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1 Einleitung

1.1 Das Plasminogenaktivator (PA-) System

Bei einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse des menschlichen
Organismus spielen Auf-, Um- und Abbauprozesse extrazellularer Proteine durch Proteasen
eine tragende Rolle (Petzinger 2010). Das Plasminogenaktivator-System (UPAS) ist ein bereits
sehr gut erforschtes proteolytisches System. Es setzt sich zusammen aus dem
gewebespezifischen (tissue-)Plasminogenaktivator (tPA), dem Urokinase-Typ-
Plasminogenaktivator (UPA), dessen spezifischem membrangebundenen Rezeptor (UPAR),
sowie den Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren 1 bis 4  (PAI-1  bis
PAI-4). Urspriinglich wurde das PA-System in seiner Rolle als Aktivator des Zymogens
Plasminogen zu seiner proteolytisch aktiven Form Plasmin beschrieben (Cammalleri et al.
2019). Plasminogen ist ein vorwiegend in der Leber synthetisiertes Plasmaprotein (a2-
Plasmaprotein), welches enzymatisch inaktiv ist und erst durch Spaltung an einer bestimmten
Peptidbindung durch uPA oder tPA proteolytisch aktiviert wird. tPA scheint jedoch
hauptsachlich im Rahmen der Thrombolyse eine Rolle zu spielen, wahrend uPA den

Hauptaktivator von Plasminogen darstellt (Andreasen et al. 1997).

uPA ist eine trypsin-ahnliche Serinprotease mit hoher Substratspezifitat. Es interagiert vor
allem mit Plasminogen und wandelt dieses zu seiner proteolytisch aktiven Form Plasmin um.
Plasmin hingegen ist eine potente Protease mit breitem Substratspektrum (Duffy et al. 2014).
Durch die spezifische Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin durch uPA kdénnen
verschiedene proteolytische Kaskaden angestolen werden. Hierzu gehéren der Abbau von
Fibrin oder anderen Komponenten der extrazellularen Matrix (z.B. Glycoproteine und
Proteoglycane wie Fibronektin und Vitronectin), die Spaltung und Aktivierung anderer
Proteasen (z.B. Matrixmetalloproteasen (MMP)), sowie die Aktivierung von
Wachstumsfaktoren. Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren werden

Tumorwachstum, -invasion und -metastasierung direkt beglnstigt (Duffy et al. 2014).

uPA wird als einkettiges, enzymatisch inaktives Proenzym (pro-uPA) exprimiert und erst durch
proteolytische Spaltung zum zweikettigen, high molecular weight-uPA (HMW-uPA) aktiviert.
Pro-uPA kann in Lésung oder gebunden an seinen Rezeptor uPAR aktiviert werden. Dieser
ist mittels eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers (GPI-Anker) an der Zellmembran
befestigt, eine Transmembrandomane besitzt er nicht. So muss der Rezeptor zur
Signallbertragung mit anderen Faktoren, wie epidermal growth factor (EGF), platelet-derived
growth factor receptor (PDGF-Rezeptor), low-density lipoprotein receptor related proteins
(LDLR) oder spezifischen Integrinen interagieren. Die so ausgeldsten Signale werden Uber die
MAP-Kinase, JAK-STAT- und FAK-Kaskade transduziert (Duffy et al. 2014). uPA kann also

Zellproliferation und -metastasierung sowohl direkt durch Bindung an seinen Rezeptor, als
1



auch indirekt durch Abbau der extrazellularen Matrix und Freisetzung von Wachstumsfaktoren
beeinflussen (Duffy et al. 2014). Abbildung 1 zeigt eine schematische Ubersicht tiber das
PA-System und die uPAR-vermittelte Signaltransduktion.

Der gewebsspezifische Plasminogenaktivator tPA wird gréfltenteils von Endothelzellen
gebildet und spielt hauptsachlich im Rahmen der Fibrinolyse eine wesentliche Rolle, indem er
Fibrin bindet und darauffolgend durch Konversion von Plasminogen zu Plasmin die
proteolytische Degradation des Blutclots initiiert (Lee and Huang 2005). Dies macht tPA zum
Hauptinitiator der Fibrinolyse. Im Gegensatz zu uPA bindet tPA nicht an auf
Tumorzelloberflachen lokalisierte Rezeptoren und spielt so in Tumorzellproliferation und

-metastasierung keine Rolle (Arroyo De Prada et al. 2002).

In unzahligen physiologischen Prozessen wie Hamostase, Fibrinolyse, Immunantwort,
Hautzellerneuerung, Verflissigung der Samenflissigkeit und Wundheilung sowie
pathologischen Vorgangen wie Tumorwachstum, -invasion und —metastasierung ist das
System und dessen Regulierung von zentraler Bedeutung (Arroyo De Prada et al. 2002;
Stefanini et al. 2015). Die Genexpression der Komponenten des PA-Systems wir durch ein
komplexes parakrines Signalnetzwerk an Hormonen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren

gesteuert (Andreasen et al. 1997).

Die Plasminogenaktivierung wird durch die endogenen Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren
(PAI) 1 und 2, als auch durch a2-Antiplasmin und a2-Makroglobulin reguliert (Mahmood et al.
2018).
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Abbildung 1. Schematische Ubersicht iiber das PA-System und die uPAR-vermittelte
Signaltransduktion. uPA als auch das Zymogen pro-uPA kénnen an den aus 3 Domanen (D1-
D3) bestehenden uPA-Rezeptor binden. Dieser ist Gber einen GPI-Anker in der Zellmembran
verankert. Rezeptorgebundenes uPA kann dann proteolytisch inaktives Plasminogen in Plasmin
umwandeln. Plasmin spaltet und aktiviert damit Wachstumsfaktoren, Matrixmetalloproteasen
(MMPs) und Bestandteile der extrazellularen Matrix. Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor hemmt
sowohl uPA als auch Plasmin. Der uPA-Rezeptor bindet neben uPA auch Integrine, wodurch
intrazellulare Kaskaden (z.B. JAK-STAT, FAK) aktiviert werden und Zellmigration, -invasion und
-metastasierung vermittelt werden (Mahmood et al. 2018). Die Abbildung wurde aus Mahmood
et al. 2018 entnommen.



1.1.1 Physiologische Rolle

1.1.1.1 Wundheilung

Das uPA-System spielt im Rahmen der Wundheilung eine entscheidende Rolle. Der Prozess
der Wundheilung setzt ein komplexes Zusammenspiel aus Wachstumsfaktoren, Zytokinen,
Proteasen und Hormonen voraus und Iasst sich in vier sich zeitlich und raumlich Gberlappende
Phasen untergliedern: Hamostase, Entziindungsreaktion, Zellproliferation/-reparatur und
Zellremodelling (Schultz and Mast 1999). Unmittelbar nach Eintritt einer Gewebsverletzung
tritt zunachst die Hamostase in Kraft. Nach der Verletzung eines BlutgefalRes kommt es
zunachst zur lokalen Vasokonstriktion, der Blutfluss wird so reduziert, die Thrombozyten
aktiviert und eine Reihe an Mediatoren freigesetzt. Dies fuhrt dazu, dass die Blutplattchen an
Kollagenfasern der Wundrander adhéarieren und dadurch weitere Thrombozyten aktiviert
werden, was unter Mitwirkung von diversen Mediatoren zur irreversiblen Aggregation fuhrt und
somit letztlich in der Ausbildung eines Thrombozytenpfropfs mindet (Fahlke et al. 2008). So
ist die Gefallverletzung nach wenigen Minuten bereits provisorisch verschlossen. Dauerhaft
abgedichtet wird diese im Rahmen der sekundaren Hamostase, wobei durch Aktivierung von
Gerinnungsfaktoren, welche als Proenzyme aus der Leber synthetisiert werden,
Fibrinpolymere einen stabilen Thrombus bilden (Fahlke et al. 2008). Die Schlisselreaktion
der plasmatischen Gerinnung ist die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin, das sich zu einem
Netz zusammenlagert, in dem sich Blutzellen fangen (roter Thrombus) und so die
Blutungsquelle abdichten (Huppelsberg and Walter 2013). Die Umwandlung von Fibrinogen in
Fibrin geschieht durch enzymatische Proteolyse durch die Protease Thrombin (Gekle 2015).
Die wahrend der Ausbildung des Wundpfropfes aus Thrombozyten ausgeschiitteten
Wachstumsfaktoren (platelet-derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor-I
(ILGF-I), epidermal growth factor (EGF) und transforming growth factor-beta (TGF-B)) und
Zytokine haben chemotaktische Wirkung auf Entzindungszellen und setzen
Reparaturprozesse der Haut in Gang (Schultz and Mast 1999). So kommt es zur Invasion von
Neutrophilen und Makrophagen, welche hochpotente Proteasen (uPA,
Matrixmetalloproteasen (neutrophile Elastase, neutrophile Kollagenase (MMP-8)), u.a.)
freisetzen, die dem Abbau beschéadigter extrazellularer Matrix dienen und somit den Aufbau
neuer ECM mdglich machen. Eine Reihe an in vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass
Plasmin im Rahmen der Wundheilung Zellmigration durch direkte Proteolyse der
extrazelluldaren Matrix, als auch indirekt durch Aktivierung anderer matrixdegradierender
Signalwege, z.B. Metalloproteasen, erleichtert (Chan et al. 2001). Als weitere Aufgabe kommt
den Neutrophilen die Abwehr eindringender Mikroorganismen durch Phagozytose und Bildung
von Sauerstoffradikalen zu (Smola et al. 2001). Monozyten nehmen als aktivierte
Wundmakrophagen Einfluss auf Angiogenese und Fibroblastenproliferation (Smola et al.

2001). So schutten Neutrophile, Makrophagen, Fibroblasten und epidermale Zellen ihrerseits
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weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren aus, was durch Stimulierung der Bildung von
Kollagen, Proteinen der ECM, sowie Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen zur
Ausbildung der initialen Narbe im Sinne eines provisorischen Ersatzgewebes fiihrt. Diese dritte
Phase der Wundheilung, die Proliferationsphase, kann bis zu einigen Wochen dauern. In der
letzten Phase wird das bisher gebildete zellreiche, matrixarme Granulationsgewebe in
zellarmes, matrixreiches Narbengewebe umgebaut (Remodellingphase) (Smola et al. 2001)
und die Wunde reepithelialisiert, bis schlieBlich Gewebsauf- und -abbauprozesse ein
Gleichgewicht erreichen und die Wundheilung dann abgeschlossen ist (Schultz and Mast
1999). Zur Einstellung eines Gleichgewichtes werden Inhibitoren proteolytisch agierender
Enzyme gebildet. Dysbalancen in Auf- und Abbauprozessen, wahrend der Wundheilung und
des Zellremodellings koénnen zu Wundheilungsstérungen im Sinne von chronisch
ulzerierenden Wunden auf der einen und Uberschief3ender Narbenbildung auf der anderen

Seite fuhren.

PAI-1 spielt durch Regulation der fibrinolytischen Kaskade eine gro3e Rolle im Rahmen der
Wundheilung. So ist bekannt, dass bei Patienten, welche unter Diabetes und einer damit
verbundenen beeintrachtigten Wundheilung leiden, erhdhte PAI-1-Werte im Blutplasma
gemessen werden kdnnen (Rebalka et al. 2015). Dies kénnte dadurch erklart werden, dass
die Expression des Gens, welches fir PAI-1 codiert, unter vielen anderen Faktoren auch vom
Glucose- und Insulinspiegel reguliert wird (Lee and Huang 2005). Es wurde jedoch festgestellt,
dass die erhéhte Expression unabhangig von der Blutzuckereinstellung ist (Rebalka et al.
2015). Denn neben dem Blutzucker- und Insulinhaushalt werden im Rahmen von Diabetes
mellitus zahlreiche andere endokrine Faktoren dysreguliert. Bis heute ist bekannt, dass
letztlich Gber 100 verschiedene physiologische Faktoren eine Rolle bei der beeintrachtigten
Wundheilung von Patienten mit Diabetes spielen. Vor allem die Entzindungs- und
Proliferationsphase im Rahmen der Wundheilung verlaufen defizitar. Durch langere Prasenz
von Neutrophilen und Makrophagen und somit verlangerter Phase des Abbaus extrazelluarer
Matrix, beeintrachtigte Angiogenese und Fibroblastenproliferation, verminderte Ausschiittung
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen kommt es verspatet zu einer qualitativ verminderten

Ausbildung eines Granulations- und schlieBlich Narbengewebes (Rebalka et al. 2015).

Chan et al. (2001) zeigten, dass Keratinozyten, welche im Normalfall kein PAI-1 exprimieren,
kurz nach Gewebeverletzungen PAI-1 exprimieren. In dieser Studie wurden PAI-1 defiziente
Mause mit Wildtypmausen verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass bei PAI-1 Knockout-
Mausen die Wundheilung signifikant schneller ablief als bei den zu vergleichenden
Wildtypmausen (Chan et al. 2001). Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie
hypothetisierten Rebalka et al. (2015), dass durch pharmakologische Hemmung von PAI-1
eine Verbesserung der Wundheilung diabetischer Patienten erzielt werden kdnnte und somit

potenzielle Folgeprobleme wie Hospitalisierung und Extremitdtenamputation vermieden
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werden kénnten. Es wurden Mause, welchen Diabetes mellitus induziert wurde, mit nicht-
diabetischen Mausen bezilglich des Wundheilungsverhaltens mit oder ohne Gabe eines
medikamentdsen PAI-1-Inhibitors untereinander verglichen. Die Induktion von Diabetes
mellitus erfolgte durch Gabe von Streptozotocin, welches spezifisch toxisch flr die
insulinproduzierenden Betazellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas ist. Es konnte
gezeigt werden, dass zum einen die Wunden bei nicht-diabetischen Mausen schneller heilten,
zum anderen die Wundreepithelialisierung und Zellmigration epidermaler Zellen bei PAI-1-
Inhibition signifikant verbessert werden konnte. Die medikamentése Hemmung von PAI-1 stellt
somit eine therapeutisch nitzliche neue Strategie dar, um die Wundheilungssituation bei

Patienten mit Diabetes mellitus zu verbessern (Rebalka et al. 2015).

Doch nicht nur in physiologischen Prozessen, sondern auch in einer Vielzahl von

pathophysiologischen Vorgangen spielt das PA-System eine bedeutende Rolle.

1.1.2 Tumorwachstum, -invasion und -metastasierung

"Die Uberwiegende Zahl der Todesfélle durch Krebserkrankungen ist nicht auf die vom
Primartumor ausgehende Schadigung des Gewebes und dessen Funktion, sondern auf die
Effekte der Metastasen zurlickzufiihren" (Szeimies 2010). Der entscheidende Unterschied
zwischen benigner und maligner Neoplasie besteht in der Fahigkeit einer neoplastischen Zelle
Zellgrenzen zu Uberschreiten und zu metastasieren. Wachstum, Invasion und Metastasierung
von Tumorzellen geschieht durch mehrere voneinander abhangige komplexe Prozesse.
Der Weg einer einzelnen neoplastischen Zelle zur Metastase verlauft vereinfacht dargestellt

in folgenden Schritten:

e Dissoziation: Die Tumorzellen missen sich zunachst durch Anderung der Zell-Zell-
Adhasion, sowie Degradation der extrazellularen Matrix (ECM) vom Zellverband des
Primartumors lI6sen (Andreasen et al. 1997; Szeimies 2010).

o Migration: Der Dissoziation der Tumorzelle vom Primartumor folgt deren aktive
Ortsanderung (Migration). Die Tumorzellmigration ist ein sich zyklisch wiederholender
Vorgang aus zunachst Elongation der Zelle in Migrationsrichtung unter Ausbildung
eines sogenannten Pseudopods, gefolgt von integrinvermittelter Anheftung an die
ECM, myosinmediierter Zellkontraktion und Rickzug des Zellendes in
Migrationsrichtung. Es stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht aus Bildung und
Auflésung von Zell-ECM-Kontakten ein. Das setzt die Fahigkeit der Tumorzelle der
Degradation der ECM durch Expression, Sekretion und Aktivierung tumorassoziierter
proteolytischer Systeme voraus. Diese werden zum einen von der Tumorzelle selbst

produziert, zum anderen ist die neoplastische Zelle in der Lage umgebende stromale



Zellen zu aktivieren und eine erhohte proteolytische Aktivitat zu induzieren (Szeimies
2010).

¢ Intravasation: Durch Migration und ECM-Degradation kann die neoplastische Zelle
nicht nur interstitielles Bindegewebe, sondern auch durch Proteolyse der
impermeablen Basalmembran das Lumen von Blut- und Lymphgefallen invadieren
(Szeimies 2010).

o Unterdriickung der Apoptose und Vermeidung der Elimination durch das
Immunsystem: Nach der Intravasation in Blut- und Lymphsystem andert sich das
Umgebungsmilieu der Tumorzelle wesentlich. Sie ist nun nicht langer von
extrazellularer Matrix umgeben und damit dem Immunsystems ausgesetzt. Im
Gegensatz zu Zellen des Blutes, wie zum Beispiel Monozyten und Lymphozyten, sind
die meisten anderen Zelltypen, wie auch Tumorzellen, ohne Kontakt zu extrazellularer
Matrix nicht Uberlebensfahig, da diese uber Adhasionsmolekile fortwahrend
Uberlebenssignale bermittelt. Bleiben diese aus, wird die Apoptose induziert. Durch
(epi-)genetische Veranderungen, welche eine Signaltransduktion auch ohne ECM
moglich machen, gelingt es einem Bruchteil der Tumorzellen dennoch der Apoptose
zu entgehen (Szeimies 2010).

o Extravasation am Zielorgan/-gewebe, Adhdsion und Adaptation: Nach Migration
durch das Blut- oder Lymphsystem und Umgehung der Apoptose und des
Immunsystems muss die Zelle dann am Zielorgan/-gewebe das Gefallsystem Uber
Adhasion am Endothel, Proteolyse der GefalRwand und Migration in das Zielgewebe
wieder verlassen. Ist die Tumorzelle in der Lage sich an die Umgebung des befallenen
Gewebes (ECM, Wachstumsfaktorspiegel) anzupassen oder autokrin aktiv, kann sie
proliferieren und damit Metastasen ausbilden (Szeimies 2010).

¢ Induktion der Angiogenese: Um die eigene Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
sicherzustellen, induzieren die neoplastischen Zellen schlieRlich Angiogenese. Dieser
komplexe Vorgang der Tumorprogression bezieht ebenso verschiedene proteolytische

Vorgange ein (Szeimies 2010).

Der Prozess der Tumormetastasierung ist in Abbildung 2 am Beispiel eines malignen

Melanoms dargestellt.
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Abbildung 2. Tumormetastasierung am Beispiel eines malignen Melanoms. Abbildung aus
Szeimies 2010 Gbernommen.

Zu den oben genannten proteolytischen Systemen zur Degradation der extrazellularen Matrix,
sowie der Basalmembran gehéren das uPA-System, Cathepsine und Matrixmetalloproteasen,
wobei dem uPA-System eine Schlusselrolle zukommt (Mahmood et al. 2018). Entscheidend
ist hierbei die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch Bindung von uPA an seinen
Rezeptor (UPAR) (Mahmood et al. 2018). Plasmin ist in der Lage einen Grol3teil extrazellularer
Proteine zu degradieren. Das breite Substratspektrum von Plasmin umfasst unter anderem
auch Zyomogene von spezifischen Matrixmetalloproteasen (MMP), welche in ihrer aktivierten
Form wiederum diverse Proteine der ECM zu degradieren vermdgen (Duffy et al. 2014). Bei
einer Vielzahl maligner Erkrankungen konnen erhohte Expressionslevel von uPA, uPAR und
PAI-1 beobachtet werden und stehen mit einer unglinstigen Prognose des Patienten bezliglich
voraussichtlichem rezidivfreien Intervall, beziehungsweise voraussichtlichem
Gesamtiiberleben, in Verbindung (Andreasen et al. 1997). Die Uberexpression der Gene, die
fur diese Enzymsysteme kodieren, charakterisiert den invasiven Phanotyp von malignen
Zellen und kann durch verschiedene Faktoren induziert werden. Zu diesen Faktoren zahlen
Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine, welche im Rahmen der Degradation der
extrazelluldaren Matrix durch Plasmin vermehrt freigesetzt werden, wodurch es zu einer

positiven Rickkopplung kommt (Mahmood et al. 2018).

Neben des Abbaus der extrazellularen Matrix sind die Komponenten des uPA-Systems zudem
in der Lage durch proteolytische Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren (z.B. vascular
endothelial growth factor (VEGF), endothelial growth factor (EGF), fibroblast growth factor 2
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(FGF-2) und tissue growth factor B (TGF-B)) und Adhasionsmolekiile, wie zum Beispiel

Integrine, die Tumorzellproliferation steigern (Mahmood et al. 2018).

Der Anheftungs- und Ablésungszyklus im Rahmen der Migration wird durch die Bindung von
uPA an seinen Rezeptor katalysiert. Die Adhasionsvorgange werden unter anderem durch die
Bindung von uPAR an Vitronectin und Interaktion zwischen uPAR und Integrinen vermittelt.
So nimmt insbesondere der uPA-Rezeptor im Zuge der Migration einen wichtigen Stellenwert
ein. Studien konnten darlegen, dass die Expression von uPA, Plasminogen, uPAR und PAI-1
wahrend der Tumorzellmigration hochreguliert wird und die Zellmigration durch Einsatz von
Antikérpern gegen uPA gehemmt werden kann (Andreasen et al. 1997). In einer Studie von
Shapiro et al. (1996) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass in uPA-Knockout-Mausen
die Tumorprogression signifikant gesenkt werden konnte (Shapiro et al. 1996). Erhdhte uPA-
und uPAR-Level stehen in Korrelation mit einer schlechten Prognose des Patienten bezuglich
rezidivfreiem Intervall und Gesamtiberleben (Andreasen et al. 1997). PAI-1 wiederum hat
durch Regulation der Interaktion zwischen verschiedenen Adhasionsmolekilen, insbesondere
durch Blockierung der Bindung von Integrinen an Vitronectin, einen negativen Einfluss auf die
Tumorzellmigration (Mahmood et al. 2018; Vousden et al. 2019). Es konkurriert einerseits mit
uPAR um die Bindung an Vitronectin und kann andererseits die Interaktion zwischen

Integrinen und Vitronectin behindern (Magdolen et al. 2000).

PAI-1 scheint in der Regulation der Apotose von Tumorzellen eine ambivalente Rolle zu
spielen, beziehungsweise, je nach Tumorentitat, die Apoptose sowohl zu triggern als auch zu
inhibieren. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass das uPA-System in der
Lage ist, die Apoptose von Tumorzellen zu inhibieren. So legte eine Studie von Subramanian
et al. (2006) dar, dass durch Inhibition von uPA und uPAR durch spezifische Antikérper die
Apoptose in Brustkrebs- und Ovarialkarzinomzellen getriggert werden konnte (Kenny et al.
2011; Subramanian et al. 2006). In in vivo Studien konnte durch Einsatz spezifischer,
polyklonaler, gegen uPA und uPAR gerichteter Antikérper das Wachstum und die
Metastasierungsrate von Brustkrebszellen gemindert werden (Mahmood et al. 2018). In
Prostatakarzinomzellen hingegen wurde gezeigt, dass eine erhéhte PAI-1 Expression mit
einem gesteigerten programmierten Zelltod einhergeht (Chen et al. 2008). Andere Studien
zeigten wiederum, dass aktives PAI-1 durch Inhibition von Caspasen, welche eine
Schlisselrolle im programmierten Zelltod spielen, die Apoptose vermindern kann (Chen et al.
2004). Im Gegensatz zur Interaktion mit Serinproteasen bildet PAI-1 mit Caspasen jedoch

weder einen SDS-stabilen Komplex, noch fungiert es als Substrat (Chen et al. 2004).

