklung als naheliegender. Von diesen vier Inhibitoren wurden nur humane Cystatine fir
die Stammbaumerstellung verwendet.

Das Glykoprotein Cystatin F hat aufgrund seiner Expression durch hdmatopoetische Zellen
eine immunologische Funktion (Halfon et al., 1998; Hashimoto et al., 2000). Cystatin E/M ist
ebenfalls glykosyliert wird von epidermalen Keratinocyten und in Schweil3driisen exprimiert
(Ni et al., 1997; Stenman et al., 1997; Zeeuwen et al., 2001). Es konnte beispielsweise in der
Leber und dem Ovar nachgewiesen werden. Daher wird ihm eine Schutzfunktion wahrend
der fotalen Entwicklung zugeschrieben (Ni et al., 1997). In dem Phylogramm (Abbildung 43)
hat Cystatin M einen gemeinsamen Vorldufer mit den Domanen der Typ Il Cystatine. Auch
diese Domanen weisen konservierte Disulfidbricken auf. Dies kdnnte ein Anhaltspunkt fur
die urspringliche Funktion dieser Cystatine sein.

Da die Typ Il und Typ Ill Cystatine ein gemeinsames Vorlduferprotein haben und sie alle Gber
konservierte Disulfidbriicken verfiigen, kann der gezeigte Stammbaum die These widerlegen,
dass die Disulfidverknipfungen der Typll und Il Cystatine unabhédngig voneinander
entstanden sein sollen (Rawlings & Barrett, 1990). Zudem wird die Aussage von Wong und
Mitarbeitern gestUtzt, dass einmal erworbene Disulfidbricken-ausbildende Cysteinreste
evolutionar stark konserviert sind (Wong et al, 2011). Wahrend Typ Il Cystatine vier
konservierte Cysteinreste aufweisen, sind es in den ersten Cystatin-dhnlichen Domédnen der
Typ Il Cystatine fUnf und in deren zweiten Domanen sogar sechs konservierte Cysteine. Die
zweite Domane der HRGs stellt mit nur drei konservierten Resten eine Ausnahme dar.
Aufgrund einer auffallenden Licke innerhalb dieser Sequenzen im Alignment kann man auf
eine Deletion und den damit verbundenen Verlust des einen konservierten Cysteinrestes
schlief3en.

Die beiden Cystatin-ahnlichen Doméanen D2 und D3 der Kininogene stehen getrennt von den
Domanen aller anderen Typ lll Cystatine. Das Cystatin typische PW Motiv ist in der dritten
Cystatin-ahnlichen Doméne von Kinonogenen zu finden. In ihrer zweiten Domane hingegen,
ist das Typ lI-typische QXVXG-Motiv der Cystatine enthalten. Durch die konservierten
Cysteine und das daraus resultierende mdgliche Disulfidbrickenmuster (Abbildung 6) zeigen
Kininogene eine sehr groRe Ahnlichkeit zu den zweiten Cystatin-ahnlichen Domé&nen anderer
Typ lll Cystatine.

Gleiches gilt fUr die zweiten Doménen der Fetuine B. Auch diese Doméanen haben im Laufe
der Evolution weniger Veranderungen erfahren; sie besitzen das unveranderte QXVXG-Motiv
und drei Disulfidbricken. Der Stammbaum zeigt, dass diese Doméanen ein gemeinsames
Vorlauferprotein mit den zweiten Cystatin-dhnlichen Domédnen der Fetuine A haben.
Gemeinsam haben sie sich zuvor in ihrer Entwicklung von der Evolution der Domanen der
HRGs und der ersten Domanen der Fetuine A und B entfernt.

Die ersten, zweiten und dritten Cystatin-dhnlichen Domanen der Typ Il Cystatine (Fetuine,
HRGs und Kininogene) bilden in dem dargestellten Stammbaum (Abbildung 43) Cluster. Das
heil3t, sie sind sich ahnlicher, als die einzelnen Domanen innerhalb eines dieser Proteine. Den
ersten Cystatin-dhnlichen Domédnen der Kininogene fehlen die QXVXG und PW Motive. Im
Vergleich der Kininogen-Domaénen untereinander, hat die D1 die meisten Veranderungen im
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Laufe der Evolution erfahren (D3<D2<D1). Viele Verdnderungen weisen auf eine
Spezialisierung einer Funktion hin (personliche Mitteilung von Dr. Holger Herlyn). Alle ersten
Cystatin-ahnlichen Domanen der Typlll Cystatine zeigen keine inhibitorische Aktivitat
gegeniber Cysteinproteinasen wie beispielsweise Papain (Salvesen et al, 1986 und
Abschnitte 4.8.4 und 5.2.1). Demnach sind sie wahrscheinlich auf andere Aufgaben
spezialisiert. Die ersten Cystatin-ahnlichen Domanen der Schlangen- und Sauger-Fetuine A
weisen die grofdte Distanz um Ursprung des Phylogramms auf und haben demnach die
meisten Austausche im Laufe der Evolution erfahren. Auch die Abbildung 37 zeigt, dass diese
Domanen nur noch geringe Ahnlichkeit zu urspringlicheren Sequenzen, wie beispielsweise
der Kininogen-D3, aufweisen. Da den ersten Domanen der Schlangen Fetuine A eine
inhibitiorische Aktivitdt gegeniber den SVMPs der Adamalysinfamilie nachgewiesen werden
konnte (Aoki et al., 2007) und diese Klade in dem dargestellten Phylogramm in enger
Verwandtschaft zu den ersten Cystatin-dhnlichen Doméanen der S&uger-Fetuine-A stehen,
sollte eine Hemmung von verschiedenen Adamalysinen durch Fetuin-A geprift werden.
Proteasen der Astacinfamile kann das Fetuin-A der Sduger nicht hemmen. Mit seiner ersten
Cystatin-dhnlichen Domane ist es jedoch in der Lage die Kalzifizierung von Gewebe zu
unterbinden (Schinke et al., 1996).