Durch Induktion der Freisetzung von proangiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF und
FGF-2 hat uPA ebenso einen positiven Einfluss auf die Angiogenese im Rahmen der

Tumormetastasierung (Mahmood et al. 2018). Studien hierzu belegen, dass durch Inhibition
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von uPA beziehungsweise dessen Rezeptors die Angiogenese in Tumorzellen gehemmt

werden kann.

Nun liegt die Vermutung nahe, dass erhdhte Level von PAI-1, als Inhibitor des uPA-Systems,
mit einer guten Prognose flr Patienten mit malignen Erkrankungen einhergehen.
Verbliffenderweise ist jedoch genau das Gegenteil der Fall: Erhdhte Expressionslevel von
PAI-1 beglnstigen das Tumorwachstum und sind so mit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet (Lee and Huang 2005). Dieses Phanomen wird auch ,PAI-1 Paradoxon®
genannt (Beaulieu et al. 2007). Masuda et al. (2013) zeigten, dass durch spezifische Inhibition
von PAI-1 im Tiermodell die Tumorprogression und Angiogenese im Rahmen der
Metastasierung gesenkt werden konnte (Masuda et al. 2013). PAI-1 geht neben uPA noch
weitere Interaktionen ein, welche sich férdernd auf Tumorwachstum, -invasion und
-metastasierung auswirken (Mahmood et al. 2018). PAI-1 kann die Freisetzung
gerinnungsfordernder Partikel aus Endothelzellen beginstigen. Diese Partikel fordern die
Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin und in der Folge die Spaltung von Fibrinogen zu
Fibrin. Wird Fibrin in der Tumorzellumgebung freigesetzt, kann es die Tumorzelle ummanteln
und diese damit vor Erkennung und Abbau durch die Zellen des Immunsystems schitzen (Im
et al. 2004).

Im Gegensatz dazu ist die definitive Rolle von PAI-2 im Rahmen der Tumorgenese und somit
dessen prognostischer Stellenwert fir Tumorpatienten bis dato noch nicht einheitlich geklart.
Es konnte einerseits gezeigt werden, dass erhdhte Expressionslevel von PAI-2 mit
vermindertem Tumorwachstum und Metastasierungspotenz in Verbindung stehen (Mahmood
et al. 2018). In vitro Studien konnten einen hemmenden Einfluss auf die Tumorzellinvasion
nachweisen (Andreasen et al. 1997). Zudem liegen beispielsweise fur Brust- und
Ovarialkarzinom Daten vor, welche belegen, dass Patientinnen mit erhdhtem
immunhistochemisch darstellbaren pratherapeutischem Expressionsstatus von PAI-2
insgesamt eine bessere Prognose bezlglich ihrer Gesamtlberlebenszeit zeigen als
Patientinnen mit niedrigem Expressionsmuster (Su et al. 2015). Anderseits sind erhéhte
immunhistochemisch darstellbare Expressionsraten von PAI-2 bei Patienten mit
Endometrium- oder kolorektalem Karzinom mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet
(Su et al. 2015).

Zusammenfassend scheint die Balance der Proteasen und derer Inhibitoren ausschlaggebend

fur optimales Tumorwachstum, -invasion und -metastasierung zu sein (Lee and Huang 2005).
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1.1.3 Prognostischer und pradiktiver Stellenwert des uPA-Systems bei
Tumorerkrankungen

In 1.1.2 wurde die Rolle des uPA-Systems im Rahmen des Tumorwachstums, -invasion und
-metastasierung beschrieben. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Komponenten des
uPA-Systems in malignen Tumoren hdéher exprimiert sind als in benignen Tumoren oder
gesundem Gewebe (Andreasen et al. 1997). Die Expression des Gens, das fir den uPA-
Rezeptor codiert (PLAUR), zeigt sich zwar in Tumorzellen erhdht, nicht jedoch im
umliegenden Gewebe, was ihn zu einem besonders attraktiven therapeutischen Ziel der
Krebstherapie macht (Mahmood et al. 2018). Auch konnten Zusammenhange zwischen den
Genexpressionsleveln von PAI-1 und der Prognose beziiglich rezidivfreiem Uberleben und
Gesamtiberleben gefunden werden (Duffy et al. 2014). Hohe PAI-1-Level in Tumorgewebe
stehen bei vielen Tumorarten in Verbindung mit kiirzerem rezidivfreien und Gesamtiberleben
(Arroyo De Prada et al. 2002; Jankova et al. 2001).

So stellen die Komponenten des uPA-Systems in zahlreichen Tumorentitdten mdgliche
Therapieziele dar und dienen hier auch als prognostische Faktoren als Biomarker. Als
Biomarker eignen sich endogene Molekile, welche sich in Korperflissigkeiten oder -geweben
kosteneffektiv messen lassen kdnnen und nachweislich mit einer bestimmten Tumorentitat in
Verbindung stehen. Sie kdnnen der Diagnosestellung und Prognoseabschatzung dienlich sein

und bei der Einordnung des Therapieerfolges helfen (Borgofio and Diamandis 2004).

1.1.3.1 Mamma-Karzinom

Die uPA-Aktivitat istin malignen Mamma-Tumoren im Vergleich zu benignen Tumoren deutlich
erhdht. Auch steht die Aktivitat von uPA, sowie die Expressionsrate von uPAR in
Zusammenhang mit der TumorgréRe und Metastasierungsfahigkeit und folglich schlechterer
Prognose (Mahmood et al. 2018). Mehrere retrospektive und prospektive Studien der letzten
3 Jahrzehnte haben gezeigt, dass erhéhte Genexpressionslevel von uPA, uPAR und PAI-1 in
Brustkrebsgewebe aussagekraftige prognostische Faktoren fir ein schlechteres Patienten-
Outcome, insbesondere auch bei Patienten mit negativem Lymphknotenstatus sind (Duffy et
al. 2014). Sie konnen fiir prognostische Aussagen beziiglich des rezidivfreien Uberlebens, als
auch der Gesamtlberlebensrate herangezogen werden (Mahmood et al. 2018). uPA gilt als
einer der aussagekraftigsten prognostischen Faktoren fur Brustkrebserkrankungen
(Andreasen et al. 1997).

Janicke et al. zeigten (1993), dass, in Kombination betrachtet, Patientinnen mit niedrigen
uPA-, also auch PAI-1-Antigenwerten in Tumorgewebsextrakten ein deutlich erniedrigtes
Rezidivrisiko aufwiesen verglichen mit Patientinnen, bei denen beide Level erhdht waren.
Daruber hinaus konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Brustkrebspatientinnen in

frihen Tumorstadien mit hohen uPA- und PAI-1-Leveln gut auf adjuvante Chemotherapie
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ansprechen (Duffy et al. 2014). So eignen sich uPA- und PAIl-1-Level bei Patienten mit
negativem Lymphknoten- und HER-2-Status zur Identifizierung derer Patientinnen, die von
einer adjuvanten Chemotherapie profitieren wirden. Fir uPAR konnte gezeigt werden, dass
erhohte uPAR-Level sowohl mit einem kurzeren krankheitsfreien Intervall als auch kirzerem
Gesamtlberleben einhergingen (Andreasen et al. 1997). Erhéhte PAI-2 Level scheinen in
Verbindung mit einem positiven Outcome bei Brustkrebspatientinnen zu stehen. Eine Studie
von Bouchet et al. (1994) konnte zeigen, dass erniedrigte PAI-2-Level in Brustkrebspatienten,
unabhdngig vom Lymphknotenstatus, mit einem kirzeren metastasenfreien Uberleben

einhergingen.

1.1.3.2 Ovarial-Karzinom

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass erhdhte praoperative Level der I6slichen Form des
UPAR (suPAR) im Serum mit einem schlechteren Gesamtiberleben verknipft sind und als
prognostischer Faktor fur die zu erwartende Effektivitdt einer moglichen Chemotherapie
herangezogen werden kdénnen (Mahmood et al. 2018). Beziglich der prognostischen
Signifikanz von uPA und PAI-1 in Bezug auf das Gesamtuberleben ist die Studienlage noch
uneinheitlich. Es liegen zum einen Daten vor, welche uPA und PAI-1 einen hohen pradiktiven
Wert zuschreiben, andere Studien wiederum zeigten, dass erhdhte Level von uPA und PAI-1

keine prognostische Signifikanz aufwiesen.

1.1.3.3 Cervix- und Endometrium-Karzinom

Studien konnten in Hinsicht auf Cervix- und Endometrium-Karzinome erhohte Level von uPA,
PAI-1 und PAI-2 in Gewebsproben invasiv wachsender Cervix-Karzinome als auch erhéhte
uPA-Plasmalevel belegen. Plasmalevel von tPA und PAI-1 zeigten keine Zusammenhange
(Mahmood et al. 2018). Endometrium-Karzinom-Patienten zeigen erhohte Level des suPAR

im Plasma als auch in chirurgisch gewonnenen Gewebsproben.

Neben den obengenannten Tumorentitdten konnte fir weitere Malignitaten wie Sarkome,
Melanome, gastrointestinale und kolorektale Tumorerkrankungen, Lungen-, Pankreas-,
Osophagus-, Leber-, Blasen-, Nieren-, sowie Kopf- und Hals-Tumore eine pradiktive und
prognostische Relevanz von uPA und PAI-1 gezeigt werden (Andreasen et al. 1997; Mahmood
et al. 2018). Erhdhte PAI-2-Expression scheint zum aktuellen Forschungsstand in einigen
Tumorentitaten eher mit einer guten Prognose verbunden zu sein. Ausnahme hierbei bilden
kolorektale Tumoren. Hier konnten Ganesh et al. (1994) zeigen, dass héhere PAI-2-Level
Indikator flr aggressives Tumorwachstum sind. Insgesamt konzentriert sich die aktuelle
Studienlage jedoch vor allem auf PAI-1. Die prognostische und pradiktive Rolle von PAI-2 in

diversen Tumorentitaten gilt es in weiten Teilen noch zu klaren.
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1.1.4 Das uPA-System als therapeutisches Ziel in der Tumortherapie

Eine Reihe an Tiermodell-Studien konnte zeigen, wie vielversprechend das uPA-System als
therapeutisches Ziel in der Tumortherapie ist. Zur Unterbindung der proteolytischen Aktivitat
von uPA wurden bisher im Wesentlichen zwei Herangehensweisen gewahlt. Zum einen wurde
uPA direkt durch selektive synthetische low-molecular-weight Inhibitoren gehemmt, zum
anderen wurde die Bindung von uPA an uPAR durch antagonistisch agierende Peptide oder
Antikérper unterbunden (Duffy et al. 2014). In zahlreichen klinischen Studien konnten hier

erfolgversprechende Ergebnisse erzielt werden.

In seiner proteolytischen Funktion wird uPA durch Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren
gehemmt. Insgesamt 4 Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI-1 bis -4) sind derzeit bekannt,
worunter PAI-1 und -2 den grofiten Stellenwert einnehmen. PAI-1 wiederum wird von einer
Reihe an hochkomplexen Mechanismen reguliert, welche in weiten Bereichen noch
unerforscht sind (Goettig et al. 2010).

1.2 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) 1 und 2

Die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren sind Glycoproteine und gehéren zu der Gruppe der
Serin-Protease-Inhibitoren (Serpine). Serpine wie PAI, a1-Antitrypsin, Antithrombin 11l und a2-
Antiplasmin zeigen strukturelle Ahnlichkeiten (Lindahl et al. 1990). Sie bestehen alle aus rund
400 Aminosauren und haben, abhangig vom Grad der Glykosylierung, ein Molekulargewicht
von 38-70 kDa. Sie zeichnen sich durch eine ahnliche, komplexe Tertiarstruktur aus drei
B-Faltblattern (A, B und C), neun a-Helices und einer exponierten Schleife (reactive center
loop), aus (Lee and Huang 2005). Das RCL stellt die Targetsequenz flr den proteolytischen
Angriff durch das katalytische Zentrum der Protease dar. Die inhibitorische Aktivitat der
Serinproteasen setzt daher die Exposition des RCL voraus (Vousden et al. 2019). Im
menschlichen Blutplasma machen sie etwa 10% des Gesamteiweil3es aus. PAI-1 ist das bis
dato am intensivsten beforschte Serpin und der effektivste Inhibitor von tPA und uPA
(Gressner and Arndt 2018).

PAI-1 ist ein einkettiges Glykoprotein, hat ein Molekulargewicht von ~45 kDa (nicht
glykosyliert) bzw. ~50 kDa (glykosyliert) und besteht aus 379 Aminosauren. "Das Fehlen von
Cysteinresten und damit das Fehlen von Disulfidbriicken bedingen die relative Instabilitat des
Proteins" (Gressner and Arndt 2018). Aktives PAI-1, welches sich durch die Zuganglichkeit
zum reactive center loop auszeichnet, konvertiert mit einer Halbwertszeit von ca. 2 Stunden
bei 37° in vitro in eine inaktive, latente Form (Vousden et al. 2019). Die Halbwertszeit in vivo
ist geringfiigig langer. Beim Ubergang zur latenten Form kommt es zur Insertion seines
reactive center loops als zusatzliches B-Faltblatt in die zentrale R-Faltblattstruktur, wodurch
PAI-1 inhibitionsunfahig wird. Abbildung 3 zeigt die Proteinstruktur von PAI-1 in nativer und
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latenter Form. Durch Denaturierung und Riuckfaltung, unter Verwendung denaturierender
Reagenzien, wie zum Beispiel Guanidin Hydrochlorid und Natriumdodecylsulfat (SDS), kann
es allerdings in seine aktive Form rlickgefiihrt werden (Preissner et al. 1990). In seiner aktiven
Form stabilisiert wird der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor durch Interaktion mit Vitronectin
(Andreasen et al. 1997; Lee and Huang 2005), wodurch seine Halbwertszeit um den Faktor

3-4 verlangert wird (Preissner et al. 1990).

native latente
aktive Form inaktive Form

Abbildung 3. Proteinstruktur PAI-1 in nativer und latenter Form. Bei Konversion der nativen
aktiven Form in die inaktive latente Form kommt es zur Insertion des reactive center loops als
zusatzliches B-Faltblatt in die zentrale R-Faltblattstruktur. Modifiziert nach Vousden et al. 2019.

In vitro zeigt PAI-1 bis zu 100-fach schnellere Inhibitionsgeschwindigkeiten als PAI-2 (Duffy et
al. 2014). Bei 37°C reagiert PAI-1 mit uPA in etwa 5 Minuten vollstandig, wahrend PAI-2 unter
gleichen Bedingungen etwa 30 Minuten zur Inhibition benétigt (Gressner and Arndt 2018).
PAI-1 kann Gberwiegend extrazellular nachgewiesen werden (Mahmood et al. 2018) und wird
von einer Vielzahl an Zellen exprimiert, hierunter Fibroblasten, glatte Muskelzellen,
endotheliale Zellen, Hepatozyten, Zellen des Immunsystems und Thrombozyten (Lee and
Huang 2005).

PAI-2 wird, anders als PAI-1, vorwiegend im Zytoplasma vorgefunden und hat in nicht-

glykosylierter intrazellularer Form ein Molekulargewicht von ~47 kDa, in glykosylierter nach

extrazellular exportierter Form von ~60 kDa und besteht aus 415 Aminosauren (Magdolen et

al. 2000; Marin-Garcia et al. 2007). Unter normalen Bedingungen, ausgenommen wahrend

der Schwangerschaft, ist es im Plasma nicht nachweisbar (Ganten and Ruckpaul 2013). Der
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Grund fur die unterschiedliche Verteilung beider Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren ist zum
aktuellen Kenntnisstand noch ungeklart (Mahmood et al. 2018). Die Expression der Gene,
welche flir PAI-1 (SERPINE1) und PAI-2 (SERPINE?2) kodieren, wird, wie die Expression aller
Komponenten des PA-Systems, Uber Wachstumsfaktoren (wie TGF-), Hormone (wie TNF-a)

und Zytokine reguliert.

Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren vermdgen ihre Zielenzyme spezifisch und irreversibel durch

einen einzigartigen Mechanismus zu hemmen (fur Details siehe Diskussion).

1.3 Kallikrein-ahnliche Peptidasen

1.3.1 Proteasen

Die von der International Union for Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) eingefihrte
EC-Klassifikation teilt die Enzyme nach der Art der Reaktion, die sie katalysieren, ein. Unterteilt
werden 6 Hauptgruppen mit Untergruppen. Jedem Enzym wird eine 4-stellige, durch Punkte
getrennte, Zahlenfolge zugeordnet, die das Enzym vollstandig charakterisiert. Die Proteasen
gehoéren zur Hauptgruppe 3 (Hydrolasen), bilden hier die Untergruppe 3.4, welche wiederum

in 14 Unter-Unter-Klassen unterteilt wird.

Ausgehend vom Angriffsort werden Peptidasen in Exopeptidasen, welche Aminosauren nur
vom Ende der Peptidkette abspalten von Endopeptidasen, welche innerhalb einer Peptidkette
gelegene Peptidbindungen spalten, unterschieden
(https://www.spektrum.de/lexikon/biochemie/proteasen/5092).  Exopeptidasen  wiederum
werden, je nachdem an welchem freien Ende der Polypeptidkette sie angreifen, in Amino- und
Carboxypeptidasen eingeteilt. Aminopeptidasen spalten vom freien N-Terminus,
Carboxypeptidasen vom freien Carboxyende. Endopeptidasen kénnen, durch Spaltung der
Polypeptidkette in Fragmente, Amino- und Carboxyenden fir den darauffolgenden Abbau
durch Exopeptidasen freilegen. Durch Modifikation von Proteinen durch limitierte Proteolyse
kénnen Endopeptidasen inaktive Enzymvorstufen (Prozyme, Zymogene) aktivieren und
Signalpeptide aus sezernierten Proteinen (Praproteine) durch Signalpeptidasen abspalten

(Bisswanger 2015).

Die EC- Klassifikation berticksichtigt jedoch nicht die gemeinsame Abstammung oder dhnliche
Reaktionsmechanismen der einzelnen Enzyme, sodass auch strukturell undhnliche Enzyme
in einer EC-Klasse klassifiziert sein kdnnen (Spring 2006). Das 1993 von Neil D. Rawlings und
Alan J. Barett etablierte Klassifikationsschema MEROPS bericksichtigt sowohl Aspekte
struktureller Ahnlichkeit, als auch evolutiondre Verwandtschaftsbeziehungen der Enzyme
(MEROPS - the Peptidase Database 2018). So werden Peptidasen in der MEROPS-
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Datenbank anhand der biochemischen Eigenschaften ihres aktiven Zentrums und der damit

verbundenen Katalysemechanismen klassifiziert (Tabelle 1).

Name Reaktive Gruppe im aktiven Zentrum Beispiel

Aspartatproteasen | Aspartat Pepsin

Cathepsine D, E

Cysteinproteasen Cystein Cathepsine B, H, L
Caspasen

Calpaine

Metalloproteasen | Zweiwertiges Metallion (Zn?*, Ca?*, Mn?*) | Elastasen

Gelatinasen
Kollagenasen
Matrixmetalloproteasen

(MMP)

Serinproteasen Serin uPA
Kallikrein-ahnliche
Peptidasen
Plasmin

Thrombin

Trypsin

Chymotrypsin

Threoninproteasen | Threonin Proteasom

Tabelle 1. Einteilung der Peptidasen nach Art des aktiven Zentrums. (Bisswanger 2015;
MEROPS - the Peptidase Database 2018; Bisswanger 2015; Szeimies et al. 2010)

1.3.2 Kallikrein-dhnliche Peptidasen

Kallikreine und Kallikrein-ahnliche Peptidasen, wie uPA und Plasmin, gehdren der Gruppe der
Serinproteasen an. Im Menschen gibt es zwei Kallikreine, Plasma-Kallikrein (KLKB1) und
Gewebe-Kallikrein (KLK1). Die beiden Kallikreine sind nicht miteinander verwandt, haben aber
die gleiche Funktion, namlich die Spaltung des Substrates Kininogen, welches zur Freisetzung
von hormonahnlichen Peptiden, den Kininen fiihrt. Wahrend KLKB1 hauptsachlich in der Leber

produziert wird und im Blutkreislauf zirkuliert, wird KLK1 in verschiedenen Geweben, darunter
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Tumorgewebe, exprimiert. Das KLK1-Gen ist Bestandteil eines aus 15 Mitgliedern
bestehenden Genclusters (KLK1-15). Diese Gene kodieren alle fir (chymo-) trypsinartige
extrazellulare Serinproteasen. KLK2-15 sind zwar eng mit KLK1 verwandt, zeigen aber keine
Kallikrein-Funktion im Sinne der Spaltung von Kininogen und werden daher als Kallikrein-
ahnliche Peptidasen bezeichnet. Sie sind Endoproteasen, welche zum Teil eine ausgepragte
Praferenz fir die Spaltung bestimmter Peptidbindungen nach bestimmten Aminosauren
aufweisen. Diese Spezifitat ist nicht absolut, d.h. andere Peptidbindungen kdénnen ebenso
gespalten werden, jedoch mit einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit als die Bevorzugte
(Hutterer 2010). Ursachlich flir die Spezifizitat der Proteasen ist die dreidimensionale Struktur
des aktiven Zentrums der jeweiligen Serinprotease, sowie die das aktive Zentrum
umgebenden Substratbindungstaschen. Form und elektrischer Ladungszustand derselben
haben Einfluss auf die Spezifitat der Serinprotease. So kann beispielsweise die Serinprotease
Trypsin, welche in der sogenannten S1- Bindungstasche einen negativ geladenen Aspartatrest
aufweist, ideal in Wechselwirkung mit positiv geladenen, basischen Aminosaureresten wie
Lysin und Arginin treten und spaltet damit das Substrat nach einem Lysin/Arginin-Rest (Bruice
2011). Andere Serinproteasen, wie die meisten KLKs sowie uPA und Plasmin, welche ebenso
bevorzugt die Peptidbindung nach einer positivgeladenen Aminosaure spalten, werden daher

auch trypsin-ahnliche Proteasen genannt.

1.3.3 Proteinstruktur

Serinproteasen besitzen ein weitgehend lbereinstimmendes strukturelles Gerilst, zeigen aber
Abweichungen hinsichtlich  der  Substratspezifitat  (Bisswanger 2015).  Durch
Roéntgenkristallstrukturanalyse wurde das Verdauungsenzym Chymotrypsin 1976 erstmals an
der Cambridge University England in seiner dreidimensionalen Struktur dargestellt. Es folgte
die Aufklarung der 3D-Struktur von Thrombin im Jahre 1989 durch Martin Bode am Max-
Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried. Ebenso konnten die Kristallstrukturen der

KLKs 1-8 und 10 bereits bestimmt werden.

KLKs werden intrazellular als einstrangige Pra-Pro-Proteine mit einem Signalpeptid
synthetisiert. Dieses wird wahrend der posttranslationalen Modifikation abgespaltet. Das so
entstandene inaktive Zymogen (pro-KLK) wird durch extrazellulare Abspaltung des Propeptids
in seine aktive Form Ubergefuhrt (Goettig et al. 2010). Diese proteolytische Aktivierung des
Zymogens geschieht entweder durch autokatalytische Aktivitdt des KLKs, andere
Endopeptidasen, oder ein anderes KLK. Fir die Aktivierung von KLK-Zymogenen durch

andere KLKs wurde der Begriff ,KLK Activome" eingeflihrt (Sotiropoulou et al. 2009).
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Serinproteasen bestehen aus 2 Halften mit jeweils 6 antiparallelen 3-Stradngen. Im aktiven
Zentrum der Serinproteasen findet sich eine sogenannte ,katalytische Triade® aus den drei

Aminosauren Serin, welches namensgebend flr diese Proteinfamilie ist, Histidin und Aspartat.

Abbildung 4. Tertidrstruktur KLK2 in Komplexbindung mit Benzamidin in
Standardorientierung. Die 6 antiparallelen B-Faltblatter sind rot dargestellt, a-Helices in blau,
die Substratbindungstasche in grau, die katalytische Triade in orange, Benzamidin in tirkis.
Modifiziert aus Skala et al. 2014.

1.3.4 Katalytischer Wirkmechanismus

Serinproteasen ist ein gleicher Katalysemechanismus gemeinsam. Dieser unterscheidet sie
von anderen Proteaseklassen wie Aspartyl-, Cystein- oder Metalloproteasen (Dullweber 2000).
Der Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von Peptidbindungen von Serinproteasen
(Abbildung 5) wurde durch vielzahlige Strukturstudien aufgeklart und verlauft in folgenden

vier aufeinanderfolgenden Schritten ab:

1. Bildung des ersten tetraedrischen Ubergangszustandes
Im ersten Schritt erfolgt der nukleophile Angriff des Serinrestes (-OH) der katalytischen
Triade der Serinprotease an die Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung. Im
Zuge dessen wird ein Proton des Serins auf den Imidazolring des benachbarten
Histidins der katalytischen Triade Ubertragen. Histidin fungiert damit als Base, die
negativ geladene Seitenkette des Aspartats stabilisiert hier das protonierte Histidin. So
entsteht ein kurzlebiger tetraedrischer Ubergangszustand (Klumpers 2017; Zhou and
Zhang 2011).

2. Bildung des Acyl-Enzym-Intermediates
Durch Deprotonierung des Histidins, welches so als Saure fungiert, zerfallt der
tetraedrische  Ubergangszustand zu einem  Acyl-Enzym-Intermediat.  Die

Peptidbindung wird gespalten und das zu spaltende Protein zerfallt. Das Peptid, das
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den neuen N-Terminus bildet, 16st sich vom Enzym und wird durch ein Wassermolekl

aus dem umgebenden Wasser ersetzt (Klumpers 2017; Zhou and Zhang 2011).

Bildung des zweiten tetraedrischen Ubergangszustandes

Auf die die Carbonylgruppe der anderen Halfte des Peptids, welche den neuen C-
Terminus bildet, erfolgt ein nukleophiler Angriff des Wassermolekiils. Histidin fungiert
erneut als Base und nimmt ein Proton des Wassers auf, was erneut zu Ausbildung
eines ebenso kurzlebigen tetraedrischen Ubergangszustandes fiihrt (Klumpers 2017;
Zhou and Zhang 2011).

Freisetzung des aktiven Enzymes

Unter Zerfall des zweiten tetraedrischen Ubergangszustandes erfolgt die Freisetzung
des Enzyms, das nun aktiv wieder zur Verfugung steht (Klumpers 2017; Zhou and
Zhang 2011).
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Abbildung 5. Katalytischer Wirkmechanismus von Serinproteasen. Die Reaktion startet mit
dem nukleophilen Angriff des Serinrestes der katalytischen Triade (gelb) an der Carbonylgruppe
der zu spaltenden Peptidbindung. Histidin nimmt hierbei ein Proton vom Serin des aktiven
Zentrums auf. Unter Deprotonierung des Histidins zerfallt der tetraedrische Ubergangszustand
und geht in das Acyl-Enzym-Intermediat Gber. Es kommt zur Spaltung der Peptidkette. Eine Halfte
des Peptids (violett) I6st sich von der Serinprotease und wird durch ein Wassermolekil aus der
Umgebung ersetzt. Auf die Carbonylgruppe der anderen Peptidhalfte (griin) erfolgt erneut ein
nukleophiler Angriff von einem Wassermolekiil der Umgebung. Histidin nimmt erneut ein Proton
auf, was zur Ausbildung eines weiteren tetraedrischen Uberganszustandes flihrt, welcher zerfallt
und schlieRlich das aktive Enzym wieder freisetzt. Modifiziert aus Schaller 2004.

1.3.5 Rolle der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen 2 (KLK2) und 4 (KLK4) in
physiologischen Prozessen, sowie ausgewdhiten Krankheitsbildern und
Tumorerkrankungen

Wie erwahnt umfasst die Familie der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen insgesamt 15

Serinproteasen. Die wohl bekannteste hierunter ist KLK3, das prostataspezifische Antigen

(PSA). Sie werden von Haut-, Brustdrisen-, Prostata- und Pankreaszellen gebildet und in

Folge in Schweil3, Muttermilch, Seminalplasma und Pankreassaft sezerniert (Wagener and

Miller 2009). Die Kallikrein-ahnlichen Peptidasen werden in 2 Gruppen eingeteilt. Die

.Klassischen“ KLKs (KLK1-KLK3), welche bereits um 1920 (KLK1) beziehungsweise in den
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spaten 1980er Jahren (KLK2,3) entdeckt wurden, besitzen in der 3D-Struktur oberhalb des
aktiven Zentrums eine lange Loopstruktur, den sogenannten Kallikrein-Loop. Dieser Loop
limitiert wahrscheinlich die Zuganglichkeit zum aktiven Zentrum und ist daher fir die Spezifitat
der Enzyme mitverantwortlich. Die zweite Gruppe, die ,neuen” KLKs (KLK4-15), wurden erst
spater, in den 1990er Jahren entdeckt (Goettig et al. 2010).

1.3.5.1 KLK2

KLK2 ist eine trypsin-dhnliche Serinprotease mit selektiver Aktivitat fir die Spaltung von
Peptidbindungen nach positiv geladenen, basischen Aminosduren, insbesondere Arginin
(Mikolajczyk et al. 1999). Es besitzt die Fahigkeit sein eigenes Zymogen (pro-KLK2) im Sinne
einer Autoaktivierung zu aktivieren und unterscheidet sich hierdurch von den anderen
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen (Mikolajczyk et al. 1999). KLK2 wird Uberwiegend in der
Prostata exprimiert und zeigt in Prostata-Karzinom-Gewebe eine deutlich erhéhte Expression
im Vergleich zu gesundem Prostatagewebe (Mikolajczyk et al. 1999). KLK3 hingegen wird in
Prostata-Karzinom-Gewebe weniger exprimiert als in gesundem Gewebe. Des Weiteren zeigt
sich, dass KLK2, in diesem Fall ahnlich wie KLK3 (PSA), im Serum von Prostata-Karzinom-
Patienten erhoht ist, wobei aber die Verteilungsprofile von KLK2 und 3 nicht deckungsgleich
sind, was KLK2 zu einem moglichen unabhangigen prognostischen Faktor machen konnte.
KLK2 vermag pro-KLK3 zu KLK3 zu aktiveren und zeigt eine achtzigprozentige Homologie zu

KLKS3, dem prostataspezifischen Antigen (Mikolajczyk et al. 1999).

KLK3 kann pro-MMP2, eine Matrixmetalloprotease, die im Abbau der ECM im Rahmen der
Tumorprogression und -metastasierung eine wichtige Rolle spielt aktivieren (Pampalakis and
Sotiropoulou 2007). Studien der vergangenen Jahre weisen darauf hin, dass KLK2 und KLK3
auch durch Regulation des insulin-like growth factor (IGF) Einfluss auf die Tumorgenese des
Prostata-Karzinoms nehmen. |IGF spielt in der Tumorzellproliferation, -differenzierung und
-transformation eine wesentliche Rolle (Borgofio and Diamandis 2004). IGF muss, um agieren
zu kénnen, an den IGF-Rezeptor (IGF1R) binden und von /IGF-binding proteins (IGFBP) befreit
werden. Diese Bindeproteine antagonisieren die Bindung von IGF an seinen Rezeptor und
vermindern somit die Uber die Rezeptorbindung vermittelte Signaltransduktion. IGFBP3
induziert beispielsweise den programmierten Zelltod und inhibiert das Wachstum von Prostata-
Karzinomzellen. KLK2 und KLK3 sind in der Lage uber Proteolyse der IGFBPs deren
tumorsuppressive Wirkung aufzuheben und infolgedessen auch die Bioverfligbarkeit von IGFs

zu erhdhen (Borgofio and Diamandis 2004).

Das samenblaschenspezifische Antigen Seminogelin, welches in die Untergruppen | und I
geteilt werden kann, tragt als Teil des Ejakulates Uber Ausbildung von Disulfidbricken zur
Koagulation desselben bei. KLK2 ist, wie KLK3 auch, in der Lage Seminogelin | und Il zu

spalten und somit die Samenflissigkeit zu verflissigen (Mikolajczyk et al. 1999).
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Im Rahmen von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass KLK2 und 4 in der Lage sind
pro-uPA zu uPA zu aktivieren (Beaufort et al. 2010). uPA nimmt, wie bereits ausfihrlich
erortert, durch Aktivierung der proteolytischen Kaskade des PA-Systems auf unzahlige
physiologische Prozessen Einfluss. Mikolajczyk et al. (1999) zeigten in einer Studie, dass
KLK2 zudem in der Lage ist mit PAI-1 zu komplexieren und den Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor als Suizid-Inhibitor somit zu inaktivieren. So scheint der Einfluss, den KLK2 auf das
PA-System hat, mehrschichtig zu sein: Zum einen durch Regulation der uPA-Aktivitat durch
Aktivierung von pro-uPA zu uPA, zum anderen durch Inaktivierung des uPA-Hauptinhibitors
PAI-1 (Mikolajczyk et al. 1999).

Bisher findet nur KLK3 (PSA) als Biomarker fiir Prostata-Karzinome klinische Anwendung,
weist jedoch keine hohe Spezifitdt auf, da es auch bei Erkrankungen wie benigner
Prostatahyperplasie oder Prostatitis erhdht ist. So konnte KLK2 einen interessanten additiven

Biomarker darstellen.

1.3.5.2 KLK4

KLK4 wird vor allem wahrend der Zahnentwicklung exprimiert, beim adulten Menschen auch
in Prostata- und Brustgewebe sowie den Ovarien. In der Entwicklung des Zahnschmelzes
spielt KLK4 eine wichtige Rolle. Der reife Zahnschmelz besteht zu 95% Mineralien, Wasser
und nur einem sehr geringen Anteil (<1%) aus Proteinen. Diesem hohen Mineralienanteil
verdankt er seine sehr harte Struktur. Wahrend der Zahnschmelzentwicklung betragt der
Protein-Anteil Gber 30%, die Proteine werden wahrend der Zahnschmerzentwicklung durch die
Proteasen MMP-20 und KLK4 abgebaut. Mutationen im KLK4-Gen kénnen zu Amelogenesis
imperfecta, also einer angeborenen Zahnschmelzhypoplasie flihren. Diese ist mit braunlicher
Verfarbung der Zahne, Schmerzempfindlichkeit und erhéhtem Kariesrisiko verbunden (Lu et
al. 2008).

KLK4 zeigt in Brust-, Endometrium- und Prostata-Karzinomzellen eine erhéhte Expression
(Riley et al. 2016). Bei der Entstehung von Knochenmetastasen bei Prostata-Karzinomen
spielt die Interaktion zwischen Tumorzellen und Osteoblasten eine entscheidende Rolle. /In
vitro Studien konnten zeigen, dass KLK4 sowohl pro-KLK3 zu KLK3 (PSA), als auch pro-uPA
zu uPA zu aktivieren vermag und somit bei der Degradation der extrazellularen Matrix von
Prostatazellen mafigeblich zur Tumormetastasierung beisteuert (Sotiropoulou et al. 2009).
Dartber hinaus konnten Studien zeigen, dass ein knockout von KLK4 in einer verminderten
Adhasion von Prostata-Karzinomzellen im Knochenmark fihrt, was die Ausbildung von
Knochenmetastasen behindert (Pampalakis and Sotiropoulou 2007). Zudem ist KLK4 fahig die
Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 2 (PAR-1 und -2) zu aktiveren. Diese Rezeptoren
gehdren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche durch proteolytische Spaltung

aktiviert werden und Uber Signaltransduktion die Zellmigration und -proliferation steigern
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kénnen. PAR-1 und -2 werden in einer Vielzahl an Tumorerkrankungen, darunter auch das

Prostata-Karzinom, Uberexprimiert (Swedberg et al. 2009).

Kallikrein-dhnliche = Substrat Rolle in physiologischen Prozessen

Peptidase und Tumorprogression

KLK2 Seminogelin | und I Verflissigung Samenflissigkeit
Pro-KLK3 — Aktivierung von KLK3

— Verflissigung Samenflissigkeit

Pro-uPA Aktivierung von pro-uPA
- Plasmin-Aktivierung
- ECM-Degradation
- Invasion, Metastasierung

Fibronektin — ECM-Degradation
— Invasion, Metastasierung

IGF Freisetzung von IGFs
- Tumorzellproliferation
- Osteoblastenproliferation
- Forderung ossarer Metastasen bei
Prostata-Karzinom

KLK4 Amelogenin Zahnschmelzentwicklung

Pro-KLK3 — Aktivierung von KLK3
— Verflissigung Samenflissigkeit

Pro-uPA Aktivierung von pro-uPA
- Plasmin-Aktivierung
-> ECM-Degradation
- Invasion, Metastasierung

PAR Stimulation von Tumorzellproliferation und
-migration

Tabelle 2. KLK2- und KLK4-Substrate und deren Rolle in physiologischen Prozessen,
sowie der Tumorgenese. Modifiziert aus Pampalakis et al. (2007).
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1.3.6 Inhibitoren Kallikrein-ahnlicher Peptidasen
Reife, aktivierte KLKs kénnen durch autokatalytische Inaktivierung, natiirliche Inhibitoren wie
Zink (Zn?*), Proteine, sowie durch andere KLKs in ihrer Aktivitat reguliert werden (Sotiropoulou

et al. 2009). Der Grof3teil endogener Inhibitoren sind Proteine (Krowarsch et al. 2003).
Zink-lonen

Zink spielt in den unterschiedlichsten Prozessen des menschlichen Korpers eine Rolle. In der
Regulation der Aktivitat von Serinproteasen scheint es eine ambivalente Rolle zu spielen: Zum
einen ist es in der Lage beispielsweise Gerinnungsfaktor Xll zu aktivieren, wahrend es Faktor
Vlla, uPA, KLK 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12 und 14 in der Aktivitdt zu hemmen vermag (Goettig et
al. 2010; Mavridis et al. 2014). Die Inhibition kann kompetitiv und nicht-kompetitiv verlaufen.
Im Falle einer kompetitiven Hemmung konkurriert das Zink-lon mit dem eigentlichen Substrat
der Kallikrein-ahnlichen Peptidase um die Bindung an das aktive Zentrum (Horton 2008).
Durch Bindung von Zn?* am aktiven Zentrum der Protease im Rahmen der kompetitiven
Hemmung kommt es zur Zerstorung der katalytischen Triade und somit verminderter oder
aufgehobener katalytischen Aktivitdt (Goettig et al. 2010). Von einer nicht-kompetitiven
Hemmung spricht man, wenn Zn?* auferhalb des aktiven Zentrums der Zielprotease bindet,
somit zu Konformationsanderungen im aktiven Zentrum der Protease flhrt und sie dadurch in
ihrer Aktivitdt hemmt. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass KLK4 nach nicht-
kompetitiver Inhibition durch Zink noch eine Restaktivitat von etwa 25% aufwies.

Im physiologischen Prostatasekret konnen hohe Konzentrationen an Zink nachgewiesen
werden, wodurch die im Prostatasekret enthaltenen KLKs in ihrer Aktivitat reguliert werden
(Goettig et al. 2010; Mavridis et al. 2014). Das Prostata-Sekret wird wahrend der Ejakulation
in die Harnréhre abgegeben und vermischt sich dabei mit den Spermien. Die Spermien werden
initial durch die Proteine Seminogelin | und Il immobilisiert. Die Seminogeline enthalten eine
Vielzahl an Zink-Bindungsstellen, was zur Komplexierung des Grof3teils der im Prostatasekret
enthaltenen Zink-lonen fuhrt. So kénnen diese nicht mehr hemmend auf die im Prostata-Sekret
enthaltenen KLKs wirken, wodurch diese die Seminogeline spalten und es zur Verflissigung
der Samenflissigkeit kommt (Mavridis et al. 2014).

Im Prostatagewebe und -sekret von an Prostatakrebs erkrankten Patienten ist die Zink-
Konzentration um bis zu 20-fach niedriger als beim Gesunden. Man geht davon aus, dass die
Herunter-Regulierung des Zink-Transporter-Proteins hierflr ursachlich beteiligt ist und einen
der ersten pathologischen Ereignisse in der Entwicklung des Prostata-Karzinoms darstellt
(Pampalakis and Sotiropoulou 2007). Durch die erniedrigte Zink-Konzentration werden die im
Prostatasekret enthaltenen KLKs weniger inhibiert, was zur ECM-Degradation und Férderung
des Tumorwachstums und -metastasierung fuhrt (Pampalakis and Sotiropoulou 2007). So liegt
nahe, dass die Wiederherstellung physiologischer Zink-Konzentrationen als maoglicher

Therapieansatz in der Therapie des Prostata-Karzinoms gesehen werden kann. Da eine
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systemisch hohe Zinkkonzentration jedoch auf eine Vielzahl von Zellen und Geweben eine
toxische Wirkung haben kann, ware die lokale intratumorale Applikation von Zink eine
denkbare Alternative. Diese Hypothese wurde bereits in Studien am Tiermodell (Maus)
untersucht: es konnte ein vermindertes Tumorwachstum bei langerer Uberlebensdauer

gezeigt werden (Mavridis et al. 2014).
Proteine

Zu den proteogenen Inhibitoren von Kallikrein-dhnlichen Peptidasen gehdren
az-Makroglobulin, nicht-kanonische Inhibitoren, kanonische Inhibitoren und Serpine, wobei
Uber die inhibitorische Wirkung von Serpinen gegeniber KLKs bislang noch wenig bekannt ist
(Goettig et al. 2010; Krowarsch et al. 2003).

a2 -Makroglobulin

Studien konnten zeigen, dass az2-Makroglobulin (A2M) aufgrund seiner Struktur in der Lage ist
nahezu alle Kallikrein-dhnlichen Peptidasen zu inhibieren, weswegen es auch
,Panproteinasen Inhibitor* genannt wird (Goettig et al. 2010). Durch den proteolytischen Angriff
der Protease an A2M kommt es zu Konformationsdnderungen, wodurch sich eine
,kafigartige“-Konformation bildet, in welcher A2M die Protease reversibel gefangen halt
(Goettig et al. 2010; Yang et al. 2017). Im Serum von Prostata-Karzinom-Patienten kénnen
Komplexe aus A2M und KLK2 gefunden werden (Goettig et al. 2010).

Kanonische Inhibitoren

Der Grolf3teil der Protein-Inhibitoren wird von den kanonischen Inhibitoren gebildet, welche mit
den eigentlichen Substraten um die Bindung an das aktive Zentrum der Protease konkurrieren
(Mavridis et al. 2014). Sie sind meist kleinere Proteine und binden Uber eine konvexe, zum
konkaven aktiven Zentrum des Enzyms komplementaren, Bindungsschleife an das zu
hemmende Enzym (Krowarsch et al. 2003). Durch das Herausragen der Bindungsschleife aus
dem Protein-Gerist macht es diese leicht zuganglich. Im Gegensatz zu den Serpinen bleibt
die Substrat-Bindungsschleife in einer geordneten Konformation, es wird kein Ubergangs-
Komplex gebildet, die Bindung ist reversibel (Krowarsch et al. 2003; Yang et al. 2017). Die
Gruppe der kanonischen Inhibitoren kann in etwa 20 Untergruppen eingeteilt werden, hierunter
die Kazal-Typ Inhibitoren, Kunitz-Typ Inhibitoren und Bowman-Birk-Typ Inhibitoren.

Kazal-Typ Inhibitoren spielen vor allem in Zusammenhang mit Kallikrein-dhnlichen
Peptidasen der Haut eine groRe Rolle. Der normale Prozess der stetigen Hautzellerneuerung
setzt ein Gleichgewicht aus Zellproliferation und Hautzellabschilferung von Keratinozyten der
Haut voraus. Zur Abschilferung einer Hautzelle muss deren Zell-Zell-Kontakt zu den
benachbarten Hautzellen, welcher durch Membranproteine (Desmogleine) vermittelt wird,

aufgehoben werden (Fortugno et al. 2011). Dies geschieht durch die vornehmlich in der Haut
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exprimierten Kallikrein-dhnlichen Peptidasen 5 und 7. Reguliert werden diese durch den
lymphoepithelialen Kazal-Typ-Inhibitor LEKTI. Mutationen im fir den Inhibitor kodierenden
Gen (SPINK5) flihren zu einer Dysbalance dieses Gleichgewichts mit der klinischen
Ausbildung des Netherton-Syndroms (Furio et al. 2015). Es kommt zu einer abnormen
Abschilferung der Keratinozyten. Dadurch ist die schiitzende Barriere der Haut aufgebrochen,
die Haut anfallig fir Entzindungen und Allergien, was stetigen Juckreiz und schwere
Dehydration zur Folge hat (Fortugno et al. 2011).

Der Serin-Protease-Inhibitor Kazal-Typ 1 (SPINK1), welcher im Rahmen der Prostata-
Karzinogenese eine Rolle spielt, zeigt inhibitorische Aktivitat gegenliiber KLK2 (Mavridis et al.
2014).

Der Kunitz-Typ Inhibitor, Uber den bisher am meisten bekannt ist, ist Aprotinin. Aprotinin
kann KLK2, 4, 5, 12 und 14 in ihrer Aktivitat hemmen (Mavridis et al. 2014). Der Sojabohnen-
Trypsin-Inhibitor, ebenso ein Kunitz-Typ Inhibitor, inhibiert KLK4-6 und KLK 14 (Mavridis et al.
2014). Die Bowman-Birk-Typ Inhibitoren (BBI) wurden urspringlich in Pflanzensamen
gefunden und sind kleine Proteine, die untereinander einen hohen Grad an Homologie
aufweisen. Typischerweise zeigen die BBI eine ,doppelkdpfige“ Struktur, wobei jeder Kopf ein
eigene kanonische Proteinbindungsstelle besitzt (Wu et al. 2017). So ist ein BBI in der Lage
einen 1:1:1 stdchiometrischen Komplex mit zwei unterschiedlichen Proteasen zu bilden. Der
potenteste nattrlich vorkommende BBI ist der Sunflower Trypsin Inhibitor-1 (SFTI-1) (Marx et
al. 2003). Der Name leitet sich von seiner Entdeckung in Sonnenblumenkernen ab (Swedberg
et al. 2009). Das verhaltnismalfig kleine Protein hat eine hohe inhibitorische Aktivitat und
eignet sich hervorragend als Grundgertst zu drug design spezifischer Inhibitoren (Swedberg
et al. 2009).