In dem dargestellen Stambaum haben die zweiten Cystatin-ahnlichen Doméanen der Histidin-
reichen Glykoproteine einen gemeinsamen Ursprung mit den ersten Domanen der Typ Il
Cystatine. Im Folgendendem haben sich dann die ersten Cystatin-dhnlichen Doménen der
Kininogene gesondert entwickelt.

Die ersten Cystatin-ahnlichen Domanen von Fetuin-B und HRG stehen in engerer Verwandt-
schaft zueinander als zu der entsprechenden Doméne von Fetuin-A. Dies wurde bereits von
Hsu heraus gestellt und kann durch diesen Stammbaum bestatigt werden (Hsu et al., 2004).
Auf den Chromosomen der Maus (Chromosom 16) und des Menschen (Chromosom 3) liegen
die Gene fir Kininogen, HRG, Fetuin-B und Fetuin-A in der genannten Reihenfolge neben
einander (Lee et al., 2009). Durch Genduplikation kann es zu der Bildung dieser Typ llI
Cystatine, und insbesondere die enge Beziehung zwischen Fetuin-B und dem Histidin-reichen
Glykoprotein gekommen sein. Warum jedoch genau dieser Bereich mehrfachen
Genduplikationen unterlag, die schlieBlich zu diesen mehr oder weniger eng verwandten
Proteinen fihrte, ist unklar.

Innerhalb der ersten und zweiten Cystatin-ahnlichen Domanen der Fetuine ist eine klare
Differenzierung zwischen den einzelnen Klassen der verglichenen Spezies zu erkennen. Der
Stammbaum der Fische von Betancur-R. weist die Gruppe der Barschartigen als eine eher
junge Gruppe aus, von der die Abspaltung der Cypriniformes relativ frih erfolgte (Betancur-R
et al., 2013). Diese Beziehung wird durch die zweite Cystatin-dhnliche Doméane der Fetuine B
in der Abbildung 43 widergespiegelt, wo die Fetuine der Karpfenartigen gruppiert werden
und sich die Sequenzen der weitldufigen Gruppe der Percomorpharia abgespalten haben. Am
Ursprung der Entwicklung der zweiten Cystatin-dhnlichen Domaéne des Fetuins-A hat sich als
erstes die Fetuinsequenz des Knorpelfischs abgespalten. Auch dies entspricht
Beschreibungen anderer Verodffentlichungen (Sidow, 1996; Donoghue & Purnell, 2005). Es
folgte die gesonderte Evolution der Knochenfisch-Fetuine. Erst dann gliedern sich die
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Cystatin-ahnlichen Doménen der Fetuine A in die beiden Kladen der Mammalia und der
Lepidosauria-Fetuine A-D2 bzw. D1 auf.

Da hier verschiedene Domanen verschiedener Proteinfamilien verglichen wurden, von denen
nicht in jedem Fall entsprechenden Proteine der gleichen Spezies vorlagen (die Fetuine der
Schlangen &dhneln den Fetuinen-A, jedoch keines dem Fetuin-B), ist die Erstellung eines
phylogenetischen Stammbaumes schwierig. Auch unterschiedliche Sequenzldngen, wie bei
bovinem Cystatin F, bovinem HRG (Domaéne 2) oder der zweiten Fetuin-B Domadne des
Amerikanischen FluRBbarsches Perca flavescens, kénnen sich auf die Eingliederung in den
Stammbaum ausgewirkt haben. Ebenso kann der Verlust eines Sequenzbereichs der HRG-D2
(s.0.) die Bestimmung der Position im Stammbaum erschweren oder gar verfalschen.

Neu ist die Beobachtung, dass die Domanen der Typ lll Cystatine einen gemeinsamen Ahnen
mit dem Cystatin E/M haben koénnten. Zwar hat dieses Cystatin eine immunologische
Funktion und auch den Typ Il Cystatinen wird aufgrund ihrer Regulation als Negativ-Akut-
Phase Proteine eine Funktion in der Immunabwehr unterstellt, doch wurde dies bisher in
keinem mir bekannten Stammbaum gezeigt.

Brown und Dziegielewska dufRerten die Vermutung, dass der Ahne der Fetuine ein zwei-
Domanen Protein mit Cystatin-Aktivitat war (Brown & Dziegielewska, 1997). Wahrscheinlich
kam es erst zu einer Duplikation dieser Typ lll-Urdomane. Dabei entspricht die zweite
Cystatin-dhnliche Domdne im gréfReren Maf3e dieser Urform, als die D1, denn in den
modernen Typ lll D2 sind meist noch mehr Aminosduren des QXVXG Motivs vorhanden
(Abbildung 37). Aus dem Gen des Mehrdomanen-Proteins haben sich dann die verschiedenen
Typ Il Cystatine entwickelt. Fir diese These spricht die Beobachtung, dass die ersten
Doménen der Fetuine in allen Fallen etwas mehr Verdanderungen in ihren Sequenzen erfahren
haben, als ihre zweiten Domanen. AufRerdem besitzen alle Typ Ill Cystatine das CPG-Motivim
C-terminalen Bereich der Primarstruktur. Im C-terminalen Bereich von Typ Il Cystatinen kann
héchstens CP gefunden werden. Auch in der Verdffentlichung von Kordis und Turk, die
vollstaindige  Sequenzen verglichen haben, werden die hier beobachteten
Verwandtschaftsverhaltnisse der Fetuine und HRGs, insbesondere bei den D1, dargestellt
(Kordis & Turk, 2009).