Nicht-kanonische Inhibitoren

Nicht-kanonische Inhibitoren sind seltener im Vorkommen als kanonische Inhibitoren oder
Serpine (Krowarsch et al. 2003). Sie agieren Uber ihren N-Terminus. Dieser bindet an das
aktive Zentrum der zu inhibierenden Protease. Neben der eigentlichen Bindung des Inhibitors
an das aktive Zentrum treten die nicht-kanonischen Inhibitoren an weiteren Positionen mit der
Protease in Wechselwirkung. Das erhoht die Substratspezifitdt, Bindungsstarke und
Reaktionsgeschwindigkeit (Krowarsch et al. 2003). Zum Beispiel handelt es sich bei der
Inhibition der Serinprotease Thrombin durch das Polypeptid Hirudin um eine nicht-kanonische
Inhibition (Gritter et al. 1990).

Eine weitere Gruppe endogener Inhibitoren Kallikrein-ahnlicher Peptidasen sind die Serpine,
wobei Uber deren Einfluss und Wirkweise weitaus weniger bekannt ist als Uber die oben

beschriebenen. (Fur Details siehe Diskussion).
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1.4 Zielsetzung

Das Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-System und die Serinproteasen-Familie der
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen spielen in einer Reihe an physiologischen und pathologischen
Prozessen eine tragende Rolle. Erhéhte Expressionslevel der einzelnen Systemkomponenten
werden im Rahmen von zahlreichen Tumorleiden als negative prognostische als auch
pradiktive Faktoren (hoheres Metastasierungsrisiko, schlechteres Ansprechen auf
Chemotherapie, kiirzeres Gesamtuiberleben) gesehen, weswegen sowohl die Komponenten
des uPA-Systems als auch die Kallikrein-ahnlichen Peptidasen als vielversprechende
Biomarker und Ziele der Therapie dieser Erkrankungen gesehen werden. Das Wissen Uber
die Struktur und den katalytischen Wirkmechanismus Kallikrein-ahnlicher Peptidasen wird
laufend zur Entwicklung synthetischer, spezifischer Hemmstoffe genutzt. Bis heute sind eine
Reihe an endogenen Inhibitoren der Kallikrein-ahnlichen Peptidasen bekannt. Die

Hauptinhibitoren der trypsin-ahnlichen Serinprotease uPA sind PAI-1 und PAI-2.

Die folgende Arbeit hat zum Ziel, mdgliche Wechselwirkung zwischen diesen beiden
verwobenen katalytischen Systemen, insbesondere den trypsin-ahnlichen Serinproteasen der
KLK-Familie, KLK2 und KLK4, mit den Serin-Protease-Inhibitoren PAI-1 und -2 zu
untersuchen. Dazu wurden zunachst die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2,
die wichtige regulative Rollen im uPA-System spielen, in E. coli exprimiert und anschlielend
saulenchromatographisch aufgereinigt. AnschlieRend wurde deren inhibitorische Kapazitat
gegenuber KLK2 und KLK4 getestet, wobei uPA als Hauptsubstrat der Plasminogen-Aktivator-

Inhibitoren als Positivkontrolle verwendet wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid 40%

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Borsaure

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Coomassie-Brilliantblue

Serva, Heidelberg

Dithiothreitol (DTT)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

EDTA-freier Proteaseinhibitor

Roche diagnostics GmbH, Mannheim

Essigsaure

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Farmer’s Reducer

K3[Fe(CN )6] + Na»S>03-5H,0

Formaldehyd Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Glycin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Guanidin Hydrochlorid

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Imidazol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
IPTG Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
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Magermilchpulver

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Na,COs

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumacetat (NaAc)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Ni2* -NTA Agarose

Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Diren

Pierce ECL Western Blotting Substrat

Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte

Proteingewichtsmarker stained #26616

Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte

Proteingewichtsmarker unstained # SM 0431

Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Tris base

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Trypton

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
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Tween 20 Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Tween 80 Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Yeast-Extrakt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

2.1.2 Bakterienstamm und Antibiotika

Bakterienstamm Quelle

M15 [pREP4] Qiagen, Hilden

Antibiotikum Hersteller

Ampicillin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Kanamycin Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

2.1.3 Chromogene Substrate

Substrat Hersteller

1-1120 Bachem Holding AG, Bubendorf, Schweiz
1-1595 Bachem Holding AG, Bubendorf, Schweiz
1-1295 Bachem Holding AG, Bubendorf, Schweiz
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21.4 Enzyme

Enzyme Hersteller

KLK 2 Eigene Herstellung, Klinische
Forschergruppe der Frauenklinik TU
Miinchen

KLK 4 Eigene Herstellung, Klinische
Forschergruppe der Frauenklinik TU
Munchen

uPA Actosolv®, Fa. Eumedica

2.1.5 Antikorper

Erstantikorper Hersteller Produkthnummer
Anti-HMW-uPA in house

a-KLK-2 (rab) Novus Biologicals NBP 1-32288
a-KLK-2 (mouse) in house 5E4

a-KLK-4 Novus Biologicals NBP 200-134
a-KLK-4 in house 587

a-KLK-4 in house 617C

o-KLK-6 Novus Biologicals NBP 1-54713
o-KLK-8 Abnova H00011202-D01P
a-KLK-13 Novus Biologicals NB 200-139
a-PAI-1 Qiagen, Hilden ID: 34660

31




Zweitantikorper Hersteller Produkthummer
anti-rabbit-POD DIANOVA GmbH,
Hamburg
anti-mouse-POD DIANOVA GmbH,
Hamburg
a-ch-POD DIANOVA GmbH,
Hamburg

2.1.6 Puffer, Losungen und Bakterienkulturmedien

Puffer Zusammensetzung
Aquilibrierungspuffer PAI-1 20 mM NaAc

1M NaCl

0,1% Tween 80

pH 7,4

Aquilibrierungspuffer PAI-2

20 mM NazHPO,
1M NaCl

0,1% Tween 80
pH 7,4

Blottingbuffer

5 % EtOH

25 ml EtOH 100 %

100 ml 0,25 M Borsaure
375 ml H.0

20 % EtOH

100 ml EtOH 100 %
100 ml 0,25 M Borsaure
300 ml H>O

Crackingbuffer

8M Urea
1% SDS

1% Mercaptoethanol
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Dialysepuffer PAI-1 nativ

20 mM NaAc

1M NaCl

0,01 % (v/v) Tween 80
pH 5,6

Dialysepuffer PAI-2 denaturierend

1x PBS (100-fache Menge des Dialysates)
1mMDTT

Dialysepuffer PAI-2 nativ 1x PBS
pH 7,4
Elutionspuffer PAI-1 20 mM NaAc
1 M NaCl

200 mM Imidazol
0,1 % Tween 80
pH 5,6

Elutionspuffer PAI-2

20 mM NaAc

1 M NaCl

200 mM Imidazol
0,1 % Tween 80
pH 6,0

Laufpuffer 10x

144 g Glycin
30 g Tris base
10 g SDS

ad 11

Lysepuffer PAI-1

20 mM NaAc

1 M NaCl

0,1% Tween 80
pH 7,4

Lysepuffer PAI-2

20 mM NazHPO,
1 M NaCl

0,1% Tween 80
pH 7,4
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Puffer A

6 M Guanidin Hydrochlorid
0,1 M NaH:PO4

0,01 M Tris base

pH 8

Puffer Z

8 M Harnstoff
0,1 M NaH2P04
0,01 M Tris base

Storage buffer

0,1 M NaCl

0,01 M Tris

0,05 % Tween ultra
pH 8,3

Waschpuffer PAI-1

20 mM NaAc

1 M NaCl

20 mM Imidazol
pH 5,6

Waschpuffer PAI-2

20 mM NaAc

1 M NaCl

20 mM Imidazol
pH 6,5

Allgemeine Lésungen

10 x Phosphate-buffered saline (PBS)

51,6 g NazHPO4 x 2H,0
11,75 g NaH2PO4 x H20
20 g NaCl

ad 500 ml H.O

pH 7,3

Blockierlésung (Western Blot)

5g Magermilchpulver
100 ml PBS

Entfarbelésung (Coomassie)

10 % HAc

Entwicklerlésung (Silber)

40 ml Na2C03(2,5%)
40 pl Formaldehyd

34




Farbelésung (Coomassie) 10 % HAC

0,1 % Coomassie

Farmer’s reducer 1 Spatelspitze einer Mischung aus
16 g Na2S203 x 5 H.O

10 g KsFe(CN)s

in 20 ml H20 bidest.

Fixierldsung (Coomassie) 40 % vergalltes Ethanol
10 % HAC
50% H20

Fixierldsung (Silber) 45 % vergalltes Ethanol
10 % HAc
45% H.0

Trockenlésung (Coomassie) 25 % technisches Ethanol
5 % Glycerin

Medium

LB 10 g Trypton

5 g Yeast-Extrakt
10 g NaCl

ad 11 H0

2xTY 16 g Trypton

10 g Yeast-Extrakt
5 g NaCl

ad 11H0
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2.2 Methoden

2.2.1 Expression von rekombinantem humanen PAI-1 und -2 in E. coli

Fir die rekombinante Herstellung von PAI-1 und PAI-2 wurde das QIAexpressionist-System
verwendet. E. coli gehoért zu der Gruppe der gramnegativen Enterobakterien und ist aufgrund
seiner gut untersuchten Genetik und Physiologie, einfachen Handhabung und kurzer
Generationszeit ein sehr beliebter Organismus zur heterologen Expression rekombinanter
Proteine. Eine Vielzahl optimierter E. coli-Stamme ist heutzutage kommerziell erhaltlich. In der
vorliegenden Arbeit wurden E. coli M15 [pREP4] Zellen verwendet. In diese wurden im Vorfeld
dieser Arbeit die rekombinanten Plasmide transformiert. Die Plasmide enthalten neben der
Gensequenz fir das zu exprimierende Protein weitere Genabschnitte zur Regulation der
Transkription und Translation dieses Gens. Im QIAexpressionist-System wird das pQE-
Plasmid als Vektor verwendet. Die Expression der rekombinanten Proteine PAI-1 und PAI-2
wird auf Transkriptionsebene durch Elemente des lac-Operons reguliert. Im lac-Operon
fungiert der T5-Promotor als Erkennungssignal fir die E. coli-RNA-Polymerase und legt somit
die Startstelle flr die Transkription fest. Der T5-Promotor ist eine der wichtigsten Stellen des
Expressionsvektors und enthélt die Operator-Sequenz des lac-Operons. Dieser dient als
Bindungsstelle fir den lac-Repressor. Der Repressor verhindert die Transkription des Operons
und kann nur durch Zugabe eines Induktors von der Operator-Bindungsstelle gelést werden
und die Transkription somit starten. Im Falle des Lac-Operons bindet Galaktose (oder im Falle
der Proteinexpression dessen synthetisches Pedant IPTG (Isopropyl-3-thiogalactopyranosid))

an den Repressor und ermoglicht so die Expression des rekombinanten Proteins.

10 ul der Stammbakteriensuspension wurden mit 5 ml 2xTY-Medium, 5 pl Ampicillin, sowie
5 yl Kanamycin versetzt und Gber Nacht bei 37° C und 200 rpm inkubiert. Anschlie3end wurden
5 ml der Bakteriensuspension mit 250 ml 2xTY-Medium 1:50 verdinnt, 250 pl Ampicillin und
250 upl Kanamycin zugegeben und in einem Erlenmeyerkolben fir weitere 2 h bei 37° C
bebriitet. Das Bakterienwachstum wurde durch Messen der optischen Dichte der Suspension
bei 600 nm stlindlich Gberprift. Bei Erreichen der optimalen optischen Dichte ODgoo von 0,6-
0,7 fur PAI-1, bzw. 1,0 flr PAI-2 erfolgte die Induktion der Expression der rekombinanten
Proteine durch die Zugabe von IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid). Das
Bakterienwachstum wurde durch stiindliche Messung der optischen Dichte bei 600 nm
dokumentiert. Neben der Messung der optischen Dichte bei 600 nm wurden Aliquots der
Bakteriensuspension enthommen, um die Qualitdt und Quantitat der enthaltenen Proteine
mittels SDS-PAGE-Gel und Silber- und Coomassiefarbung zu Uberprifen. Hierzu wurden
zweimal 40 ml der Bakteriensuspension abpipettiert, danach 5 min bei 22° C und 10 000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Pellets schlieRlich bis zur weiteren

Verwendung bei -80° C eingefroren.
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2.2.1.1 Affinitaitschromatographische Reinigung von humanem PAI-1 und PAI-2 aus
E. coli
Zur Vorbereitung der Bakterienpellets auf die darauffolgende Isolierung der Proteine aus dem
Bakterieninneren und der anschlieRenden Reinigung der exprimierten Proteinmischung wurde
das Pellet in einem Lysepuffer spezifisch fir PAI-1 und PAI-2 unter Kihlung auf Eis
resuspendiert. Hierzu wurde EDTA-freier Proteaseinhibitor mit Lysepuffer auf 2 ml aufgefillt.
1 ml dieser Lésung wurde mit dem jeweiligen Lysepuffer fir PAI-1 bzw. PAI-2 auf 25 mi
aufgeflllt und 10 ml dieser Verdlinnung zum Bakterienpellet hinzugegeben. Zum besseren
Aufschluss der Proteine und Zerstérung der Mureinschicht wurde das Bakterienzelllysat auf
Eis gepulst Ultraschall ausgesetzt (SONOPULS HD 2070, Fa. Bandelin, 6 x 3 min,
Amplitudeneinstellung 10%). AnschlieBend wurde das Bakterienzelllysat bei 7° C fur 10 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand erneut bei 7°C fiir
5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die Lagerung des Uberstandes erfolgte bei -80° C. Die so
gewonnene Proteinmischung wurde daraufhin, nach vorherigem Auftauen, mittels
Saulenchromatographie basierend auf dem Prinzip der Affinitdtschromatographie gereinigt
(Abbildung 6). Um eine PAI-1 und -2 spezifische Aufreinigung der Bakterienzelllysate mittels
Affinitatschromatographie zu erméglichen, wurden die DNA-Sequenzen von PAI-1 und PAI-2
am N-Terminus durch DNA-Sequenzen fir ein Hexapeptid der Aminosaure Histidin (His-Tag)
erweitert. Dieser Tag bindet, im Gegensatz zu den E. coli-spezifischen endogenen Proteinen,
mit hoher Affinitat an das im Saulenmaterial enthaltene zweiwertige Nickel. Die Nickelionen
bilden mit Wasser und dem Saulenmaterial einen stabilen oktaedrischen Komplex. Jeweils
zwei Histidin-Reste des His-Tags des rekombinanten Proteins kdnnen die Wassermolekiile
aus ihrer Bindung verdrangen und mit den Nickel-lonen einen stabilen Chelatkomplex bilden.
So bleibt aus der urspringlichen Proteinmischung nur das mit His-Tag versehene PAI-1 bzw.
PAI-2 an die Chromatographiesaule gebunden, wohingegen die endogenen E. coli-Proteine
ausgewaschen werden. Das Abtrennen der in Chelat-Komplex gebundenen Proteine von der
Ni?*-NTA-Agarose der Chromatographiesaule (Elution) kann durch Zugabe eines kompetitiven
Liganden, wie z.B. Imidazol und/oder Absenkung des pH-Wertes erfolgen. Dies ist
grundsatzlich entweder unter nativen oder durch Zugabe eines denaturierenden Agens (z.B.
Harnstoff) und eines Reduktionsmittels (z.B. Mercaptoethanol) unter denaturierenden
Bedingungen mdglich. Da PAI-1 in E. coli in I8slicher Form exprimiert wird, erfolgte die
Reinigung dieses Proteins unter nativen Bedingungen. Uberexprimierte Proteine,
insbesondere solche mit gréReren hydrophoben Regionen und komplexen Disulfidbricken,
fuhren in E. coli haufig zur Bildung sogenannter inclusion bodies. Hierbei handelt es sich um
Proteinaggregate, welche zu unléslichen Einschlusskérperchen akkumulieren und sich im
Zytoplasma der Bakterienzellen ablagern. Diese unldslichen Proteinaggregate mussen in

weiteren Schritten solubilisiert, denaturiert und riickgefaltet werden, worunter haufig die
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Funktionalitat der rekombinanten Proteine leidet. Von PAI-2 ist bekannt, dass es dazu tendiert
diese unldslichen Aggregate zu bilden, weswegen im Falle von PAI-2 sowohl die Reinigung
unter nativen, aber auch unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt wurde und diese
beiden Methoden anschlieRend bezlglich gewonnener Proteinmenge und deren
inhibitorischer Aktivitat verglichen wurden. Die Elution unter nativen Bedingungen erfolgt durch
die Zugabe von Imidazol, welches in der Lage ist, das His-Tag kompetitiv aus dem gebildeten
Chelat-Komplex zu verdrangen. Auch durch Herabsetzen des pH-Wertes kann die Elution

erfolgen, was jedoch zur Denaturierung des Proteins flihren kann.

Native condifions H Denaturing conditions
Tris or phosphate / \ Phosphate buffer, pH 8
buffer, pH 8 Cell 8 M urea or 6 M GuHdl
200 mt Nacl ¥ & @ lysis ~~— 7 (midazole optional

10-20 mM imi P ) P
w 7%

30-60 min 15-30 min
[Batch or column format)  Ni-NTA . (Batch or column format)
resin Bind
Wash

20-50 mM imidazole /l\ pH6.3

Hute
“ N\
g @ ~_ “5 pH59orpH45
imidazole & /f o
Pure 6xHis-fugged protein

Abbildung 6. Prinzip der affinititschromatographischen Proteinreinigung unter nativen
und denaturierenden Bedingungen. Zur Vorbereitung der Chromatographiesaule wird diese
mit Agarose und dem jeweiligen Aquilibrierungspuffer fiir Reinigung unter nativen bzw.
denaturierenden Bedingungen befillt. Nach Ablassen des jeweiligen Puffers erfolgt ein
Waschschritt mit EDTA-freiem Proteaseinhibitor in Aquilibrierungspuffer, bevor die Saule mit dem
Lysat befiillt wird. Die Elution der 6xHis-tagged Proteine aus der Bindung an Ni?*-NTA erfolgt
unter nativen Bedingungen durch Herabsenken des pH-Wertes und Zugabe von Imidazol, unter
denaturierenden Bedingungen unter Herabsetzen des pH-Wertes. Abbildung Gbernommen aus
The QlAexpressionist - A Handbook for high-level expression and purification of 6xHis-
tagged proteins (2003).
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Zur Reinigung unter nativen Bedingungen wurde die Chromatographie-Saule mit 2,5 ml
Ni2*-NTA-Agarose (50%ige Suspension) befiillt. Nachdem sich die Agarose aus der 50%igen
Suspension abgesetzt hatte, wurde der Uberstand abgelassen. Zum Entfernen von
Konservierungsmitteln (z.B. Ethanol) wurde die Agarose dann mit Aqua bidest. gewaschen.
Sobald sich die Agarose wieder abgesetzt und sich ein waagrechter Agarose-Pegel eingestellt
hat, wurde die Saule mit dem jeweiligen Aquilibrierungspuffer (pH 7,4) fir PAI-1 bzw. PAI-2
gespult, um den pH-Wert der Chromatographie-Saule dem des Bakterienlysates
anzugleichen. AnschlieRend wurde die Saule mit 5 ml Aquilibrierungspuffer mit EDTA-freiem
Proteaseinhibitor gespuilt. SchlieRlich erfolgte die Zugabe des Lysates. Nach jeweils 5 ml
Durchlauf wurden je 30 ul in ein Eppendorfgefal aufgefangen. Die Saule wurde daraufhin mit
Aquilibrierungspuffer mit EDTA-freiem Proteaseinhibitor, anschlieRend Aquilibrierungspuffer
ohne Proteaseinhibitor und schlief3lich mit dem jeweiligen Waschpuffer fir PAI-1 (pH 5,6) bzw.
PAI-2 (pH 6,5) gewaschen. Dies erfolgte so lange, bis die gemessene Extinktion bei 280 nm
Werte < 0,05 erreichte und somit von einer ausreichenden Entfernung der unspezifischen

Proteine ausgegangen werden konnte.

Zur Lésung der 6xHis-tagged Proteine aus der Bindung an Ni**-NTA, der sogenannten Elution,
erfolgte ein finaler Waschvorgang mit Elutionspuffer. Fur PAI-1 wurde bei gleichbleibendem
pH (5,6) die Imidazolkonzentration von 20 mM auf 200 mM erhoéht. Fir die Elution von PAI-2
wurde der pH durch den Elutionspuffer von 6,5 auf 6 gesenkt und die Imidazolkonzentration
ebenso von 20 mM auf 200 mM erhdht. Der Durchlauf wurde in 3 ml-Portionen fraktioniert und
jeweils die Extinktion der einzelnen Fraktionen bei 280 nm bestimmt. 30 ul Aliquots einer jeden
Fraktion wurden bei -80° C gelagert, um diese spater mittels SDS-PAGE zur

Proteinqualifizierung und -quantifizierung tberprifen zu kénnen.

Die Aufreinigung von PAI-2 erfolgte mittels der Batch-Methode unter denaturierenden
Bedingungen nach folgendem Protokoll: Das Bakterien-Pellet wurde mit Lysepuffer A, versetzt
mit R-Mercaptoethanol, fir 1-1,5 h im Rotator gelést. (5 ml Lysepuffer pro 1 Gramm
Bakterienpellet, 0,53 pl Mercaptoethanol pro ml Puffer). Das gewonnene Lysat wurde
anschlieRend bei 23° C und 10.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand in eine neue
Roéhre Uberfihrt und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Fir eine spater
vorgesehene Gelelektrophorese wurden 30 ul des Lysates asserviert. Dann wurde das Lysat
zu 6 ml Ni**-NTA-Agarose gegeben und fiir etwa 20 min auf dem Rotator inkubiert, damit das
His-Tag-Protein an das Saulenmaterial bindet. Die leere Chromatographiesdule wurde
anschlielend mit der Lysat-Agarose-Mischung befullt und nach Absetzen der Agarose die
Saule gedffnet und der Durchlauf aufgefangen. Pro 5 ml Durchlauf wurden 30 pl Aliquots

abgefangen und fir eine Gelelektrophorese verwahrt.
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Das Auswaschen der unspezifischen Proteine erfolgte zunachst unter Verwendung von 15 ml
Puffer A (pH 8,0 und 7,95 ul Mercaptoethanol), gefolgt von einem zweiten Waschschritt mit
Puffer Z. Dieser Basispuffer wurde auf einen pH von 8 eingestellt und nennt sich dann Puffer
B. Die Saule wurde zunachst mit 15 ml Puffer B (pH 8,0 und 7,95 ul Mercaptoethanol) gesplilt.
Anschlielend wurde der pH-Wert des Puffers auf 7 abgesenkt und mit weiteren 30 ml dieses
neueingestellten Puffers unter Zugabe von 15,9 pl Mercaptoethanol gewaschen. Der
Waschvorgang wurde mit einem letzten Waschschritt mit 30 ml Puffer B (pH 6,3 mit 15,9 pl
Mercaptoethanol) abgeschlossen. Pro 5 ml Durchlauf wurde die optische Dichte (Einstellung:

,OD-Protein“) gemessen.