5.6 FAzIT

In dieser Arbeit wurde Fisch-Fetuin-A des Karpfens auf seine inhibitorische Aktivitat
gegeniber Proteasen der Astacinfamilie und anderer Proteaseklassen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass das heterolog exprimierte Protein inhibitorisch aktiv war, am besten
gegen die physiologische Zielprotease Nephrosin. Dariberhinaus werden auch, andere
Mitglieder der Astacinproteinase-Familie gehemmt, ndmlich Meprin o, Meprin B und Astacin.

Aufgrund der starken Bindung von Nephrosin ist anzunehmen, dass Fisch-Fetuin-A im
Organismus die spezifische Regulation dieser Astacinprotease Ubernimmt.

Der Mechanismus der Hemmung ist noch unbekannt. Erste Analysen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zeigten, dass es sich vermutlich nicht um den klassischen Cystatin
Mechanismus handelt. Demnach besitzen Typ Il Cystatine wie Fetuine offenbar noch andere,
bislang unbekannte reaktive Zentren zur Inaktivierung proteolytischer Enzyme.
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7 ANHANG

7.1  FETUIN-SEQUENZALIGNMENT

Das folgende Sequenzalignment vergleicht vollstdndige Fetuin Sequenzen von Sdugetieren,
Schlangen, echten Knochenfischen und einem Knorpelfisch. Die Daten der verwendeten
Sequenzen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 26: Legende der Fetuin-Sequenzen des folgenden Alignments (Abbildung 46).

Abk. Fetuin Un'i::rot Art Klasse
ccaFetS Fetuin-S Q80176 Cyprinus carpio (Karpfen) Actinopterygii
ccaFetL Fetuin-L Q80175 Cyprinus carpio (Karpfen) Actinopterygii
dreFetA Fetuin-A Q80058 Danio rerio (Zebrabarbling) Actinopterygii
cmiFetA Fetuin-A K4FT29 Callorhynchus milii (Elefantenhai) | Chondrichthyes

. . Bothropoides jararaca .
bjaBJ46a Fetuin-A QgDGlo (Jararaca-Lanzenotter) Reptilia
. Protobothrops flavoviridis* .
tfIHSF Fetuin-A P29695 (Habu-Schlange) Reptilia
. Protobothrops flavoviridis* .
tfIHLP Fetuin-A | Q5KQSg (Habu-Schlange) Reptilia
mmuFetA | Fetuin-A P29699 Mus musculus (Maus) Mammalia
rnoFetA Fetuin-A P24090 Rattus norvegicus (Ratte) Mammalia
. Meriones unguiculatus )
munFetA | Fetuin-A Pg7515 (Mongolische Rennmaus) Mammalia
btaFetA Fetuin-A P12763 Bos taurus (Rind) Mammalia
oarFetA Fetuin-A P2g701 Ovis aries (Schaf) Mammalia
sscFetA Fetuin-A P2g700 Sus scrofa (Schwein) Mammalia
ocuFetA Fetuin-A P80191 Oryctolagus cuniculus (Kaninchen) Mammalia
hsaFetA Fetuin-A Po2765 Homo sapiens (Mensch) Mammalia
cpoFetA Fetuin-A O7y0159 | Cavia procellus (Meerschweinchen) Mammalia
btaFetB Fetuin-B Q58D62 Bos taurus (Rind) Mammalia
hsaFetB Fetuin-B | QgUGM5g Homo sapiens (Mensch) Mammalia
mmuFetB | Fetuin-B Q9QXCa Mus musculus (Maus) Mammalia
rnoFetB Fetuin-B Q9QX79 Rattus norvegicus (Ratte) Mammalia
. . Carassius gibelio . ..
cgiFetB Fetuin-B Q3LR74 (Giebel/Silberkarausche) Actinopterygii
dreFetB Fetuin-B E7FEg9o Danio rerio (Zebrabarbling) Actinopterygii
. Epinephelus nebulosus . .
ecoFetB Fetuin-B D6PVT4 (Zackenbarsch) Actinopterygii
. Perca flavescens (Amerikan. . .
pflFetB Fetuin-B | C3UZWj4 Flussbarsch) Actinopterygii

* Synonym: Trimeresurus flavoviridis
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mmuFetB PELDDEKPEESKGGSPEEAFPVQL DL T TN -~ — === === === ===~~~ - PQGDTL 345
rnoFetB PEQ--EEPEDSKGKSPEE PFPVQL DL T TN~~~ — === = === - PQGDTL 340
eciters TR R L B8R D e e WEHHHHQYGHKKDETHEHDHEV : 360
dreFetB : HTHSHEHDHGHTHSHDHBHEHTHHARKAHEHGODE ----r--roreree e r e e me e r e s e e n e e e e s e e e o e WEHQHHQYGHKKDETHEHDHE I 381
B e == = = . e =
pflFetB : SDLAVSKPRGSLGTVEDD-~—-----———--—- - oo s e e e e e e 305