Die Elution der 6xHis-tagged Proteine erfolgte durch weiteres schrittweises Absenken des pH-
Wertes in 3 Waschschritten: 15 ml Puffer B (pH 5,9, 7,95 pl Mercaptoethanol), 15 ml Puffer B
(pH 5,0, 7,95 pl Mercaptoethanol), 6 ml Puffer B (pH 4,5, 3,18 ul Mercaptoethanol). Der
Durchlauf wurde in 10 Fraktionen a 3,6 ml Aliquots aufgeteilt. Ebenfalls wurde die optische
Dichte der einzelnen Fraktionen bestimmt und schlieBlich die Fraktionen 1-8 mit dem
aliquotierten Durchlauf auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mittels Coomassiefarbung auf

deren Proteinmenge, sowie deren Reinheit analysiert.

2.2.1.2 Denaturierung und Riickfaltung von PAI-1 und PAI-2

Unter den Serpinen ist PAI-1 dafir bekannt, dass es spontan aus seiner instabilen aktiven
Form in eine stabilere inaktive (latente) Form Gbergehen kann. Verantwortlich hierfir wird das
sehr mobile reactive-center-loop (RCL) gesehen. Die inaktive Form kann durch denaturierende
Agenzien wie z.B. Harnstoff, Guanidin Hydrochlorid oder SDS in vitro aufgefaltet und
anschlieend durch Entfernung der Agenzien im Rahmen der Dialyse zumindest teilweise
wieder in die aktive Form Ubergefiihrt werden. Es wird davon ausgegangen, dass es auch
physiologische Kaskaden zur Rickverwandlung der inaktiven in die aktive Form gibt, darliber

ist jedoch noch wenig bekannt (Ganten and Ruckpaul 2013).

Im Rahmen der Dialyse muss die Konzentration der Denaturierungsmittel langsam gesenkt
werden, um eine Rickfaltung ermdglichen zu kdnnen, ohne dabei die erneute Aggregation der
Proteine zu erlauben. Das im denaturierenden Puffer geldste Protein wird gegen eine groRRere
Menge eines Puffers ohne reduzierendes Agens dialysiert. Dem Gesetz der Diffusion folgend,
kommt es langsam zum Ausgleich der Denaturierungsmittel-Konzentration, dem Protein wird
die Mdglichkeit gegeben sich riickzufalten, ohne dabei wieder zu aggregieren. Es kommt zur
Verschiebung des Faltungsgleichgewichtes vom denaturierten zum nativen, gefalteten,

funktionstlichtigen Zustand.

Zur Erzielung der maximalen inhibitorischen Kapazitdt wurde so nach der
affinitatschromatographischen Reinigung unter nativen Bedingungen eine Denaturierung und

Rickfaltung, in diesem Fall mit Guanidin Hydrochlorid, durchgefihrt, um PAI-1 aus der
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(partiell) latenten Form in die aktive rickzufuhren. Hierzu wurden die Fraktionen, die in der
Gelelektrophorese den gréiten Proteingehalt und die beste Reinheit zeigten, vereinigt und flr
4 h unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur 4 M Guanidin Hydrochlorid (pH 5,6) ausgesetzt.
Die Ruckfaltung der Proteine erfolgte durch Dialysieren flir 2 h bei 4° C in einem Dialysepuffer.
Der Dialysepuffer wurde nach 2 h erneuert, die Dialyse tber Nacht fortgesetzt und die Proteine
schlieBlich in einem Centricon-Zentrifugalfiltersystem konzentriert. Die Lagerung der Proteine
erfolgte bei -80° C.

Unter denaturierenden Bedingungen gereinigtes PAI-2 wurde nach folgendem Protokoll
dialysiert und rickgefaltet: Die mittels Gelelektrophorese ermittelten Fraktionen mit dem
héchsten Proteingehalt wurden vereinigt und in einem Dialyseschlauch flir 3 h bei 4° C unter
Lichtabschluss PBS und 1 mM DTT ausgesetzt. Nach 3 h wurde der Dialysepuffer auf reines
PBS ohne DTT gewechselt und die Dialyse bei pH 7,4 und 4° C Uber Nacht fortgefiihrt. Das

Dialysat wurde schlief3lich mittels Zentrifuge eingeengt, aliquotiert und bei -80° C gelagert.

2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Konzentration sowie der Reinheit der gewonnenen Proteine wurden
sowohl wahrend der Reinigung als auch von den gereinigten, denaturierten und gefalteten
Proteinen Proben zurlickbehalten, auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mittels Silber- und
Coomassie-Farbung angefarbt. Die bei -80° C gelagerten Aliquots der einzelnen Fraktionen
nach der Proteinreinigung wurden wie folgt zur Gelelektrophorese vorbereitet: Pro 30 pl Aliquot
wurden im Heizblock unter dem Abzug je 10 pl Laemmli-Puffer zugegeben und fir 5 min auf
95° C erhitzt. Die Losung wurde dann fir 2 min bei 22° C bei 10.000 rpm zentrifugiert und
schlieRlich auf ein Gel aufgetragen. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte durch
optisches Abschatzen, wobei die Farbeintensitat der Proteinbanden mit der des Markers

bekannter Konzentration verglichen wurde.

2.2.3 Messung der inhibitorischen Kapazitat

In den folgenden Versuchsreihen sollte schlieBlich die inhibitorische Kapazitat der beiden
Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren gegenlber verschiedenen Kallikrein-ahnlichen Peptidasen
bestimmt werden. Zum Vergleich erfolgte in einem Vorversuch jedoch zunachst die Testung

gegenuber uPA.

Die Messungen folgten nach dem Grundprinzip, dass einer Protease ein synthetisches
Substrat einer moglichst dhnlichen Selektivitat wie der des naturlichen Substrates zugesetzt
wird. Durch die Interaktion von Substrat und Protease wird dem Substrat seine chromogene

Gruppe abgespalten. Dieser Substratumsatz erfolgt direkt proportional zur Enzymaktivitat,
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kann photometrisch bestimmt werden und bietet somit eine sehr gute Methode, um die
Enzymaktivitat sichtbar zu machen. Nach Zugabe des dem jeweiligen Enzym zugehérigen
Inhibitors ist zu erwarten, dass die Aktivitdtskurve weniger stark steigt, bzw. je nach

inhibitorischer Starke, keine Steigung zu vermerken ist.

Jede Messung der inhibitorischen Aktivitat wurde durch eine Positivkontrolle, welche keinen
Inhibitor im Ansatz enthielt, sowie eine Negativkontrolle, welche lediglich aus Substrat und

Puffer bestand, komplettiert.

2.2.31 PAI-1
2.2.3.1.1 gegenuber uPA

Eine 96-well-Microtiter-Platte wurde mit jeweils 5 pyg uPA pro Well und steigenden Mengen
PAI-1 (0 ug - 1,5 pug - 3 pug - 6 ug - 15 pg) versetzt und mit storage buffer auf ein Volumen von
insgesamt 200 pl pro Well aufgefiillt. Das Pipettieren der einzelnen Komponenten erfolgte auf
Eis, anschliefend 10 min Inkubation bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden 0,1 mM des
chromogenen Substrates 1-1595 zugegeben und der Substratumsatz bei 405 nm im

Photometer gemessen.

2.2.3.1.2 gegeniuber KLK2

Die Testung der Interaktion von PAI-1 gegenuber KLK2 wurde ebenfalls in einem 96-well-
Mikrotiter-Well-Assay nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: 100 ng KLK2 wurden auf Eis mit
steigenden Mengen PAI-1 (O ug-0,3 ug-0,6 ug-1,2ug-1,8ug-2,4 ug-3 ug-6 pg-9 g
- 12 ug - 15 ug) versetzt. Der Ansatz wurde mit storage buffer auf ein Gesamtvolumen von
250 pl aufgefillt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 0,1 mM des Substrates 1-1295

wurde zugegeben und der Substratumsatz bei 405 nm im Photometer gemessen.

2.2.3.1.3 gegenuber KLK4

Fir KLK4 wurden 11 Wells auf Eis mit jeweils 5 ng KLK4 und PAI-1 von 0 ug - 15 ug pipettiert,
mit storage buffer auf 200 pl aufgefillt und bei Raumtemperatur fir 10 min inkubiert. 0,1 mM
des fur KLK4 optimalen Substrates 1-1120 wurde zugegeben und der Substratumsatz bei

405 nm im Photometer gemessen.

2.2.3.2 PAI-2

Auch die hemmende Wirkung von PAI-2 gegenuber uPA, KLK2 und KLK4 wurde nach
demselben Prinzip untersucht. Hierbei erfolgte der Vergleich zwischen PAI-2, welches unter
nativen Bedingungen gereinigt wurde, sowie jenem, welches bei der Reinigung
denaturierenden Bedingungen ausgesetzt war zunachst gegentber uPA. Da denaturierend
gereinigtes PAI-2 in diesem Versuch keinerlei inhibitorische Wirkung auf sein physiologisches
Substrat uPA zeigte, erfolgten die Tests gegeniber den Kallikrein-ahnlichen Peptidasen allein

mit unter nativen Bedingungen gereinigtem PAI-2.
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2.2.3.2.1 gegenuber uPA

In 5 Wells der 96-Well-Microtiter-Platte wurden, unter Kidhlung auf Eis, jeweils 5 ug uPA
pipettiert und mit 0 yg - 1,5 ug - 3 pg - 6 ug und 15 ug PAI-2 (nativ gereinigt) vermischt, mit
storage buffer auf je 200 pl aufgefillt und bei Raumtemperatur fir 10 min inkubiert. 0,1 mM
des chromogenen Substrates 1-1595 wurde zugegeben und der Substratumsatz bei 405 nm

im Photometer gemessen.
Die Austestung des denaturierend gereinigten PAI-2 erfolgte nach demselben Protokoll.

2.2.3.2.2 gegeniber KLK2

5 Wells der Mikrotiter-Platte wurden im Rahmen der Testreihe von PAI-2 gegenlber KLK2,
unter Kihlung auf Eis, mit je 300 ng KLK2 beflillt, danach PAI-2 in steigenden Mengen von
0 ug, 0,15 pg, 0,3 pg, 0,6 pg und 1,5 ug hinzugegeben und mit storage buffer auf ein
Gesamtvolumen von 200 pl aufgefillt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei
Raumtemperatur fur 10 min. Starten der enzymatischen Reaktion durch Zugabe von 0,1 mM

des Substrates 1-1295 und Messung des Substratumsatzes bei 405 nm im Photometer.

2.2.3.2.3 gegenuber KLK4

Die Testung von PAI-2 gegenuber KLK4 erfolgte nach dem gleichen Protokoll, wie bei der
Versuchsreihe mit KLK2, lediglich das chromogene Substrat wurde durch 0,1 mM 1-1120
ersetzt, die Menge an KLK4 betrug 2,5 ng pro Well.

2.2.4 Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ist eine elektrokinetische Methode, mit Hilfe derer
geladene Teilchen (z.B. Protein- oder Nukleinsauregemische) in ihrer denaturierten Form,
unter Anlage eines elektrischen Feldes, nach Masse und Ladung getrennt werden kénnen und
durch anschlieRende Farbung des Gels sichtbar gemacht werden kénnen. Die Denaturierung
wird durch vorherige Inkubation des aufzutrennenden Proteins mit dem Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) erreicht. Durch Zugabe von Mercaptoethanol werden die
Disulfidbriicken in der Quartar- bzw. Tertiarstruktur der Proteine reduziert, wodurch diese
Strukturen aufbrechen. An die dadurch gestreckten Peptidketten kénnen sich so SDS-
Molekule anlagern, welche den Proteinen dadurch eine insgesamt negative Ladung verleihen.
Durch eine zum Molekulargewicht proportionale Anlagerung von SDS an das Protein wird eine
Wanderung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld erreicht.
Negativ geladene Proteine wandern zur Anode, die Laufgeschwindigkeit verhalt sich indirekt

proportional zur Grélke des Proteins.

Zum Abschatzen der Molekiimasse wurde mit jeder Gelelektrophorese ein Marker mit

bekannter Molekulmasse aufgetragen.
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2.2.41 GielRen eines Polyacrylamidgels
Far die Gelelektrophoresen dieser Arbeit wurden sowohl 10%ige, als auch 12%ige

Polyacrylamid-Trenngele (PAA-Gele) bendtigt.

2 10%ige Gele einer Dicke von 1 mm wurden aus folgenden Komponenten gegossen:
4,81 ml H2O bidest, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCL, pH 8,8, 2,5 ml 40%ige Polyacrylamid-Stammldsung
und 100 pl SDS 10%. 2 ml dieser Lésung wurden abpipettiert und unter dem Abzug mit 2 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED), sowie 18 pl Ammoniumperoxodisulfat (APS) zur
Polymerisation angeregt und anschliefend zwischen die vorgesehenen 2 Glasplatten
gegossen. Die restliche Lésung wurde daraufhin ebenfalls unter dem Abzug mit 7 yl TEMED

und 18 ul APS versetzt und auf die bereits ausgeharteten 2 ml pipettiert.

Die Vorgehensweise fir 12%ige PAA-Gele unterschied sich lediglich in der eingesetzten
Menge der einzelnen Gelkomponenten. So wurden 4,31 ml H2O bidest, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCL
pH 8,8 und 3,0 ml 40%ige PAA-Stammlésung verwendet.

Nach Polymerisation der Gele wurden diese bis zur Verwendung in feuchtes Papier
eingeschlagen, in eine Plastikfolie verpackt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Das 5%ige
Sammelgel wurde vor der jeweiligen Gelelektrophorese frisch auf das Trenngel gegossen.
Hierzu wurden 11,95 ml H20 bidest, 5 ml Tris-Cl pH 6,8, 2,5 ml 40%iges PAA und 200 pl SDS
10 % gemischt und zur besseren Kontrastierung mit einer Pipettenspitze Bromphenolblau
eingefarbt, 2 ml davon abpipettiert, mit 2 yl TEMED, sowie 20 ul APS versetzt und auf das
Trenngel gegeben. In das noch nicht polymerisierte Sammelgel wurde dann ein Kamm mit der

gewilnschten Kammerzahl eingeschoben und die Aushartung abgewartet.

Zur Gelelektrophorese wurde dann ein geeigneter Marker im Verhaltnis 1:1 mit PBS, sowie
Laemmli-Puffer verdinnt. Fir Protein-Gele wurde ein unstained marker (# SM 0431 [Thermo
Fisher Scientific Inc., Schwerte]), fur Western Blot-Gele ein prestained marker (# 26616

[Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte]) verwendet.

Die zu trennenden Proteinproben wurden im Falle einer reinen Gelelektrophorese mit
reduzierendem Laemmli-Puffer, im Falle eines Gels, welches fir einen Western Blot
vorgesehen war mit nicht-reduzierendem Laemmli-Puffer verdiinnt. Das Pipettieren desselben
erfolgte unter dem Abzug, unter Erhitzung der Proben auf 95° C fir 5 min, danach
Zentrifugieren der Proben bei 22 °C und 10.000 rpm fur 2 min, Auffillen der
Elektrophoresekammer mit Laufpuffer, anschlielend Pipettieren der Proben in die mit
Sammelgel geformten Proben-Kammern und schlief3lich Anlegen einer Spannung von 120 V

flr ca. 1 h.

Sobald das Bromphenolblau den unteren Gelrand erreicht hatte, wurde die Spannung

abgeschaltet und das Gel weiter behandelt. Fir reine Proteingele schloss sich an die
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Gelelektrophorese ein Farbeprozess entweder mit Coomassie oder mit Silber an, von anderen

Gelen wurde im Anschluss ein Western Blot angefertigt.

2.2.5 Farbemethoden

2.2.51 Coomassie-Farbung

Zur Coomassie-Farbung eines PAA-Gels wurde dieses zunachst fir 30 min in eine
Fixierldsung gelegt. Diese Fixierldésung wurde anschlieBend durch ein Bad in H2O bidest.
abgewaschen. Es schloss sich das ca. 90-minttige Farbebad in einer Mischung aus 10%iger
Essigsaure mit 0,1 % Coomassie an, gefolgt von einem Waschgang in 10%iger Essigsaure fur
ca. 2 h zum Entfarben des Hintergrundes. Schliefllich wurde das gefarbte Gel in einer
Trockenlésung aus 25 % Ethanol, 5 % Glycerin und 70 % H>O bidest. gebadet, zwischen 2
Cellophan-Folien eingebracht und unter HeilRluft getrocknet. Wahrend der einzelnen Bader
wurde das Gel in den jeweiligen Losungen durch Lagerung auf einem Schittler kontinuierlich

geschwenkt.

2.2.5.2 Silber-Farbung

Um selbst geringste Proteinmengen visuell sichtbar machen zu kénnen, wurden einzelne
Proteingele der Silberfarbemethode unterzogen. Hierzu erfolgte zunachst, vergleichbar der
Coomassie-Farbung, ein fixierender Schritt flir ca. 20 min. Diese Fixierldsung wurde ebenso
anschliel®end durch Schwenken in H2O bidest. fir 2 x 5 min abgewaschen. Es folgte ein Bad
in Farmer’s reducer, welcher wiederum durch 5 Waschgange a 10 min mit Aqua bidest.
abgewaschen wurde. Bei jedem Waschschritt wurde das Wasser erneuert. Anschlielend
wurden die Proteine in einer 0,1 % AgNOs3 Ldsung fur 30 min bei Raumtemperatur angefarbt,
gefolgt von einem kurzen Waschschritt durch Schwenken in Wasser fir 10 Sekunden und
schlief3lich Tauchen des Gels in die Entwicklerldsung, bis die gewlinschte Farbeintensitat der
anzufarbenden Banden erreicht ist. Die Farbung wurde mittels 10%iger Essigsaure fir ca. 1
min gestoppt und danach das Silber-gefarbte Gel zwischen zwei Cellophan-Folien im

Heillufttrockner getrocknet

2.2.6 Western Blot

Zur Anfertigung eines semi-dry Western Blots wurde das 12%ige Polyacrylamidgel nach
durchlaufener Gelelektrophorese zunachst in Blotpuffer mit 5 % Ethanol gelegt. Filterpapier
und eine PVDF-Membran wurden auf die GréRe des Gels zugeschnitten. 3 Filterpapiere
wurden in Blotpuffer, der 5 % Ethanol enthalt gelegt, 3 weitere Papiere in Blotpuffer, der 20%
Ethanol enthalt. Die PVDF-Membran wurde zuerst kurz mit 100 % Ethanol betraufelt, dann in
Blotpuffer mit 20 % Ethanol gelegt. Die Bodenplatte der Western Blot-Maschine wurde mit

Blotpuffer mit 20 % Ethanol benetzt, dann zunachst die Filterpapiere, die in Blotpuffer mit
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20 % Alkohol getrankt wurden, darauf gestapelt. Durch vorsichtiges Rollen einer Glaspipette
Uber den Filterpapierstapel wurden etwaige Luftblasen beseitigt und schlieRlich wurde die
PVDF-Membran dem Filterpapierstapel aufgelegt. Das Proteingel, das zunachst einige min in
Blotpuffer mit 5 % Ethanol lag, und 3 Filterpapiere, die in Blotpuffer mit 5 % Ethanol getrankt
wurden, wurden auf die PVDF-Membran gelegt und schlief3lich die Deckplatte des Western
Blot Gerates, dessen Schieferplatte mit Blotpuffer mit 5%igem Ethanol benetzt wurde,
aufgesetzt. Der Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurde durch Anlegen einer

elektrischen Stromstarke von ca. 100 mA fur 2,5 h erreicht.

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran zunachst 10 min in PBS gewaschen. Das
Blockieren der freien unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der PVDF-Membran erfolgte
durch ein einstindiges Bad in 30 ml der Blockierlésung. Die restlichen 70 ml der 5%igen
Milchpulver-Blockierlésung wurden durch Aufflllen mit 280 ml PBS auf 1 % verdinnt und die
Membran darin fir 1 Minute gewaschen. Anschlielend wurde die Membran mit den
Primarantikérpern inkubiert. Als Primarantikérper zur Detektion von uPA wurde ein Anti-HMW-
uPA Antikdérper [Fa. Novus Biologicals]. Fur KLK2 wurden sowohl ein Anti-KLK2 (rab) [Fa.
Novus Biologicals, Produktnummer: NBP 1-32288], als auch ein Anti-KLK2 (mouse) [Fa.
Novus Biologicals, Produkthnummer: 5E4] ausgetestet. Fir KLK4 wurden drei Antikdrper der
Firma Novus Biologicals ausgetestet [Produktnummern: NBP 200-134, rab 587, 617C]. Fir
PAI-1 wurde ein gegen das His-Tag von PAI-1 gerichteter Antikérper verwendet [Fa. Qiagen,
ID: 34660]. Die Antikdrper wurden mit der 1%igen Milchpulverlésung verdinnt (Anti-HMW-uPA
1:4000, Anti-KLK2 (rab) NBP 1-32288 1:600, Anti-KLK2 (mouse) 5E4 1:500, Anti-KLK4 NBP
200-134 1:500, Anti-KLK4 rab 587 1:500, Anti-PAI-1 1:1000), auf die Membran gegeben und
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgten zunachst drei Waschschritte a 10 min mit
1%iger Milchpulverldsung, bevor der Zweitantikdrper fur weitere 45 min zugegeben wurde. Fir
Primarantikérper aus dem Kaninchen wurde a-rab-POD, fir Primarantikérper aus der Maus a-
mouse-POD in einer Verdinnung von 1:10 000 verwendet. Der Sekundarantikérper wurde
anschlielBend in drei weiteren Waschschritten a 5 min mit 1%iger Milchpulverlésung
heruntergewaschen. Zur Detektion wurden je 600 ul der zwei Komponenten der Western Blot-
Entwicklerldsung (Pierce ECL Western Blotting Substrat [Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte]) zusammenpipettiert und auf die in der Fotokassette befindliche Membran gegeben.
Nach etwa einer Minute wurde die Uberschissige Substratiésung mit einem Stlick Papier
abgesaugt und die Membran mit Frischhaltefolie bedeckt, bevor der Rontgenfiim aufgelegt
wurde. SchlieRlich erfolgte die Belichtung des Rontgenfilms und dessen Entwicklung in der

Dunkelkammer.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression, Reinigung und Ruckfaltung von humanem PAI-1

3.1.1 Expression von rekombinantem humanen PAI-1 in E. coli

Der PAI-1 Expressionsvektor wurde, wie im Methodenteil beschrieben, in E. coli M15 [pREP4]-
Zellen transformiert und das humane Protein exprimiert. Die Bakterienzellen wurden Uber
Nacht in antibiotikahaltigem 2xTY-Medium geschiittelt, am Folgetag verdinnt, nochmals flr
weitere 2 h inkubiert und schlief3lich die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe
von IPTG induziert. Durch Bestimmung der optischen Dichte aus stiindlich gewonnenen
Aliquots dieser Lésung wurden indirekt Schlisse auf das Wachstumsverhalten der

Bakterienzellen gezogen.

Die E. coli M15-Bakterienzellen, welche mit dem fir PAI-1 kodierenden Expressionsvektor
transformiert waren, zeigten nach kurzer Anlaufphase (lag-Phase) ein exponentielles
Wachstum und gingen schlie8lich nach etwa 4 h in die stationare Phase Uber. In analoger
Weise wurde auch humanes PAI-2 exprimiert. Die Bakterienzellen, welche das
Expressionsplasmid fir PAI-2 enthielten, zeigten ein langsameres Wachstum, blieben
wahrend der gesamten Versuchszeit von 6 h im nahezu exponentiellen Wachstum und

erreichten die stationare Phase wahrend des Versuchs nicht (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Zeitkinetik des Zellwachstums von PAI-1- und PAI-2- liberexprimierenden
E. coli-Bakterien. Die Zellen, die mit Expressionsplasmiden fir PAI-1 (blau) und PAI-2 (orange)
transformiert sind, wurden gesondert mit 2xTY-Medium, Kanamycin und Ampicillin Uber Nacht
vorinkubiert. Am Folgetag wurde die Ubernachtkultur mit 2xTY-Medium 1:50 verdiinnt, und nach
erneuter Antibiotikazugabe fir weitere 2 h inkubiert. Bestimmung der ODeoonm, bis zum Erreichen
einer optischen Dichte von 0,6-0,7 (PAI-1), bzw. 1,0 (PAI-2), dann erfolgte die Induktion der
Expression der jeweiligen rekombinanten Proteine durch Zugabe von IPTG (Pfeile). Das
Zellwachstum wurde weiterhin durch stiindliche Messung der ODsoonm verfolgt.
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Neben der Bestimmung der optischen Dichte wurden aus den stiindlich gewonnenen Aliquots
mittels Cracking-Aufschluss Gesamtprotein prapariert und einer Gelelektrophorese

unterzogen. Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse der Zeitkinetik fiir PAI-1.
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Abbildung 8. Zeitkinetik der Proteinexpression von PAI-1. SDS-Polyacrylamidgel in
Coomassie-Farbung: Die linke Spur (M) zeigt den prestained Marker (aufgetragene Menge 1 ug
pro Bande). Daneben wurden stiindlich gewonnene Proben der Zeitkinetik des Zellwachstums
von PAI-1-Uberexprimierenden E. coli-Bakterien aufgetragen. Nach 30 min wurde bei Erreichen
der ODsoo von ca. 0,6 IPTG zugegeben und somit die Expression des rekombinanten Proteins
gestartet. Bereits 30 min nach Induktion wurde Protein mit erwarteter GroRRe von PAI-1 (~48 kDa)
im unteren Bereich der Doppelbande sichtbar. 3 h nach Induktion war das Maximum an
Proteinexpression erreicht.
Die Gelelektrophorese des Gesamtproteins nach Zelllysat trennt neben endogenen E. coli-
Proteinen auch das rekombinante humane Protein (PAI-1, ~48 kDa, unterer Teil der
Doppelbande) auf. Die Uberexpression war ab 30 min nach Induktion durch IPTG zu
beobachten und erreichte nach etwa 3 h ihr Maximum. Aus diesen Zellextrakten galt es in den
folgenden Reinigungsschritten rekombinantes humanes PAI-1 und in ahnlicher Weise auch

PAI-2 zu reinigen.

3.1.2 Affinitaitschromatographische Reinigung von humanem PAI-1 aus E. coli unter
nativen Bedingungen

Nach der Expression wurde aus den Bakteriensuspensionen zunachst der zellulare Anteil vom

Medium durch wiederholtes Abzentrifugieren getrennt. Die gewonnenen Bakterienpellets

wurden resuspendiert und schlief3lich durch Ultraschallbehandlung die Mureinschicht zerstért,

um so die exprimierten Proteine aus dem Zellinneren der E. coli-Zellen zu l6sen.
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Um nun das rekombinante humane PAI-1 von den ubrigen endogenen Proteinen trennen zu
kénnen, erfolgte die affinitdtschromatographische Reinigung von PAI-1 aus der
Proteinmischung. PAI-1 wird in E. coli-Zellen in I6slicher Form exprimiert und eignet sich so

fur die Reinigung unter nativen Bedingungen.

Abbildung 9 stellt die Proteinprofile vor der Reinigung (,Lysat‘, pH 7,4), sowie wahrend der
Elution (,1-9% pH von 7,4 auf 5,6 schrittweise herabgesetzt, Imidazol von 20 auf 200 mM
schrittweise erhdht) gegenliber und zeigt deutlich, dass sich bei schwach basischem pH noch
unspezifische Proteine in der Chromatographiesaule befinden, durch weiteres schrittweises
Absenken des pH-Wertes diese jedoch nahezu vollstandig von der Saule gewaschen werden
kénnen. Rekombinantes PAI-1 wird im sauren Milieu und durch Zugabe des Histidinanalogons
Imidazol in schrittweise steigender Konzentration (20 mM - 200 mM) aus dem Chelat-
Komplex der Ni?*-Agarose der Saule geldst. Ab Fraktion 6-9 (pH 5,6, 200 mM Imidazol) ist
nahezu reines PAI-1 (~48 kDa) im Durchlauf befindlich. Diese Beobachtung wurde zusatzlich
durch Messen der optischen Dichte der gewonnenen Fraktionen im Rahmen der Elution

bestatigt.

Fraktionen
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Abbildung 9. Vergleich PAI-1 vor und nach Aufreinigung unter nativen Bedingungen.
Links: Durchlauf des Lysats (pH 7,4, kein Imidazol) Rechts: Elution des gebundenen Proteins mit
Elutionspuffer, pH 5,6 und Imidazol 200 mM (Fraktionen 1-9). Fraktionen 6-9 enthalten >95 %
reines, rekombinantes PAI-1 (~48 kDa).

Die Bestimmung der optischen Dichte (Abbildung 10) zeigte deutlich, dass durch weiteres
Herabsetzen des pH-Wertes und gleichzeitige Erhéhung der Imidazolkonzentration im Puffer,
im Zuge der Elution, eine groRe Menge an Protein aus der Bindung an die Ni>*-NTA-Agarose
der Chromatographiesdule gelést werden konnte. Die parallel durchgefiihrte
Gelelektrophorese zeigte, dass dieses Protein ein Molekulargewicht von ~48 kDa aufwies,
welches dem errechneten von rekombinantem humanen PAI-1 entspricht (~48 kDa)
(Abbildung 9).

49



30

25

20

Extinktion (OD,g; )
o

0'\ T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fraktionen

Abbildung 10. Extinktion der Fraktionen wéahrend der Elution von PAI-1. Durch Erhéhung
der Konzentration des Histidinanalogons Imidazol von 20 mM auf 200 mM wahrend der Elution
und stufenweises Absenken des pH-Wertes von 7,4 auf 5,6 erfolgt die Lésung des 6xHis-tagged-
Proteins PAI-1 aus der Bindung an die Ni?*-NTA-Agarose, welches durch den Anstieg der
gemessenen Extinktion bei 280 nm zur Darstellung kommt.

In Zusammenschau der Ergebnisse der Photometrie und Gelelektrophorese wurden fir die
darauffolgenden Versuchsreihen mit PAI-1 die mit Protein eines Molekulargewichtes von etwa
60 kDa verunreinigten Fraktionen 1-5 verworfen und nur die reineren Fraktionen 6-9
miteinander vereinigt und verwendet. Um die maximale inhibitorische Kapazitat des
gewonnenen PAI-1 zu erzielen wurde nach der Reinigung unter nativen Bedingungen eine
Denaturierung und Ruckfaltung durchgefihrt (siehe 2.2.1.2 Denaturierung und Ruckfaltung
von PAI-1 und PAI-2).
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3.2 Expression, Reinigung und Ruckfaltung von PAI-2

3.21 Expression von rekombinantem humanen PAI-2 in E. coli

In analoger Weise wie PAI-1 wurde PAI-2 in E. coli exprimiert. In Abbildung 11 ist die
Zeitkinetik der Proteinexpression von PAI-2 in E. coli dargestellt. PAI-2 (~46 kDa) wurde in
groRer Menge exprimiert, wie die Zunahme der Bandenintensitat von Stunde zu Stunde

verdeutlicht. Die Expression ist wie bei PAI-1 bereits nach 30 min sichtbar.
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Abbildung 11. Zeitkinetik der Proteinexpression PAI-2. Aufgetragen wurden (halb-) stiindlich
gewonnene Proben der Zeitkinetik von PAI-2 (~46 kDa). Nach 30 min wurde bei Erreichen der
ODesoo von 1,0 IPTG zugegeben.

3.2.2 Affinitatschromatographische Reinigung von rekombinantem humanen PAI-2

Wahrend PAI-1 ausschlief3lich unter nativen Bedingungen aufgereinigt wurde und nach
darauffolgender Denaturierung und Ruckfaltung eine gute Proteinausbeute an aktivem PAI-1
gewonnen werden konnte, war der Gewinn von PAI-2 nach Reinigung unter nativen
Bedingungen gering (Abbildung 12). So wurde PAI-2 auch unter denaturierenden

Bedingungen gereinigt, was eine wesentlich héhere Ausbeute an Protein erbrachte.

3.2.2.1 PAI-2 Reinigung unter nativen Bedingungen

Analog zur Vorgehensweise mit PAI-1 wurde im Falle von PAI-2 aus der Bakteriensuspension
der Ubernachtkultur zundchst der zellulare Anteil durch mehrfaches Abzentrifugieren
gewonnen, das so gewonnene Bakterienpellet resuspendiert und schlief3lich durch
Ultraschallbehandlung die bakterielle Zellwand zerstdrt. Das so gewonnene Zelllysat wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt (siehe 2.2.1.1 Affinitdtschromatographische Reinigung
von humanem PAI-1 und PAI-2 aus E. coli). Durch schrittweises Herabsetzen des pH-Wertes
gelang es aus dem Lysat PAI-2 ausreichend von unspezifischen Proteinen zu reinigen. Das
Ablésen des an die Chromatographiesaule gebundenen PAI-2 wurde, wie bei PAI-1, durch
Zugabe steigender Mengen an Imidazol erreicht. Im Vergleich zu PAI-1 erwies sich die
gewonnene Menge an PAI-2 als vergleichsweise gering. Die Gegenuberstellung der
exprimierten Proteine vor und nach nativer chromatographischer Reinigung ist in Abbildung

12 dargestellt.
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Abbildung 12. Exprimiertes PAI-2 vor und nach Reinigung unter nativen Bedingungen.
Links ist ein Marker (M) mit 1 pg/Bande aufgetragen, daneben das Gesamtprotein des
aufgeschlossenen E. coli-Pellets (L) vor Reinigung. His-getaggtes PAI-2 wurde mit
Aquilibrierungspuffer (pH 7,4) an die Chromatographie-S4ule gebunden, durch Zugabe von
Waschpuffer (pH 6,5, 20 mM Imidazol) wurden endogene E. coli-Proteine ausgewaschen und
schlieBlich His-getaggtes PAI-2 im Rahmen der Elution (pH 6,0, 200 mM Imidazol) aus dem
Chelat-Komplex abgetrennt und somit von der Saule geldst (Fraktionen 1-4).

Die im Vergleich zum Lysat schwachen Proteinbanden von PAI-2 nach nativer Reinigung
zeigten, dass sich mittels dieser Reinigungsmethode nur wenig PAI-2 gewinnen lie3. Die

Bestimmung der optischen Dichte der einzelnen Fraktionen bestatigte dies.
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Abbildung 13. Extinktion der Fraktionen wahrend der Elution von PAI-2, nativ gereinigt.
Durch Erhéhung der Imidazolkonzentration von 20 mM auf 200 mM wé&hrend der Elution bei pH
6,0 erfolgt die Losung des 6xHis-tagged-Proteins PAI-2 aus der Bindung an die Ni2*-NTA-
Agarose, jedoch ist, wie durch raschen Abfall der Extinktion bereits nach der 2. Fraktion zu
erkennen, die erzielte Proteinmenge gering.
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Die zweite Fraktion zeigte bei 46 kDa sowohl die hochste Bandenintensitat bei der
Gelelektrophorese als auch die héchste gemessene optische Dichte (Abbildung 13). Die
46 kDa-Banden der weiteren Fraktionen nahmen in der Intensitat sprunghaft ab, ebenso die
Extinktionen dieser Fraktionen. Das bedeutet, dass ab der 3. Fraktion nahezu kein Protein
mehr nachgewiesen werden konnte. Des Weiteren zeigte sich, dass durch die gewahlte
Reinigungsmethode die endogenen E. coli-Proteine nicht ausreichend ausgewaschen werden

konnten.

3.2.2.2 PAI-2 Reinigung unter denaturierenden Bedingungen

Zur Reinigung von PAI-2 unter denaturierende Bedingungen wurde das Bakterienpellet
zunachst in Mercaptoethanol-haltigem Puffer gelést. Das so gewonnene Lysat wurde
zentrifugiert, das Pellet verworfen und die Chromatographiesaule mit der Lysat-Agarose-
Mischung befiillt. Das Auswaschen der unspezifischen Proteine erfolgte durch schrittweises
Herabsenken des pH-Wertes von 8,0 auf 6,3 unter gleichzeitiger Zugabe steigender Mengen
an Mercaptoethanol. Die Elution von PAI-2 wurde durch weiteres Herabsenken des pH-Wertes
von 6,3 auf 4,5 erreicht. Hier konnten die unspezifischen E. coli-Proteine ausgewaschen
werden und im Gegensatz zur nativen Reinigungsmethode konnte, wie in Abbildung 14

dargestellt, eine wesentlich gréRere Menge von PAI-2 gewonnen werden.

Fraktionen
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116 —
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e — —
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Abbildung 14. Exprimiertes PAI-2 vor und nach Reinigung unter denaturierenden
Bedingungen. Links dargestellt das Lysat bei pH 8. Von 1-8 nummeriert die Fraktionen, welche
im Rahmen der Elution gewonnen wurden. Die unspezifischen Proteine im Zellextrakt konnten
durch schrittweises Absenken des pH-Wertes von 8 auf 6,3 herausgewaschen werden. Die
Elution von PAI-2 erfolgte schlieRlich durch weiteres Absenken auf pH 4,5. Die Fraktionen 5-8
zeigten sich in obiger Gelelektrophorese am reinsten und mit dem gréRten Anteil an PAI-2,
weswegen diese Fraktionen vereinigt und fir die darauffolgenden Tests verwendet wurden.
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Die parallel durchgefihrte Messung der Extinktion der einzelnen Fraktionen wahrend der
Elution bestatigte das Ergebnis der Gelelektrophorese. Die héchste optische Dichte, und somit
der hoéchste Gehalt an Protein, wurde bei Fraktion 5 gemessen (Abbildung 15). Hier zeigte

sich auch die Proteinbande im Gel am starksten ausgepragt (Abbildung 14).
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Abbildung 15. Extinktion der Fraktionen wahrend der Elution von PAI-2 denaturierend
gereinigt. Die Kurve macht durch ihren Peak bei Fraktion 5-8 deutlich, dass der grofite Anteil an
PAI-2 in selbigen Fraktionen gewonnen werden konnte.

3.2.3 Riickfaltung von PAI-2 nach affinitatschromatographischer Reinigung unter
nativen und denaturierenden Bedingungen
Unter Verwendung stark denaturierender Substanzen (Harnstoff und Guanidin Hydrochlorid)
kénnen die aggregierten, unléslichen und funktionsuntiichtigen PAI-2-Molekiile wieder in
Loésung gebracht werden. Um eine anschlieBende Rickfaltung ohne Reaggregation
ermdglichen zu kdénnen, missen die denaturierenden Agenzien langsam aus der Lésung
entfernt werden. Hierzu wurden die in Denaturierungsmittel geldsten, entfalteten Proteine im
Rahmen einer Dialyse einem denaturierungsmittelfreien Puffer ausgesetzt. Durch langsamen
Konzentrationsausgleich der Harnstoff- und Guanidin Hydrochlorid-Konzentration durch
Diffusion wurden die Proteine so in ihren nativen, gefalteten und funktionstiichtigen Zustand

zurickgefuhrt.
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3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

In den folgenden Schritten wurde daraufhin, wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben
(2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration), mit Hilfe von weiteren Gelelektrophoresen, die
sowohl mit Hilfe von Coomassie als auch Silber angefarbt wurden, die Konzentration der

gewonnenen Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 bestimmt.

3.3.1 PAI-1

Durch Auftragen verschiedener Proteinmengen auf ein SDS-Polyacrylamidgel zusammen mit
einem Marker bekannter Konzentration und anschlieBenden Vergleich der Farbungsintensitat
der aufgetragenen Proteinmengen gegeniber der Markerbanden sowohl in Coomassie- als
auch in Silber-gefarbten Gelen wurden durch optische Abschatzung die
Proteinkonzentrationen von PAI-1 und KLK4 bestimmt (Abbildung 16).

KLK 4 Marker PAI-1

[ul] [ug] [ul]
[kDa] 8 0,5 1 2 2,5 5
, I vy

35—

25—+ <— KLK4

- -

Abbildung 16. Konzentrationsbestimmung KLK4 und PAI-1. Durch Festlegen eines optischen
Konzentrations-Referenzwertes durch die Marker bekannter Konzentration konnte die
Konzentration der aufgetragenen Menge an PAI-1 (2,5 und 5 pl) und KLK4 (4 und 8 pl)
abgeschatzt werden.

Diese Ermittlung erfolgte, indem die Banden der zu bestimmenden Proteine optisch in Bezug
zum Farbungsgrad des Markers bekannter Konzentration gesetzt wurden. Auf Basis dieser
Gelelektrophorese wurde die Konzentration von KLK4 mit ckiks =0,0625 pg/ul, die des Serpins

mit cpar-1 =0,6 pg/pl ermittelt.

Im gleichen Zug wurde zudem die kleinstmogliche Menge an PAI-1 und KLK 4 bestimmt, die

gerade noch mittels Coomassie-Farbung und/oder Silber-Farbung optisch sichtbar gemacht

werden kann. Grund hierflr ist, dass zu einem spateren Zeitpunkt mittels Gelelektrophorese
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der Komplex aus Serinprotease und PAI-1 nachgewiesen werden sollte. Dies war von
Interesse, um abschatzen zu kénnen, ob der Komplex aus Enzym und Inhibitor nicht
dargestellt werden konnte, weil der Komplex als solcher sich nicht bildet, oder, weil mit den
Farbemethoden die geringen Mengen, in denen sich der Komplex ausbildet, nicht sichtbar
gemacht werden koénnen. Abbildung 17 zeigt, dass mittels Coomassie-Farbung

Proteinmengen von 250 ng KLK4 und 200 ng PAI-1 nachgewiesen werden kénnen.

KLK 4 Marker PAI-1
[ng] [ng] [ng]
[kDa] 125 250 500 1000 500 1000 200 400 800 1600
116— : . B—
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Abbildung 17. Minimal darstellbare Menge PAI-1 und KLK4 mittels Coomassie-Farbung.
Durch konsekutives Auftragen schrittweise geringerer Mengen an PAI-1 (1600 ng, 800 ng,
400 ng, 200 ng) und KLK4 (1000 ng, 500 ng, 250 ng, 125 ng) liel® sich die kleinste mittels
Coomassie-Farbung noch darstellbare Menge des jeweiligen Proteins nachweisen.

Durch Silber-Farbung lieRen sich, wie durch die Coomassie-Farbung auch, 200 ng PAI-1 und
250 ng KLK4 noch auf dem Gel sichtbar machen (Abbildung 18). Geringere Mengen konnten
auch durch Silber-Farbung nicht visualisiert werden.

KLK4 Marker PAI-1
[ng] [ng] [ng]
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Abbildung 18. Minimal darstellbare Menge PAI-1 und KLK4 mittels Silber-Farbung. Die
bereits durch Coomassie-Farbung ermittelte minimal darstellbare Menge an PAI-1 (200 ng) und
KLK4 (250 ng) wurde mit Hilfe der noch sensitiveren Silber-Farbung noch einmal Uberpruft und
fihrten zu demselben Ergebnis.
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3.3.2 PAI-2
3.3.2.1 Analyse von PAI-2 nach nativer Reinigung

Nachdem das unter nativen Bedingungen gereinigte PAI-2 gegen PBS dialysiert wurde, wurde

die Konzentration von PAI-2 in analoger Weise zu PAI-1 visuell abgeschatzt.

PAI-2 [pl]
1. Reinigung 2. Reinigung
[kDa] M2 M1 D 10 30 5 10

116— +

66_-———— -~ | —

45— T —-— S <—— pAl2
35—

Abbildung 19. Konzentrationsbestimmung PAI-2, nativ gereinigt. Die Markerbanden (M2:
2 pg/Bande, M1: 1 pg/Bande) wurden als Referenzwert zu zwei verschiedenen nativ
aufgereinigten PAI-2 Bestanden aufgetragen. Erste Reinigung 5 pl, 10 pyl und 30 pl, 2. Reinigung
5 plund 10 pl.

Auf Grundlage dieses Gels (Abbildung 19) wurde die Konzentration der ersten Reinigung von
PAI-2 unter nativen Bedingungen auf 0,2 pg/pl semiquantitativ ermittelt, die der 2. Reinigung
auf 0,15 pg/ul.

3.3.2.2 Analyse von PAI-2 nach Reinigung unter denaturierenden Bedingungen und
Ruckfaltung

Das unter denaturierenden Bedingungen gereinigte PAI-2 wurde zur Dialyse zunéchst fur 3 h

einem Puffer aus PBS und 1 mM DTT ausgesetzt. Nach 3 h erfolgte der Wechsel des Puffers

auf reines PBS ohne Zusatz von DTT, welchem PAI-2 Gber Nacht ausgesetzt wurde. Die

Bestimmung der Proteinkonzentration des nach Rickfaltung vorhandenen |6slichen PAI-2

erfolgte semiquantitativ mittels Coomassie- und Silber-Farbung (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Konzentrationsbestimmung PAI-2, denaturierend gereinigt. Die
Markerbanden in unterschiedlicher Konzentration (M2: 2 pg/Bande, M1: 1 pg/Bande,
MO0,5: 0,5 pg/Bande) bieten den optischen Konzentrations-Referenzwert zur aufgetragenen
Menge an PAI-2 (5, 10, 15 und 20 pl).

Fur das aufgetragene Volumen an PAI-2 (5, 10, 15 und 20 ul) wurde eine Konzentration von

0,09 ug/ul ermittelt.