480 * 500 * 520 * 540 * 560 * 580 *

ccaFetS @ ———FPCNG----——--——o oo FAKIPPTIYPIC@LRPILFSRGPPNFVRPTGN ————— : 300
ccaFetl, @ RHEFPCHG-——-—— - oo oo FVKIPPTIYPICHLRPILLSRGPPNFVRPTGN----- : 464
dreFetA : RHEFPCHG YVKIPPSIYPICPFPPPRLC : 455
cmiFetA : GEVIGTGG 366
bjaBJ46 : LAEVPVAF 341
tf1HSFE : VAEVPVVE 342
tf1HLP : VVECPVAF 324
MMUFEEA : TLHS P — == m oo o o o o o KVGQPG---AAG--PVSPMCIERTRHFKT ~—— === ——===——=~— : 345
FROFEtA 1 VLHS P = ——mm m oo o o o o e KVGQPGDAGAAG--PVAPLCHERVRYFKT ~———=——————————— : 352
MUNFEtA & AFQS P — = mm — oo — oo o QAGNAG---AAG--PAVPLCHERVRHFKI -——————————————— : 348
btaFetA : AFHVGKT P-——— - —— oo m oo m oo - IVGQPSIPGGP----- VRLCHERIRYFKI-——————————————— 1 359
0arFetA 1 AFHVGK T P————— - - oo oo oo IVGQPSVPGGP--—-- VHLCEERIRYFKI-————-—————————— : 364
SSCFetA @ AFHVGK T P———————— oo oo oo KGAQPSIPAADGSVPVVRPCHERIRHFKI -——————————————— 1 362
OCUFetA 1 AFHPGKV P - —— - = oo oo o VVVQPSVGAAPG--PVITPCHEKVRYFKI ———————————————— 1 360
hsaFetA : VSHPRKTR-———— === o o o TVVQPSVGAAAG—-PVVPPCIHERIRAFKV-——————————————— 1 367
CPOFEtA 1 AFGPRQK P == == — o o o o o KVTHPGVASGVG-PVPPPPCEERTRHFKT ~—— === —————————— : 358
btaFetB : DVSFLEQE-——— === mm oo o o - PMEEKVVVLPFPSKEQRSAECIHEPAQKGYPFILPS-————-——=-— : 387
hsaFetB : DISFLELE-——— == oo m oo o oo - PMEEKLVVLPFPKEKARTAEC): € PAQNASPLVLPP-——-=-——=-— : 382
MMUFEtB : DVSELYLE—— === mm — oo o oo o o PGDKKLVVLPFPGKEQRSAEC): ¢ PEKENNPLVLPP-——-=-——=-— : 388
TNOFetB & DVSFLYLE——————— o — oo oo o PEEKKLVVLPFPGKEQRSPECIEPEKQRTP-——————————————— : 378

Cgibccl ¢ ALDHEHKHRHLHEHEHHHHHH—DHENKTTVRRPDGMINVLPPMDKPMTLPSFPDKPAAGPEQPSTLPFHPDPQIPGQREPTIHPFPDTMSPECEAMSNIHNGRLKEIISEDPLFKPTV R
dreFetB : VLDHDHKHRHIHEHEHHHHHHHDKSHOTKSRRPDGIFNVLPPVDKPMILPSFPDKPAAGPEQPSTLPLLPDPEIPGOKEPTIHTFPSKTSPECI AQSTIENGLLKQIVSEDPLFKPAR : 499
ecofetp ;. ------------......... ... - - -----...--. - --.-.. . .. ... ... ....... -..--. - ... . ... 0. - - ----.. .- -----....-----------—--——-~- 0 =
B e e PAEVRSAPAASSCIEPHRANLGLDRIKL—————————- e

cpg
12

Abbildung 46: Vergleich vollstingige Fetuin Sequenzen von Sdugetieren (farblos), Schlangen (rot), echten Knochenfischen (blau) und einem Knorpelfisch (grin).
Die Cystatin-dhnlichen Domdnen sind durch blaue, gebogene Pfeile und der Bezeichnung D1 oder D2 gekennzeichnet. Cysteinreste sind gelb hinterlegt. Konservierte Cysteine, fir die
die Ausbildung von Disulfidbriicken in den Fetuinsequenzen fiir humanes Fetuin-A (Kellermann et al., 1989) und HSF (Aoki et al., 2007) bereits nachgewiesen wurde, sind in der
untersten Zeile nummeriert. Bereiche, die innerhalb der Fetuingruppen hauptsdchlich negativ geladene Aufweisen sind rot hinterlegt. Rote Pfeile iiber den Sequenzen markieren
Aminosduren, auf die im Text niher eingegangen wird. Signalpeptide sind in grau gedruckt. Dieses Alignment wurde mit Clustal X2 erstellt und mit GeneDoc dargestellt.



Anhang

7.2 DAS VERWENDETE INHIBITOR KONSTRUKT IM VERGLEICH ZU FULL LENGTH
FETUIN DES KARPFENS

* 209 * 40 * 60
ccaFetS : MRELVILAALVSALHAASLPTGTDVVYKCQEDQDKIATLEAESFINDHHRHGYKFKEFVSQDS : 62
ccafFetlL : MRELVILAALVSALHAASLPTGTDVVYKCQKDQDKIATLEAESFINDHHRHGYKFKFVSQDS : 62
F-FetA === WSHPQFEK  SEATGTDVVYKCQKDODKIATLEAESFINDHHRHGYKFKEFVSQDS : 58
* 80 * 100 * 120

ccaFetS : RSAEKKTDPCEVVLGITLEETECHIVNPKPLDQCETRMETQTKVTAKCNVTISSAEGKAEVK : 124
ccaFetl : RSAEKKTDPCEVVLGITLEETECHIVNPKPLDQCETRKETQTKVTAKCNVTVSSVEGKASVK : 124
F-FetA : RSAEKKTDPCEVVLGITLEETECHIVNPKPLDQCETRKETQTKVTAKCNVTVSSVEGKAAVK : 120

* 140 * 160 * 180
ccaFetS : DYNCDTEPASHEILVTKCPDCPSLLPLHDPKGLESVKTALQKFNQGSDHKSYFKLMEVGRIS : 186
ccaFetl : RYICDTEPASHEILVTKCPDCPGLLPLHDPKGLESVKTALQKFNKESDHKSYFKLMEVGRIS : 186
F-FetA : RYICDTEPASHEILVTKCPDCPGLLPLHDPKGLESVKTALQKFNKESDHKSYFKLMEVGRIS : 182

* 200 * 220 * 240
ccaFetS : TOQWMFSGQSFFSQFAIMETNCTNKEAPQNEESCKALCGDQARYGFCKSTKVGIEEPEVECEI : 248
ccaFetlL : TQWMFSGQSFFSQFAIMETNCTNKEAPQNEESCKALCGEKARYGFCKSTKVGIEEPEVECEI : 248

F-FetA : TQWMFSGQSFFSQFAIMETNCTNKEAPQNEESCKALCGEKARYGFCKSTKVGIEEPEVECEI : 244
* 260 * 280 ¢ * 300 *
ccaFetS : YEAKNITHPMKRPAQ-———————————— = m o m o mmm o T 263
ccaFetl : YEAKNITHPWKHPAQSRRDCKFQGFPPGHRPGHGPPHRPGHGPPHRPGHGPPLRPGHEGHDH : 310
F-FetA : YEAKNITHPWKHPAQSRRDCKFQGFPPGHRPGHG HHHHHHHH--- : 303
320 * 340 * 360 *
ccaFetS @ —=———-—-mmm oo : -

ccaFetl : KDKTPDLRGHPEHAGRDPKDKTPDLRGHPEHAGRDPKDKTPDLRGHPEHAARDPKDKTPDLR : 372
F-FetnA ¢: - - - - - »-o-o--------------"--"--""--"""\-""\-"—" "\ : -

ccaFetS : -——==----—--———-————————————— -~ ——————————— FPCNGFA : 270
ccaFetlL : GHPEHAGRDPKDKTPDLRGHPEHAGHDHKGHPEHPQLCSRGPSGVPESVPEGRHEFPCHGEV : 434
F-FethA : —————— e -

440 * 460
ccaFetS : KIPPTIYPICPLRPILFSRGPPNFVRPTGN : 300
ccaFetL : KIPPTIYPICPLRPILLSRGPPNEVRPTGN : 464
F-FetA : -——7----""""""""""""""""7"-"--—— : -

Abbildung 47: Vergleich der Aminosduresequenzen von Karpfen Fetuin S und L und dem reifen Fisch-Fetuin-A.
F-FetA entspricht dem Fusionsprotein, das durch die bakterielle Expression der reifen
Inhibitorsequenz im pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektor gewonnen wurde und von einem Strep-tag (rot)
und einem achtfachen His-tag (blau) flankiert wird. Durch die Klonierung zusdtzlich inserierte
Aminosduren sind orange gedruckt. Die Signalpeptide von ccafFetuin S (Q801Z6) und ccaFetuin L
(Q801Z5) sind grin markiert, unterschiedliche Aminosduren zwischen den Sequenzen sind grau
hinterlegt. cca = Cyprinus carpio; ¢ = vermutete Termini des reifen Inhibitors. Erstellt mit ClustalX 2.1
(Matrix: Gonnet PAM 250).
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7.2.1  Nukleotid- und Aminosdauresequenzen des Fisch-Fetuins-A

ggtacctcgcgaatgcatctagattcaatgtgcagcatgagagagctggtgatattagcagegttggtce
G T s R M H L. OD s M ¢C S M R E L v I L A A L V
tcggctctacacgcageccagectcectgacaggcactgatgtggtatataagtgccaaaaagatcaggac
s A L H A A S L L T G T D V V Y K C Q K D Q D
aagattgctacattagaagctgagagctttattaatgaccatcaccgccatggatacaaattcaaattt
K I A T L E A E S ¥F I N D H H R H G Y K F K F
gtctcacaggacagtcgcagtgcagagaagaagactgatccttgtgaggtcgtcttgggaataactcta
v S ¢ b S R S A E K K T D P C E V V L G I T L
gaggaaactgaatgccacatcgtgaatcccaaacctttagatcagtgtgagactagaaaggaaacacag
E E T E C H I VvV N P K P L D Q C E T R K E T 0
acgaaggtgacagcaaaatgtaatgtgactgtctctagtgttgagggaaaagcagctgtgaagcgctac
T K v T A K ¢C N V T V S S V E G K A A V K R Y
atctgtgacaccgaaccagcttcacatgaaatacttgtgacaaaatgccctgactgecccececggtcectgetyg
I ¢ DT E P ASHE I L V T K C P D C P G L L
cccttgcatgacccgaagggtctggagagtgtgaaaactgccctgcagaaattcaacaaagaatctgat
P L H D P K G L E S V K T AL QO K F N K E S D
cacaagtcttactttaaactgatggaagtggggaggatcagcacccagtggatgttttcaggtcagagce
H K s Yy P K L.M E V 6 R I S5 T Q W M F S G Q S
ttcttttctcagtttgccattatggagacaaactgtacaaacaaggaggcaccccagaatgaagaatca
F F S Q F A I METNU CTNI K EA AP QN E E S
tgcaaggctttatgtggggagaaggctcggtatggcttctgtaagtccaccaaggttggaattgaggaa
c K AL C G E K AR Y G F C K S T K V G I E E
ccagaagtggaatgtgaaatttatgaagctaagaacataactcatccatggaaacaccctgctcagtca
P E V E CE I Y E A KN I T H P W K H P A Q S
agaagagactgtaaattccagggttttccaccaggacatcgtccaggacatggtccccecctcatcgecca
R R D C K F ¢ G F P P G H R P G H G P P H R P
ggacatggtccccecctcatcgecccaggacatggtcceccecttecgeccaggacatgaaggceccatgaccecac
G H G P P H R P G H G P P L R P G H E G H D H
aaggacaaaacaccagatctaagagggcatccagaacacgcaggccgtgaccccaaggacaaaacacca
K D K T p D L R G H P E H A G R D P K D K T P
gatctaagagggcatccagaacatgcaggccgtgaccccaaggacaaaacaccagatctaagagggeat
D L R G H P E H A G R D P K D K T P D L R G H
ccagaacacgcagcccgtgaccccaaggacaaaacaccagatctaagagggcatccagaacacgcaggce
P E H A A R D P K D K T P D L R G H P E H A G
cgtgaccccaaggacaaaacaccagatctaagagggcatccagaacatgcaggccatgatcacaagggce
R D P K D K T P DL R G H P E H A G H D H K G
catccagagcatccacagctctgttcaagaggcccttcaggagttccagaatcagtgecctgaaggeccge
H P E H P Q L C S R G P S G V P E S V P E G R
catgagttcccatgccatggctttgtaaaaatacccccctctatttatccaatctgececcttececteca
H E F P C H G F V K I P P s I Yy P I C P F P P
ccacgtctctgcagaggccctccagacttgatacatcctceccttcacctecttectectcagtaa
P R L C R G P P DL I H P P S P P s P Q -
Abbildung 48: Vollstindige Nukleotid- und Aminosduresequenzen des Fisch-Fetuins-A (zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. Franz-Xavier Gomis-Riith).
Das Signalpeptid ist in grau gedruckt. Glykosylierungstellen sind unterstrichen. Die Insertsequenz ist
grau hinterlegt.
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7.2.2 pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektorkarte

Ncol (1265)

| TspMI - Xmal (1307}
! | Smal (1309)
EcoS53KI (1314)

! sael (1316)

“_ BgIII (1334)

BfuAl - BspMI (1341)
Ascl (1342)

Pstl - SbfI (1352)

~ Acc65I (1360)

KpnI (1364)

HIndIII (1372)

. Eagl - NotI (1379)

\ Pyull (1389)
BStZ171 (1394)

S PmIT (1399)

PaeR7I - TII - Xhol (1441}

pQE-TriSystem His-Strep2
5796 bp

Abbildung 49: Vektorkarte mit Restriktionsschnittstellen des pQE-TriSystem His-Strep 2 (Qiagen, Hilden).
Das zu exprimierende Protein wird in die multiple cloning site (MCS) einkloniert. Durch die Transkription
wird das gewiinschte Protein, das Fisch-Fetuin-A, mit einem N-terminalen Strep-tag und einem C-
terminalen 8x His-tag gewonnen. Mit diesem Vektor kénnen Proteine in Bakterien-, Insekten- und
Sdugerzellen exprimiert werden. (Quelle: http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/qiagen_
vectors/pQE-TriSystem_His-Strep2/, 27.3.2014)
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mammalian
CAAT box_ chicken B-actin promoter TATA box 5 , <ap

GIGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTIT CTTIT ATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCG*GGAGTCGTG

Exon 1

Intron
CGCGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGLTCCGCCGCCGCCTCGLGLOGLCCGLCCCGGCTCTGCTGACCGCGTIACTCCCACAGGTIGAGCGGGLGGGACGGCCCTTCTCCTIC

Exon 1

Intron

GGGCTGTAATTAGCGCTTIGGTTTAATGACGGCTTIGTITCTITITCTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTIGAGGGGCTCCGGGAGGGLCCTITGTGCGGGGGCGAGCGGLTCGGGGLTGTCC

Intron
GCGGGGGGACGGCTGCCTTICGGGEGGEGACGGGGCAGGGCGGEGTICGGCTICTIGGLGTGTGACCGGLCGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTITITCCT
35 10
ntron. pQE-TriSystem forward primer T5 Promoter —34="_ lac operator region
ACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTTATIGTGCT GTCTCATCATFT[GGCAAAGAA]TGGATCGGACCGGAAATCATAAAAAAWATITGCTI'TGTGAGCGGATAACAATTATAATAGAWCA

:_UTSP] p10 Promoter ‘) Ep]OP]
ATTGAGGCCTCGACCACCGGGACCTITAATTCAACCCAACACAATATATTATAGTTAA, ATAAGAA]TAWATC AAATCATTTGTATATTAATTAAAATACTATACTG TAAAWACAWWAUTACAATC
Kozak 3-ORF site Psil
_,__RBS Necol Strep-tag Smal _Sacl __ BomHI EcoRl  Bglll Ascl ___Sfbl Kpnl
AAAGGAGATATACCATGGCGAGCGCGICGAGCCACCCGCAGTTCCAAAANATATICCCGGGAGCTCGTGGATCCGAATTCTCAGATCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACGGTACCG
Eagl 3-ORF site

NapVH'-_”dl” MNotl Pvull Bst TTO7 py ¥hol 8xHis tag Dralll
GTTCGAAGCTTGCGGCCGCACAGCTGTATACACGTGCAAGCCAGCCAGAACTCGCCCCGGAAGACCCCGAGGATCTCGAG NN AT 1A AGTGATTAA

_ pQE-TriSystem reverse primer
CCTCAGGTIGCAGGCTGCCTATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCGATCTTTITCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATC ATGAAG