Diese Versuche machen deutlich, dass durch Reinigung unter denaturierenden Bedingungen
von PAI-2, zwar eine ausreichende Menge an PAI-2 gewonnen werden konnte, ein groRRer
Anteil dieser Proteine durch Riickfaltung jedoch ausfallen. Wie sich in den spateren Versuchen

zeigen sollte, war die geringe l6sliche Menge an PAI-2 inhibitorisch inaktiv.
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3.4 Messung der inhibitorischen Kapazitat von PAI-1 und PAI-2

gegenuber verschiedenen Serinproteasen

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist, ob die Kallikrein-ahnlichen Peptidasen KLK2 und
KLK4 durch PAI-1 und/oder PAI-2 gehemmt werden kdnnen. Bevor die hemmende Aktivitat
dieser Serpine gegenuber den KLKs gemessen wurde, erfolgte zunachst ein Vorversuch, der
untersuchte, ob die exprimierten PAls ihr hauptsachliches Substrat, den Urokinase-Typ

Plasminogenaktivator (UPA), ausreichend hemmen.

Den Proteasen wurde ein synthetisches Substrat zugesetzt, das aus einem Tripeptid besteht,
welches in der Lage ist an die Substratbindungstasche von uPA, aber auch KLK2 oder 4 zu
binden. Der Peptidkette des Substrates ist eine fluorogene Gruppe angeheftet, welche von
den Proteasen abgespaltet werden kann. Dadurch wird ein fluorogenes Reaktionsprodukt frei
wird, welches im Mikrotiterplatten-Photometer gemessen werden kann. Die Abspaltung der
fluorogenen Gruppe verhalt sich direkt proportional zur Enzymaktivitat und bietet so eine gute

Méglichkeit, die Enzymaktivitat sichtbar und graphisch anschaulich zu machen.

3.4.1 Die inhibitorische Kapazitiat von PAI-1

3.4.1.1 Hemmversuche gegeniiber uPA
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Abbildung 21. Zeitabhangige Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-1 (nativ
gereinigt) gegeniiber uPA. Eingesetzt wurden 5 pg uPA und steigende Mengen an PAI-1 (0 ug,
1,5 yg und 3 pg). Die Negativkontrolle enthielt lediglich Puffer und Substrat (1-1595).
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Abbildung 21 zeigt die zeitabhangige Bildung fluorogenen Spaltprodukts. Es wird deutlich,
dass in Anwesenheit von PAI-1 die Serinprotease uPA nicht mehr in der Lage ist, ihr Substrat
umzusetzen, welches graphisch im Fehlen einer Zunahme der gemessenen Fluoreszenz
resultiert. Bereits geringe Mengen des rekombinant hergestellten Hemmestoffes reichten aus,

um den Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ suffizient zu hemmen.

Am Endpunkt der Messung betrug die uPA-Aktivitdt bei den eingesetzten PAI-1-
Konzentrationen nur 5 % der Aktivitat ohne Inhibitor (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Messung der inhibitorischen Kapazitit von PAI-1 gegeniiber uPA. Das
Diagramm zeigt die Endaktivitdt von uPA (~5 %) nach dreistiindiger Inkubation mit uPA und
dessen chromogenem Substrat |-1595.

Da das rekombinant hergestellte PAI-1 diese effiziente hemmende Wirkung gegenlber uPA
zeigte, galt das weitere Interesse der Analyse der mdglichen Wechselwirkung zwischen

PAI-1 und ausgewahlten Kallikrein-ahnlichen Peptidasen.

3.4.1.2 Hemmversuche gegeniiber KLK2
Als synthetisches fluorogenes Substrat wurde fur KLK2 [-1295 eingesetzt und in selber Weise
wie unter 3.4.1.1 beschrieben vorgegangen. Die Aktivitdtsmessung der Serinprotease KLK2

in Anwesenheit von PAI-1 ist in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23. Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-1 (nativ gereinigt) gegeniiber
KLK2. Eingesetzt wurden 1 ug KLK2 und steigende Mengen an PAI-1 (0 pg, 1,5 pg, 3 pg, 6 ug,
15 ug). Die Negativkontrolle enthielt lediglich Puffer und Substrat.

Der Graph zeigt, dass PAI-1 KLK2 konzentrationsabhangig am Umsatz des Substrates
hemmen kann. Der Vergleich der Aktivitat von KLK2 nach 3 h Inkubation ist in Abbildung 24
dargestellt. Die Messungen zeigten, dass PAI-1 die Serinprotease KLK2
konzentrationsabhangig hemmt. 1,5 ug PAI-1 flihrten zu einer Minderung der Aktivitat auf
knapp 40 % der Ausgangaktivitat, 15 ug sind notwendig, um KLK2 vollstandig in seiner Aktivitat

zu hemmen.
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Abbildung 24. Enzymatische Aktivitat von KLK2 nach Reaktion mit PAI-1. Aufgetragen ist
die Aktivitat von KLK2 in Prozent unter Zugabe steigender Mengen an PAI-1 (1,5 ug, 3 pg, 6 ug,
15 ug) nach 3 h Inkubation mit Substrat 1-1595.

3.4.1.2 Hemmversuche gegeniiber KLK4
Auch gegeniber KLK4 hatte PAI-1 das Potential Kallikrein-ahnliche Peptidasen in ihrer
Aktivitat zu inhibieren. KLK4 konnte, wie in Abbildung 25 dargestellt, in Gegenwart von

PAI-1 unter den gewahlten Bedingungen nahezu vollstandig gehemmt werden.

Unter Reaktion mit 1,5 pug PAI-1 zeigte KLK4 nach 3 h Inkubation noch 20 % seiner
Ausgangaktivitat (Abbildung 26). In dem in Abbildung 27 gezeigten Versuch hemmten unter
den gegebenen Bedingungen 0,3 ug PAI-1 KLK4 um 20 %, 0,6 ug PAI-1 um 40 % und 1,2 ug
PAI-1 um 90 %. 2,4 pug PAI-1 bewirkten eine vollstindige Hemmung von KLK4. Die
prozentuale Aktivitatsabnahme von KLK4 unter Reaktion mit PAI-1 ist in Abbildung 28

zusammengefasst.
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Abbildung 25. Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-1 (nativ gereinigt) gegeniiber
KLK4. Eingesetzt wurden 1,25 ng KLK4 und steigende Mengen an PAI-1 (0 ug, 1,5 ug, 3 ug,
6 ug, 15 pg). Die Negativkontrolle aus Puffer und Substrat.
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Abbildung 26. Minimale Aktivitat von KLK4 nach Reaktion mit PAI-1. Aktivitat von KLK4 in
Prozent unter Zugabe steigender Mengen an PAI-1 (1,5 ug, 3 ug, 6 ug, 15 ug) nach 3 h Inkubation
mit Substrat 1-1120. 1,5 yg PAI-1 hemmen KLK4 auf 20 % seiner Aktivitat, 15 ug bewirken eine
vollstandige Hemmung.
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Abbildung 27. Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-1 (nativ gereinigt) gegeniiber
KLK4. Ermittlung der minimalen Menge, die in der Lage ist, KLK4 ausreichend zu hemmen.
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Minimale Aktivitait von KLK4 nach Reaktion mit PAI-1. 2,4 ug waren
ausreichend, um die Aktivitdt nahezu vollstandig aufzuheben. Messung erfolgt nach 3h
Inkubation.
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3.4.2 Die inhibitorische Kapazitat von PAI-2
Zur Messung der inhibitorischen Kapazitat von PAI-2 gegenliber seinem natirlichen Substrat
uPA, sowie den Kallikrein-ahnlichen Peptidasen KLK2 und KLK4 wurde nach gleichem

Versuchsprotokoll verfahren wie flir PAI-1 (siehe 2.2.3 Messung der inhibitorischen Kapazitat).

3.4.2.1 Hemmversuche gegeniiber uPA
Zur Bestéatigung der inhibitorischen Aktivitat des rekombinant hergestellten Serpins PAI-2
(Aufreinigung unter nativen Bedingungen) wurde wiederum ein Testversuch mit seiner

hauptsachlichen Zielstruktur, uPA, durchgefihrt.
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Abbildung 29. Zeitkinetik der inhibitorischen Aktivitit von PAI-2 (nativ gereinigt)
gegeniiber uPA. Eingesetzt wurden 5 ug uPA und steigende Mengen an PAI-2 (0 ug, 0,15 ug,

0,3 pg, 0,6 ug, 1,5 ug).
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Abbildung 30. Maximale Hemmung der Aktivitat von uPA durch PAI-2. 1,5 ug PAI-2 bewirken
eine vollstandige Hemmung von uPA.
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Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen, dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen
1,5 ug von unter nativen Bedingungen gereinigtem PAI-2 ausreichten, um uPA effektiv in

seiner Aktivitat zu hemmen.

Unter denaturierenden Bedingungen gereinigtes und rickgefaltetes
PAI-2 verhielt sich anders. Es konnte keinerlei hemmende Wirkung auf sein natlrliches

Substrat ausiiben.
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Abbildung 31. Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-2 (denaturierend gereinigt)
gegeniiber uPA. Eingesetzt wurden 5 ug uPA und steigende Mengen an PAI-2 (0 ug, 0,9 ug, 1,8
Mg, 2,7 ug, 4,5 Ug).

Durch Zugabe steigender Mengen an PAI-2 konnte keine Hemmung von uPA erreicht werden.
uPA zeigte unter Zugabe von 0,9 ug, 1,8 ug, 2,7 ug und 4,5 ug PAI-2 weiterhin nahezu
vollstandige Aktivitat (Abbildung 31 und Abbildung 32).

Aus diesem Grund wurde fur die darauffolgenden Versuche, der Aktivitatstestung von PAI-2
gegenuber KLK2 und KLK4, mit PAI-2 gearbeitet, welches unter nativen Bedingungen

gereinigt wurde.
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Abbildung 32. Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-2 (denaturierend gereinigt)
gegeniiber uPA. 0,5 ug uPA wurden mit steigenden Mengen PAI-2 (0 ug, 0,9 ug, 1,8 ph, 2,7 ug,
4,5 ug) versetzt. Die Messung erfolgte nach 3h Inkubation.

3.4.2.2 Hemmversuche gegeniiber KLK2
Abbildung 33 und Abbildung 34 zeigen, dass PAI-2 KLK2 bis 50 % seiner Aktivitdt hemmen
konnte. Auch durch Zugabe steigender Mengen an PAI-2 konnte keine Hemmung unter 50 %

der Aktivitat erreicht werden.

90 -
- 80 A —e—KLK2 + 0 pug PAI-2
E 70

—+—KLK2 + 0,15 g PAI-2
> Hg
3 50 —=—KLK2 + 0,30 g PAI-2
N 2+ 0,60 2
N —=—KLK2 + 0, PAI-
2 20 Hg
N
o 20 —s-KLK 2 + 1,5 ug PAI-2
o
3 10
T . —o—Negativkontrolle

0 1 2 3 4
Zeit [h]

Abbildung 33. Messung der inhibitorischen Aktivitdt von PAI-2 (unter nativen Bedingungen
gereinigt) gegeniiber KLK2. 300 ng KLK2 wurden mit steigenden Mengen PAI-2 (0,15 pg, 0,30
Mg, 0,60 ug, 1,5 ug) und 0,1 mM Substrat 1-1295 versetzt. KLK2 behalt auch unter Zugabe von
1,5 yg PAI-2 eine Restaktivitat von 50 % bei.
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Abbildung 34. Maximale inhibitorische Aktivitit von PAI-2 (nativ gereinigt) gegeniiber
KLK2. 300 ng KLK2 wurden mit steigenden Mengen PAI-2 (0 ug, 0,15 ug, 0,3 ug, 0,6 pug und
1,5 ug) versetzt. Der Graph zeigt die minimale Aktivitat von KLK2 nach dreistiindiger Inkubation
mit PAI-2 und Substrat 1-1295.

3.4.2.3 Hemmversuche gegeniiber KLK4

Abbildung 35 zeigt die Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-2 gegentiber KLK4.

Die Inhibition verlauft zunachst konzentrationsabhangig (0,15 ug PAI-2 bis 1,5 ug PAI-2). Trotz

Zugabe steigender Mengen an PAI-2 wurde diese jedoch nicht unter 60 % der

Ausgangsaktivitat gesenkt (Abbildung 36).

—=—KLK4 + 0,15 ug PAI-2
—+—KLK4 + 0,30 ug PAI-2
—=—KLK4 + 0,60 ug PAI-2
—m—-KLK4 + 1,5 pg PAI-2

—o—Negativkontrolle

Fluoreszenz [arbitrary units]

Abbildung 35. Zeitabhangige Messung der inhibitorischen Aktivitat von PAI-2 (nativ
gereinigt) gegeniiber KLK4. 2,5 ng KLK4 und 0,1 mM [-1120 wurden zu 0 pg, 0,15 ug, 0,30 ug,
0,60 ug und 1,5 ug PAI-2 pipettiert und die Fluoreszenz des chromogenen Substrates tber 3 h

gemessen.
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Abbildung 36. Maximale inhibitorischen Aktivitat von PAI-2 (nativ gereinigt) gegeniiber
KLK4. 2,5 ng KLK4 wurden mit steigenden Mengen PAI-2 (0 ug, 1,5 yg, 0,3 ug, 0,6 ug und
1,5 ug) versetzt.

Alle beschriebenen Wechselwirkungen sind in Tabelle 3 noch einmal zusammengefasst
aufgefiihrt. PAI-1 zeigte sowohl gegenliber uPA, KLK2 und KLK4 gute inhibitorische Kapazitat.
Unter nativen Bedingungen gereinigtes PAI-2 zeigte gegenlber uPA gute
Hemmeigenschaften, KLK2 und KLK4 hemmte es nur um 50 % in ihrer Aktivitat. Unter
denaturierenden Bedingungen gereinigtes PAI-2 zeigte gegenldber uPA keine hemmenden

Eigenschaften. Daher wurde es nicht zu weiteren Tests verwendet.

uPA KLK2 KLK4
PAI-1 + + +
PAI-2
(nativ) + (+) ~ 50% (+) ~ 50%
nativ
PAI-2 Hemmeigenschaften gering, daher nicht weiter
(denaturierend) getestet

Tabelle 3. Zusammenfassung der inhibitorischen Kapazitat der Plasminogen-Aktivator-
Inhibitoren 1 und 2 gegeniiber den Kallikrein-dhnlichen Peptidasen 2 und 4.
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3.5 Visualisierung des kovalenten Komplexes aus PAI-1 und KLK4

In den vorangegangenen Aktivitatstestungen konnte nachgewiesen werden, dass PAI-1
sowohl KLK2 als auch KLK4 inhibieren kann. Der Hemmmechanismus von Serpinen mit ihren
Zielproteasen verlauft typischerweise unter Ausbildung eines kovalenten Komplexes zwischen
Enzym und Inhibitor, welcher SDS- und hitzestabil ist und sich daher gelelektrophoretisch
nachweisen lasst. In den vorangegangenen Versuchen wurde die kleinstmogliche
Konzentration von PAI-1 und KLK4 bestimmt, die mittels Coomassie- bzw. Silberfarbung noch
sichtbar gemacht werden kann. Ziel der folgenden Arbeitsschritte war es, den kovalenten
Komplex mittels Coomassie-gefarbtem beziehungsweise Silber-gefarbtem PAA-Gel sowie
Western Blot zu visualisieren und damit die Ergebnisse der Aktivitatstestungen zu bestatigen.
Als exemplarisches Beispiel erfolgten die visuellen Nachweise des Komplexes aus PAI-1 und
KLK4.

Abbildung 37 zeigt das Coomassie-gefarbte Polyacrylamid-Gel, auf das PAI-1 und KLK4 in
verschiedenen Massen-Verhaltnissen zueinander (10:1, 12:1, 23:1, 48:1) aufgetragen wurden.
Unabhangig vom Verhaltnis PAI-1:KLK4 konnte der Komplex aus PAI-1 (~48 kDa) und KLK4
(~27 kDa) als Summe der jeweiligen Molekulargewichte als Bande bei ~70 kDa nachgewiesen
werden (Abbildung 37). Aufgrund der geringen Bandenintensitat in der Coomassie-Farbung
wurde ein SDS-PAGE-Gel mit identischem Versuchsansatz mit Silber angefarbt (Abbildung
38).

PAI-1 PAI-1
+ +
KLK KLK
4 4

[kDa] 23:1 1221 M 48:1 10:1 PAI-1 KLK4

100 —
e <—— PAI-1 +KLK 4
gg — -— — < PAI
< PAI-1 als Substrat (*)

Abbildung 37. Polyacrylamidgel der Komplexbildung von PAI-1 + KLK4.

Polyacrylamidgel (Coomassie-Farbung). Links: PAI-1 und KLK4 im Verhaltnis 23:1 und 12:1.
M: Marker. Rechts: PAI-1 und KLK4 im Verhaltnis 48:1 und 10:1. Bei Erhdhung des Verhaltnisses
PAI-1: KLK4 kommt es zur Ausbildung einer Doppelbande (*).
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Abbildung 38. Silber-gefarbtes Gel der Komplexbildung aus PAI-1 und KLK4. In den rechten
Taschen sind jeweils PAI-1 und KLK4 einzeln aufgetragen. Die beiden linken Taschen zeigten
PAI-1 und KLK4 im Verhaltnis 23:1, bzw. 12:1 zueinander, die dritte Tasche den Marker, in der
4. und 5. Tasche wurde PAI-1 zu KLK4 im Verhéltnis 48:1 bzw. 10:1 eingesetzt. Es kdnnen
sowohl die Banden der einzelnen Reaktionspartner PAI-1 und KLK4 als auch des gebildeten
Komplexes der beiden visuell nachgewiesen werden. Bei Erhdhung des Verhaltnisses PAI-1:
KLK4 kommt es zur Ausbildung einer Doppelbande (*).

Trotz Inkubation von PAI-1 mit steigenden Mengen KLK4 konnte keine breitere Komplexbande
erzeugt werden. Die KLK4-Bande nimmt an Intensitat zu, wobei sich an der PAI-1-Bande die

Ausbildung einer Doppelkontur beobachten lasst.

Als sensitivste Nachweismethode wurde schliel3lich noch eine Western Blot-Analyse
durchgefuhrt (Abbildung 39). Hierbei wurde neben einem KLK4-Antikorper ein Antikdrper

gegen den His-Tag von PAI-1 verwendet.
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Abbildung 39. Western Blot der Komplexbildung aus PAI-1 und KLK4. Links: Marker,
2. Tasche: PAI-1 und KLK4 im Verhaltnis 10:1. Rechts KLK4 und PAI-1 als Referenz. KLK4-AK:
Fa. Novus Biologicals rab 587 (1:500), PAI-1-AK: Fa. Qiagen, ID 34660 (1:1000).

In allen 3 Nachweismethoden konnten sowohl die einzelnen Reaktionspartner (PAI-1:
~48 kDa, KLK4: ~27 kDa) als auch eine neue MW-Bande bei 70 kDa nachgewiesen werden.
Geht man davon aus, dass unter Reaktion von Serinprotease und Serinproteaseinhibitor ein
1:1-Komplex gebildet wird, entspricht diese Bande als Summe der Molekulargewichte der

einzelnen Reaktionspartner, dem erwarteten Serinprotease-Serpin-Komplex.
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4 Diskussion

Proteolytische Netzwerke wie das Plasminogenaktivator-System und das der Kallikrein-
ahnlichen Peptidasen spielen in vielen physiologischen Prozessen eine zentrale Rolle und
bedirfen einer strikten Regulation. Abnorme oder fehlerhafte Regulation der Aktivitat der
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen kann zu pathologischen Prozessen und Ausbildung von
Krankheitsbildern wie arterieller Hypertonie, Nierenfunktionsstérungen, Hauterkrankungen,
neurodegenerativen Erkrankungen und Tumorerkrankungen flihren, um nur einige klinisch
relevante Beispiele zu nennen. Eine Vielzahl an Tumorerkrankungen ist mit einer abnormen
KLK-Expression vergesellschaftet, was die Kallikrein-ahnlichen Peptidasen zu attraktiven
potenziellen Tumormarkern, Wegweisern in der Diagnosestellung und Prognoseabschatzung
maligner Erkrankungen, sowie mdglichen Therapiezielen macht (Sotiropoulou et al. 2009).
Daher kommt der Erforschung der mdglichen Regulationsmechanismen beider Systeme,
sowie der Systeme untereinander und der Ableitung moglicher pharmakologischer

Therapiestrategien eine gro3e Bedeutung zu.