Exon 2
poly A
signal
CCCCTTGAGCATCTGACTICTGGCTAATAAAGGAAATTTATTITCATTGCAATAGT

Abbildung 50:Sequenzbereich der MCS des pQE-TriSystem His-Strep 2 Vektors (Qiagen, Hilden, D).
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7.2.3 PpREP4-Plasmid

(3736) BspDI - Clal  HindIII (1)
(3641) Xbal \ o/
(3637) SspI
BsaBI* (320)
| BgIII (321)
| Eagl (391)

_DrdI (512)

_MscI (567)
-~ _FspI (587)

(2886) SgrAl
(2856) XmnI_
(2813) BStZ17I
(2804) BmtI . pREP4 — Ncol (917)
(2800) Nhel -~ 3740 bp
(2799) Afel o —— RsrII {1001)
(2717) MauBI _—
(2701) Nsil -~
(2681) PFIMI
(2596) Acll
_— Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (1322)
BmeT1101 (1323)
\ Smal (1324)
| NruI {1340}
Bsu36I (1361)
(2276) Apall

(2256) Miul
(2074) BStEII :
(2053) Apal  / BsmBI (1641)
(2049) PspOMI Hpal (1754)
(1981) Apol EcoRV (1810)

Abbildung 51: Vektorkarte mit Restriktionsschnittstellen des pREP4 Plasmids.
Mz5[pREP4] E. coli tragen dieses Plasmid. Es codiert unter anderem fiir das lac | Gen und gewdbhrleistet
so eine genauere Regulierung der Proteinexpression. Durch das neo Gen wird dem Bakterium eine
Kanamycinresistenz  verliehen. (Quelle: http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/qiagen_
vectors/pREP4/, 27.3.2014)

7.3 ZUGANGSNUMMERN DER VERWENDETEN PROTEINSEQUENZEN

Tabelle 27: Sequenzen von Astacinmetalloproteinasen, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

irllf()iljr:;ung ;rjvglsas:gr::r vollstandige Bezeichnung Organismus
ccaNpsn 042326 Nephrosin Cyprinus carpio
dreNpsn Q8AYFy Nephrosin Danio rerio
dreZHE1 Q75NRg High choriolytic enzyme Danio rerio
olaHCE1 P31580 High choriolytic enzyme 1 Oryzias latipes
olaHCE2 P31581 High choriolytic enzyme 2 Oryzias latipes
olaLCE P31579 Low choriolytic enzyme Oryzias latipes
ggaALMP | PoDJJ2 Astacin-like metalloendopeptidase Gallus gallus
hsaOvas Q6HA08 Astacin-like metalloendopeptidase Homo sapiens
spuSPAN | P98068 Protein SpAN Strongylocentrotus
purpuratus
linLALPT AoFKN6 Astacin-like metalloprotease toxin 1 Loxosceles intermedia
aasAEAs 044072 Astacus egg astacin Astacus astacus
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hsaMepp Q16820 Meprin A subunit beta Homo sapiens

hsaMepa Q16819 Meprin A subunit alpha Homo sapiens

aasAsta Po7584 Astacin Astacus astacus

hsaBMP1 P13497 Bone morphogenetic protein 1 Homo sapiens
Dorsal-ventral patterning tolloid-like . )

dreTLLa 057460 . Danio rerio
protein 1

hsaTLLa 043897 Tolloid-like protein 1 Homo sapiens

hsaTLL2 QqY6Ly Tolloid-like protein 2 Homo sapiens

pteTldl Q75UQ6 Tolloid like (Fragment) Parasteatoda tepidariorum

Tabelle 28: Fetuin Sequenzen, die in dieser Arbeit fiir die Stammbaumanalyse und Sequenzvergleiche verwendet

wurden.

Sequenzen von denen nur Fragmente verfiigbar waren, sind mit (F) gekennzeichnet.

Inhibitor SwissProt T . ,
Abkiirzung Zugangsnr. vollstandige Bezeichnung Organismus
hsaStfA Po1o40 Cystatin-A Homo sapiens
btaStfA P80416 Cystatin-A Bos taurus
rnoStfA Po1039 Cystatin-A Rattus norvegicus
mmuStfA P56567 Cystatin-A Mus musculus
sscStfA Q28988 Cystatin-A1 Sus scrofa
hsaStfB Po4080 Cystatin-B Homo sapiens
btaStfB P25417 Cystatin-B Bos taurus
rnoStfB Poio41 Cystatin-B Rattus norvegicus
mmuStfB Q62426 Cystatin-B Mus musculus
sscStfB Q29290 Cystatin-B Sus scrofa
oarStfB Q10994 Cystatin-B Ovis aries
hsaCytC Po01034 Cystatin-C Homo sapiens
btaCytC Po1035 Cystatin-C Bos taurus
rnoCytC P14841 Cystatin-C Rattus norvegicus
mmuCytC P21460 Cystatin-C Mus musculus
hsaCytD P28325 Cystatin-D Homo sapiens
ggaCyt Po1038 Cystatin Gallus gallus
hsaCytSN Po1037 Cystatin-SN Homo sapiens
hsaCytSA P09228 Cystatin-SA Homo sapiens
hsaCytS Po1036 Cystatin-S Homo sapiens
mmuStfi P35175 Stefin-1 Mus musculus
mmuStf2 P35174 Stefin-2 Mus musculus
mmuStf3 P35173 Stefin-3 Mus musculus
okeCyt Q98967 Cystatin Oncorhynchus keta
rnoCytS P19313 Cystatin-S Rattus norvegicus
hsaCyt8 060676 Cystatin-8 Homo sapiens
mmuCyt8 P32766 Cystatin-8 Mus musculus
hsaKNG1 Po1042 Kininogen-1 Homo sapiens
mmuKNG1 008677 Kininogen-1 Mus musculus
rnoKNGa Po8934 Kininogen-1 Rattus norvegicus
btaKNG1 Po1044 Kininogen-1 Bos taurus
rnoTKNGa P01048 T-kininogen Rattus norvegicus
rnoHRG QggPS8 Histidin-reiches Glykoprotein | Rattus norvegicus
hsaHRG Po4196 Histidin-reiches Glykoprotein | Homo sapiens
btaHRG P33433 Histidin-reiches Glykoprotein (F) | Bos taurus
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Inhibitor SwissProt w . ,
Abkiirzung Zugangsnr. vollstandige Bezeichnung Organismus
mmuHRG QoESB3 Histidin-reiches Glykoprotein | Mus musculus
ocuHRG Q28640 Histidin-reiches Glykoprotein (F) Ory'ctolagus
cuniculus
hsaFetA Po2765 a-2-HS-Glykoprotein Homo sapiens
btaFetA P12763 a-2-HS-Glykoprotein Bos taurus
mmuFetA P29699 a-2-HS-Glykoprotein Mus musculus
rnoFetA P24090 a-2-HS-Glykoprotein Rattus norvegicus
sscFetA P29700 a-2-HS-Glykoprotein (F) Sus scrofa
oarFetA P29701 a-2-HS-Glykoprotein Ovis aries
cpoFetA 070159 a-2-HS-Glykoprotein Cavia porcellus
. Meriones
munFetA Pg7515 a-2-HS-Glykoprotein unguiculatus
ocuFetA P80191 a-2-HS-Glykoprotein (F) Ory'ctolagus
cuniculus
dreFetA Q80058 Fetuin-A Danio rerio
ccaFetL Q80175 Fetuin lange Form Cyprinus carpio
cmiFetA K4FT29 a-2-HS-Glykoprotein Callorhynchus milii
hsaFetB Q9UGMg Fetuin-B Homo sapiens
btaFetB Q58D62 Fetuin-B Bos taurus
mmuFetB Q9QXCa Fetuin-B Mus musculus
rnoFetB Qg9QX79 Fetuin-B Rattus norvegicus
cgiFetB Q3LR74 Fetuin-B Carassius gibelio
pflFetB C3UZWy4 Fetuin-B (F) Perca flavescens
ecoFetB D6PVTy Fetuin-B (F) Epinephelus coioides
dreFetB E7FEqo0 Uncharakterisiertes Protein Danio rerio
tfIHSF P29695 antihemorrhagic factor JZ;C\)/?\ZZZsmp °
tfHLP Q5KQSs HSF-like protein JZ; C\)/?\Zﬂsr ops
. . . Bothropoides
bjBJ46a QgDGlo antihemorrhagic factor BJ46a .
jararaca
gbrcMSF Q5KQS4 An'tlhemorrhag IC.f actor cMSF; Gloydius brevicaudus
chinese mamushi serum factor
gbljMSF Q5KQS1 j 2;'1 i’f;;”:f:r’rj’ugs’;f ggfig}’\;’l SC f I | Gloydius blomhoffii
zmaCysa P31726 Cystatin-1 Zea mays

7.4 BINDUNGSSTELLEN FUR DIE MUTAGENESE-PRIMER

144

N- H E I L v T K C P D" C P G L L P L-C
_2as(rev) 3' <<< <<< <<< <<< <<< <GT TTT ACG CCA CGG ACG 5'
Fetuin-A 5' CAT GAA ATA CTT GTG ACA AAA TGC CCT GAC TGC CCC GGT CTG CTG CCC TTG 3'
3' GTA CTT TAT GAA CAC TGT TTT ACG GGA CTG ACG GGG CCA GAC GAC GGG AAG 5'
NI2011 4s 5' CTT GTG ACA AAA TGC CCT GCC TGC CCC GGT CTG CTG >>> >>> 3'

Abbildung 52: Positionen der Primerbindungsstellen fir die Einfigung einer Punktmutation innerhalb der fir Fisch-
Fetuin-A kodierenden Sequenz.
Die Pfeile (<<< und >>>) geben jeweils die Elongationsrichtungen, ausgehend von den Primern
NI2011_2as und NI2011_4s an.
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Anhang

7.5 EXTINKTIONSKOEFFIZIENTEN UND QUELLEN FUR DIE VERWENDETEN SUBSTRATE

Tabelle 29: Extinktionskoeffizienten und die entsprechenden Quellen fiir die verwendeten Substrate.

Die angegebenen Extinktionskoeffizienten wurden fiir die Konzentrationsbestimmung bendtigt.

Gruppe Wellenlange | Extinktionskoeffizient Quelle
pNitroanilin 405 NmM 10200 M*cm™ Stocker et al., 1991b
Dnp 410 NM 7500 M*cm™ Koehl et al., 2003
Edans 335/493 5900 M™*cm™ IDT, 2011
Dabcyl 453 nm 32000 M*cm™ IDT, 2011
Dansyl 340 Nm 4300 M*cm™ Stocker et al., 1990
AMC/MCA 343Nm 25500 M_lcm_l www. bachem.com, 7.8.2013

370 Nnm 7700 M™“cm

7.6 DREI- UND EIN-BUCHSTABEN-CODE DER AMINOSAUREN
Einbuchstabencode

<~<xXxS<H4uvnPLUOvVZZIr-rA—_IOTMMOOD>>

Dreibuchstabencode

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
XXX
Tyr

7.7 ABKUZUNGEN FUR NUKLEOTIDE

Einbuchstabencode

a

C
g
t

Aminosaure
Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
beliebige AS
Tyrosin

Nukleinbase
Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin
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