Die grundlegende Regulierung Kallikrein-ahnlicher Peptidasen beginnt bei der Steuerung der
Genexpression. Einen weiteren Kontrollmechanismus stellt die Tatsache dar, dass Kallikrein-
ahnliche Proteasen zunachst als inaktive Zymogene exprimiert werden. Auf dritter Ebene wird
die Aktivitat der Proteasen durch endogene Inhibitoren reguliert (Krowarsch et al. 2003). In
einer Vielzahl an Studien der vergangenen Jahre konnten einige endogene Inhibitoren
Kallikrein-ahnlicher Peptidasen ausgemacht werden. Zudem werden zunehmend spezifische
synthetische Inhibitoren der einzelnen KLKs entwickelt. Hierbei stellt die Tatsache, dass die
Familie der Kallikrein-ahnlichen Peptidasen ein grofes, ineinander verwobenes katalytisches
Netzwerk bildet, eine groRe Herausforderung in der Entwicklung von spezifischen Inhibitoren
einzelner KLKs dar (Swedberg et al. 2009). Die endogenen Inhibitoren reichen von Metall-
lonen bis zu Proteinen unterschiedlicher molekularer GroRe. Zu den Protein-Inhibitoren
gehoéren a, -Makroglobulin, nicht-kanonische Inhibitoren, kanonische Inhibitoren und Serpine
(Goettig et al. 2010; Krowarsch et al. 2003). Die Interaktion nicht-kanonischer und kanonischer
Inhibitoren mit Kallikrein-ahnlichen Peptidasen ist bereits gut untersucht, wobei Uber die
Hemmung durch Serpine bisher noch wenig bekannt ist. Bestens beforscht ist jedoch der
hemmende Einfluss von Serpinen auf viele Proteasen von hoher tumorbiologischer
Bedeutung, wie zum Beispiel uPA. PAI-1 und -2 sind die hauptsachlichen Inhibitoren von uPA.
Kallikrein-ahnliche Peptidasen gehéren wie uPA zu den trypsin-ahnlichen Serinproteasen. Ziel
der vorliegenden Arbeit war die Klarung der Frage, ob PAI-1 und -2 eventuell neben uPA auch

andere Serinproteasen wie KLK2 und KLK4 hemmen kénnen.
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Zur Expression rekombinanter Proteine eignen sich Bakterien-, Hefe-, Insekten- oder
Saugetierzellen. Fir die Produktion der rekombinanten Proteine PAI-1 und PAI-2 wurde ein
bakterielles E. coli-Expressionssystem genutzt. Die ektope Genexpression in Prokaryonten ist
eine schnelle und kostengtlinstige Methode PAI-1 und -2 in groRer Menge zu synthetisieren
(Arroyo De Prada et al. 2002). In Bezug auf die Proteinausbeute erwies sich in der
vorliegenden Arbeit das E. coli-Expressionssystem sowohl fiir PAI-1 als auch flr PAI-2 als
geeignet: In beiden Fallen konnte eine gute Proteinausbeute erzielt werden. Dies entspricht
den Ergebnissen aus zahlreichen vorherigen Studien zur Wahl des idealen
Expressionssystems fir PAI-1 und PAI-2 (Zhou et al. 1997). Die Art des Expressionssystems
kann einen grofen Einfluss auf die Qualitat und Quantitat der rekombinanten Proteine haben
(Vallejo and Rinas 2004). Das E.coli-Genexpressionssystem birgt Nachteile und Probleme, die
zur Synthese inaktiver Proteine bzw. Protasen und der Ausbildung von inclusion bodies fuhren
kénnen (Gellissen 2005; Vallejo and Rinas 2004). Die rekombinanten Proteine kénnen zwar
in groBer Menge synthetisiert werden, zeigen jedoch in manchen Fallen keine inhibitorische
Aktivitat. Die Ursachen hierfur sind vielfaltig. Prokaryoten fehlen beispielsweise geeignete
Mechanismen zur posttranslationalen Modifikation. Die rekombinanten Proteine werden durch
E. coli in nicht-glykosylierter Form exprimiert. Dies kann zu Beeintrachtigungen der Funktion
der rekombinanten Proteine fihren. Auf die inhibitorische Aktivitat von PAI-1 und -2 hat die
fehlende Glykosylierung jedoch keinen Einfluss, wie frihere Studien zeigen konnten (Arroyo
De Prada et al. 2002; Lawrence et al. 1989). Neben prokaryotischen Expressionssystemen
gibt es eukaryotische Genexpressionssysteme wie Hefen oder Saugetierzellen. In der
Produktion rekombinanter Proteine durch Saugetierzellen finden diese posttranslationalen
Modifikationen, wie Glykosylierung, statt. Studien haben gezeigt, dass PAI-1 nach Expression
Uber eukaryotische Zelllinien grofRtenteils in latenter, inaktiver Form vorliegt. Fur viele Proteine
entspricht die native, aktive Form der energetisch glinstigsten und somit stabilsten Form
(Anfinsen 1973; Lee and Im 2003). Dies gilt allerdings nicht flr PAI-1, welches in seiner
nativen, aktiven Form, in der es das RCL exponiert, durch Fehlen von Disulfidbriicken
metastabil (Vousden et al. 2019) ist. Obwohl die Familie der Serpine eine ahnliche
gemeinsame Tertiarstruktur teilt (siehe 1.2 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) 1 und 2), ist
die Konformationsinstabilitat von PAI-1 unter den Serpinen einzigartig. Mit einer Halbwertszeit
von etwa 2 Stunden (unter physiologischen Bedingungen bei 37° C) geht es durch Insertion
des RCL als zusatzliches 3-Faltblatt in die zentrale R-Faltblattstruktur in einen energetisch
gunstigeren, jedoch inaktiven, latenten Zustand uber (Lee and Im 2003). Dieser Vorgang
ahnelt dem der konstitutionellen Anderungen des Serpins bei Reaktion mit seiner Ziel-
Protease. Die physiologische Funktion des Ubergangs in die latente Form ist bisweilen noch
nicht geklart, mutmaRlich dient es dem Schutz vor Uberschieender anti-fibrinolytischer

Aktivitat von PAI-1 (Jensen et al. 2011; Stoop et al. 2001). Die spontane Konversion in die
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inaktive Form kann in in vivo und in vitro Untersuchungen von PAI-1 eine Herausforderung
darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der Inhibitionstests die inhibitorische
Aktivitat von PAI-1 gegentber uPA, KLK2 und KLK4 sowohl sofort nach Zugabe als auch nach
vorheriger 3-stindiger Inkubation bei Raumtemperatur gemessen. Die Vorinkubation fur 3
Stunden hatte keinen Einfluss auf die inhibitorische Kapazitat von PAI-1 (Daten nicht gezeigt).
1995 wurde im Rahmen von Mutationsanalysen eine PAI-1 Quadrupel-Mutante beschrieben,
welche bei 37°C 70-fach langsamer in den latenten Zustand konvertiert, als WT-PAI-1
(Berkenpas et al. 1995). Zudem zeigte die Mutante eine deutlich héhere thermodynamische
Stabilitat. Die inhibitorische Aktivitat gegentber tPA zeigte sich jedoch deutlich herabgesetzt
(Sharp et al. 1999), was die Mutante zu weiteren Inhibitionstests unattraktiv macht.
Kristallstrukturanalysen der Mutante konnten zeigen, dass die erschwerte Insertion des RCL
fur die herabgesetzte inhibitorische Aktivitat ursachlich ist (Sharp et al. 1999). Die Erkenntnis,
dass die Stabilitat von PAI-1 durch Mutagenese positiv beeinflusst werden kann, wurde dann
fur die gezielte Herstellung weiterer Mutanten genutzt. So zeigten beispielsweise Stoop et al
(2001), dass die Mutation von insgesamt 11 Aminosauren die Halbwertszeit von PAI-1 um das
245-fache verlangern kann, ohne die inhibitorische Aktivitat gegenlber tPA zu beeinflussen
(Stoop et al. 2001). So kénnte in weiterfihrenden Studien die Verwendung von stabilisierten
Mutanten von PAI-1 eine Ldsung sein, um den erschwerenden Faktor des Ubergangs in den

latenten Zustand zeitlich hinauszuzogern.

Andere Serpine konvertieren nur unter denaturierenden, nicht unter physiologischen
Bedingungen in ihre latente Form (Lee and Im 2003). Durch Denaturierung und Ruckfaltung
kénnen Serpine andererseits zumindest teilweise aus ihrem latenten Zustand in die aktive
Form rickgefihrt werden. Nicht selten flhrt die Denaturierung von Serpinen zu unldslichen,
biologisch inaktiven Einschlusskérperchen, den sogenannten inclusion bodies. In der
vorliegenden Arbeit gelang es mit den gewahlten Methoden nicht, oder nur zu einem geringen
Teil, PAI-2, welches denaturierend gereinigt wurde, in seine aktive Form riickzufalten. Durch
E. coli konnte eine gute Proteinausbeute erzielt und durch chromatographische Reinigung
unter denaturierenden Bedingungen nahezu reines PAI-2 gewonnen werden. Nach dem
Versuch der Ruckfaltung zeigte es sich seinem physiologischen Substrat uPA gegeniber
jedoch inhibitorisch inaktiv. Die mogliche Hemmwirkung gegenlber den Kallikrein-ahnlichen

Peptidasen konnte daher nicht untersucht werden.

Fir PAI-2 wurde die Ausbildung von inclusion bodies in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben (Zhang et al. 1998; Zhou et al. 1997). Neben den offensichtlichen Nachteilen birgt
die Bildung von inclusion bodies auch potenzielle Vorteile. So enthalten die
Einschlusskorperchen haufig ausschliellich rekombinantes Protein, da nur Molekdule gleicher
oder nah verwandter Proteine zu inclusion bodies aggregieren und diese Aggregate wiederum

als Trigger fir die Anlagerung weiterer Molekule gleicher oder nah verwandter Natur fungieren
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(Singh et al. 2015). Dies kann die nachfolgende Proteinreinigung erleichtern und
beschleunigen. Der aggregierte Zustand bietet zudem einen gewissen Schutz vor
proteolytischem Abbau (Vallejo and Rinas 2004). Lee und Im konnten 2003 zeigen, dass
durch Verlangerung der Inkubationszeit PAI-1 (berexprimierender E. coli-Zellen, sowohl die
Menge an exprimiertem PAI-1, als auch die Menge von PAI-1 in inclusion bodies stieg (Lee
and Im 2003). Durch verschiedene Mallhahmen lasst sich das Risiko der Ausbildung von
inclusion bodies senken: Erniedrigung der Inkubationstemperatur, Expression des
rekombinanten Proteins mit einem Fusionsprotein, das die Loéslichkeit des rekombinanten
Proteins erhoht, Expression des Proteins ins Periplasma und Koexpression von
Faltungshelferproteinen (Chaperone) (Strandberg and Enfors 1991). Kommt es dennoch zur
Ausbildung von inclusion bodies, gibt es in der aktuellen Literatur zahlreiche
Herangehensweisen diese wieder in LOsung zu bringen und zu aktiven Proteinen riickzufalten
(Singh et al. 2015). Im und Yu verdffentlichten im Jahr 2000 eine Arbeit, in der sie inaktives
PAI-1 aus inclusion bodies in die aktive Form rickfuhrten. In friiheren Studien wurden ahnliche
Protokolle zur Ruckfaltung inaktiver rekombinanter Serpine, wie as-Antitrypsin und as-
Antichymotrypsin, aus inclusion bodies vorgestellt (Im and Yu 2000; Kwon et al. 1995). Die
Wiederherstellung aktiver, I8slicher rekombinanter Proteine ist aufwendig. Zunachst werden
die inclusion bodies nach Zellaufschluss durch Zentrifugation aus der Wirtszelle isoliert. Durch
denaturierende Agenzien werden die wasserunloslichen Aggregate dann in Losung gebracht,
durch Dialyse renaturiert und schlieBlich gereinigt (Singh et al. 2015). Lange Zeit gelang die
Renaturierung nur unzufriedenstellend. Erst mit dem Verstandnis der strukturellen und
funktionellen Eigenschaften der in inclusion bodies aggregierten Proteine gelang deren
Denaturierung, Riickfaltung und Reinigung (Singh et al. 2015). So zeigten Studien, dass die
Formation von inclusion bodies keinesfalls ein statischer, sondern vielmehr ein dynamischer
Prozess ist. Die inclusion bodies kdnnen reversibel zerfallen und spontan in ihre native Form
zurlckfalten. Letztlich handelt es sich um einen stetigen Auf- und Abbau der
Einschlusskorperchen, wobei sich ein dynamisches Gleichgewicht aus aggregierten und in
Lésung befindlichen Protein-Molekllen einstellt, die sowohl in ungefalteter, partiell gefalteter
oder sogar nativer Form vorliegen kdnnen. Aggressive Denaturierung durch chaotrope
Substanzen kann eine Zerstérung der Sekundarstruktur der in nativer Form vorliegenden
Proteine und deren neuerliche Aggregation im Zuge der Ruckfaltung zur Folge haben. Daher
mussen die unterschiedlichen Proteinzustéande in den weiteren Schritten der Proteinreinigung
aus inclusion bodies bericksichtigt werden. Es wird empfohlen unter nicht-denaturierenden
Bedingungen zu arbeiten, um so die Tertiarstruktur der in nativer Form vorliegenden Proteine
zu erhalten und auf eine Rickfaltung verzichten zu kénnen. Die in partiell gefalteter Form
vorliegenden Proteine kénnen durch milde Ldsungsmittel in partiell gefaltetem Zustand

gehalten werden, sodass zur Ruckfaltung keine vollstandige Denaturierung nétig wird und
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damit die Gefahr der Aggregation wahrend der Rickfaltung minimiert wird (Peternel and Komel
2010). Auch die Methode des Zellaufschlusses scheint einen Einfluss auf die Isolation von
inclusion bodies aus E.coli-Zellen zu haben, hierbei sind chemische Methoden mechanischen
Methoden Uberlegen (Wang 2009). Des Weiteren wird empfohlen inclusion bodies nach der
Isolation aus der Wirtszelle von Verunreinigungen wie RNA-Resten und Proteinen der
Wirtszelle zu reinigen, um so die Stdrungsrate durch Verunreinigungen wahrend der

Ruckfaltung gering zu halten (Singh et al. 2015).

Die Rickfaltung der aus den inclusion bodies wieder in Lésung gebrachten Proteinen wird
klassischer Weise durch Dilution und Dialyse des Proteins in einem Ruckfaltungspuffer
durchgefiihrt. Diese Methode erzielt, der Aggregation der Proteine im Rahmen der Rickfaltung
geschuldet, jedoch meist nur eine geringe Ausbeute an aktivem Protein. Daher wird der
Erarbeitung alternativer Riickfaltungsmethoden in den letzten Jahren erhéhte Aufmerksamkeit
geschenkt (Lanckriet and Middelberg 2004; Machold et al. 2005; Patra et al. 2000). Eine
Moglichkeit stellt das sogenannte on column refolding dar. Verschiedene Chromatographie-
Methoden (GroRenausschluss-, lonenaustausch- und Affinitdtschromatographie) kommen
hierbei zur Anwendung und bieten je nach Verfahren spezifische Vorteile (Singh et al. 2015).
Durch Groflenausschluss-Chromatographie kann das Gesamtprotein der inclusion bodies
nach gefaltetem, fehlgefaltetem und aggregiertem Zustand getrennt werden. Durch die
Immobilisation der Proteine auf dem Tragermaterial der Saule lassen sich Wechselwirkungen
untereinander und somit neuerliche Aggregationen vermeiden. Des Weiteren kann die
Ruckfaltung mit Reinigungsschritten kombiniert werden, wodurch die Anzahl der
Gesamtarbeitsschritte reduziert werden kann. Eine weitere neue Mdglichkeit besteht in der
Ruckfaltung durch die Verwendung mikrofluidischer Chips, die sich insbesondere bei der
problembehafteten Rickfaltung schwer faltbarer Proteine bewahrt hat. Bei diesem Verfahren
kann die Konzentration des Denaturierungsmittels durch verwirbelungsfreie Stromung durch
die Mikrokanale eines Mikrochips feingesteuert werden, wodurch das Auftreten von
Aggregationen und fehlgefalteten Proteinen minimiert, der Faltungsprozess optimiert werden
kann (Yamaguchi et al. 2010).

Eine weitere Ursache flr die fehlende inhibitorische Aktivitdt von PAI-2 nach Expression via
E. coli und denaturierender Reinigung ist denkbar. Bei der Rickfaltung eines denaturierten
Proteins in seine native Form bildet sich immer die energetisch glinstigste Konformation aus.
Entspricht die energetisch gunstigste Form jedoch nicht der aktiven Form, so bleibt das
renaturierte Protein trotz korrekter Ruckfaltung inhibitorisch inaktiv. Wahrend der
Proteinbiosynthese unter physiologischen Bedingungen kann die Proteinfaltung noch wahrend
der Biosynthese beginnen. Unter Umstanden wird so also die energetisch gunstigste Form

unter physiologischen Bedingungen nicht erzielt, weil der N-Terminus bereits gefaltet wird,
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wahrend er C-Terminus noch nicht produziert ist. Die native und somit inhibitorisch aktive Form

entspricht also nicht immer der energetisch ginstigsten.

Einen wichtigen Beitrag zur korrekten Proteinfaltung leisten die Faltungshelferproteine
(Chaperone). Diese treten mit aggregationsanfalligen Proteinen in Wechselwirkung und
katalysieren die korrekte Faltung des Proteins, ohne Teil der Proteinstruktur zu werden.
Studien haben gezeigt, dass bei fehlenden Chaperonen im Zytosol die Aggregation
rekombinanter Proteine zu inclusion bodies steigt (Singh et al. 2015). So wurden von
verschiedenen Arbeitsgruppen Strategien erarbeitet, die sich die Vorteile der
Proteinfaltungskatalysatoren zu Nutze machen. Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass der
Einsatz von Chaperonen im Ruckfaltungsprozess rekombinanter Proteine zu einer hdheren
Erfolgsrate fuhren (Altamirano et al. 1997; Dong et al. 2000). Zur Proteinriickgewinnung und
-rickfaltung aus inclusion bodies gibt es kein universales Rezept. Die ideale Methode muss
fur jedes Protein individuell erarbeitet werden. In der ektopen Genexpression von PAI-2 durch
E. coli ist die Bildung von inclusion bodies beschreiben. In der vorliegenden Arbeit gelang
allerdings die Rickfaltung des Proteins durch die beschriebenen konventionellen Methoden

nicht.

Mit der Aufreinigung von PAI-2 unter nativen Bedingungen verhielt es sich anders als unter
denaturierenden Bedingungen. Es konnte nur eine geringe Proteinausbeute erzielt werden.
Die Reinigung der His-tagged Serpine erfolgt mittels Affinitdtschromatographie. His-Tags
kénnen N- und C-terminal an rekombinante Proteine fusioniert werden. Eine Erklarung fir die
niedrigere Proteinausbeute bei Reinigung von PAI-2 unter nativen Bedingungen kann eine
mdglicherweise schlechte Zuganglichkeit des N-Terminus, der den His-Tag tragt, sein. Durch
Konformationséanderungen des Proteins kann es dazu kommen, dass der Tag so in die
Tertiarstruktur des Proteins eingebettet wird, dass dieser nicht mehr zur Bindung an die Nickel-
lonen der Chromatographiesaule zuganglich ist. Ein weiterer Faktor, der die Bindungsaffinitat
des His-Tags an die Metallionen der Chromatographie-Saule beeinflussen kann, ist die Puffer-
Zusammensetzung. Hierbei spielen die Imidazol-Konzentration und der pH-Wert die grofite
Rolle. Eine zu hohe Imidazol-Konzentration in den Puffern, die vor der Elution verwendet
werden, kann durch die Konkurrenz des Imidazols um die Metallionen-Bindungsstellen zur
mangelnden Bindung des his-tagged Proteins an die Zi**-lonen der Saule flihren. In der
vorliegenden Arbeit wurde Aquilibrierungspuffer ohne Imidazol und Waschpuffer mit 20mM
Imidazol verwendet. Je nach zu reinigendem Protein kann die optimale Imidazol-Konzentration
variieren, so kénnten in weiterfihrenden Untersuchungen mit PAI-2 Versuchsreihen mit
niedrigeren Imidazol-Konzentrationen ausgetestet werden. Ein zu niedriger pH-Wert kann,
durch Protonierung der Histidin-Seitenkette, die Bindungsféhigkeit des His-Tags an die
Metallionen der Chromatographiesaule ebenso negativ beeinflussen (Bornhorst and Falke

2000). Dabei gilt es zu beachten, dass Imidazol den pH-Wert des Puffers ebenso senken kann,
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es empfiehlt sich eine Kontrolle und gegebenenfalls Neueinstellung des pHs nach Imidazol-

Zugabe.

Insgesamt scheint die Theorie des verborgenen His-Tags als Ursache flr die mangelnde
Bindung des his-tagged Proteins an die Chromatographiesaule die Wahrscheinlichste zu sein.
Diese wird dadurch gestitzt, dass die denaturierende Reinigung, bei der die Quartar- und
Tertiarstruktur durch die denaturierenden Substanzen aufgebrochen wird und somit der His-
Tag frei zuganglich sein muss, problemlos funktionierte. Um auf die Vorteile der Reinigung
unter nativen Bedingungen nicht verzichten zu missen, kann alternativ eine Linker-Sequenz
zwischen His-Tag und Fusionsprotein geschaltet werden, um so den Abstand des Tags zum
Protein zu vergréRern und somit die potentielle Gefahr der Einbettung des Tags in die

Tertiarstruktur des Proteins zu reduzieren (Chen et al. 2013).

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass His-Tags aufgrund ihrer vergleichsweise kleinen
Grole (~2,5 kDa) und ihrer raumlichen Entfernung zum aktiven Zentrums der Protease, weder
einen Einfluss auf die Struktur noch die Funktion des Proteins haben, an welches sie
angeheftet werden (Aslantas and Surmeli 2019; Booth et al. 2018). Diese Annahme wurde
aber durch mehrere Studien widerlegt. So zeigten Aslantas et al. (2019), dass die Wahl des
Terminus, an welches das His-Tag geheftet wird, einen Einfluss sowohl auf die Struktur, das
aktive Zentrum und somit auch die Funktion von CYP119 hat. CYP119 ist ein Mitglied der
Cytochrom-P450-Familie. CYP119, welches am N-Terminus mit einem His-Tag versehen
wurde (N-His-CYP119), zeigte sowohl eine hohere Stabilitat als auch eine hdhere
enzymatische Aktivitdt im Vergleich zu C-His-CYP119. Durch den Einfluss auf die
Proteinstruktur wird auch die Ldslichkeit des Proteins beeinflusst. Eine Studie von Woestenenk
et al. (2004) zeigte, dass durch die Anheftung von Histidin-Resten die Lo&slichkeit von
insgesamt 20 humanen Proteinen negativ beeinflusst wurde, wobei die Positionierung am
N-Terminus einen geringeren negativen Effekt zur Folge hatte als am C-Terminus
(Woestenenk et al. 2004).

Einige in vitro und in vivo Studien konnten bisher zeigen, dass exogenes PAI-2 zielgerichtet
gegen uPA eingesetzt werden kann (Cochran et al. 2009). In diesen Studien wurde PAI-2
ebenso mittels eines E. coli-Expressionssystems produziert und anschlieRend sowohl unter
nativen als auch denaturierenden Bedingungen gereinigt und bezuglich der Aktivitat
miteinander verglichen. Auch hier wird empfohlen die Reinigung unter nativen Bedingungen
mittels His-Tag-Affinitatschromatographie durchzufihren und von Denaturierung und
Rulckfaltung abzusehen, um Funktionsverluste der Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren zu
vermeiden (Cochran et al. 2009). Von lonenaustauschchromatographie beispielsweise wird
aufgrund der Notwendigkeit starker pH-Absenkung abgeraten. Flr His-getaggtes PAI-2 konnte

gezeigt werden, dass der Polyhistidinrest keinen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitat
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gegenuber PAI-2 hat (Cochran et al. 2009). Was jedoch als Problem beschrieben wurde ist,
dass rekombinantes Wildtyp-PAlI-2 zwischen den a-Helices C und D eine intrahelikale Schleife,
den sogenannten CD-loop, aufweist. Diese Schleife ist in E. coli-Expressionssystemen leicht
zur Spaltung zuganglich, weswegen es zur Bildung von zwei PAI-2 Fragmenten kommen kann.
Diese bewahren zwar ihre inhibitorische Aktivitat, allerdings bedirfen sie zusatzlichen
Reinigungsschritten (Cochran et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass PAI-2 ohne CD-
loop (PAI-2 ACD-loop) weniger problembehaftet gereinigt werden kann und trotzdem volle
inhibitorische Aktivitat gegentiber uPA aufweist (Cochran et al. 2009). Abgesehen davon, dass
der PAI-2 ACD-loop, welcher 23 Aminosauren kirzer ist als WT-PAI-2, leichter zu exprimieren
und zu reinigen ist, kdnnte es auch pharmakokinetisch glnstiger als WT-PAI-2 sein, da die
Proteinaufnahme durch Tumoren mit sinkender Proteingrof3e steigt (Cochran et al. 2009).
Ansatze fur weiterfiihrende Studien kénnten also die Optimierung des Reinigungsprotokolls

von WT-PAI-2 auf der einen Seite, oder der Versuch des Einsatzes von PAI-2 ACD-loop sein.

Die Regulation Kallikrein-ahnlicher Peptidasen durch endogene Inhibitoren, wie Metallionen
und Protein-Inhibitoren vom kanonischen und nicht-kanonischen Typ wurde in den
vergangenen Jahren bereits gut untersucht. Uber den Einfluss von Serpinen auf die Aktivitat
Kallikrein-8hnlicher Peptidasen ist weitaus weniger bekannt. In dieser Arbeit wurde die
inhibitorische Wirkung von PAI-1 und PAI-2 an seinem physiologischen Substrat uPA, sowie
den Kallikrein-ahnlichen Peptidasen 2 und 4 untersucht. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass auch Serpine an der Inhibierung von Kallikrein-dhnlichen Peptidasen beteiligt sein
kénnen. Im Falle von PAI-1 zeigte sich eine lineare Hemmkurve gegentber uPA, KLK2 und
KLK4. Die inhibitorische Kapazitat blieb wie erwartet nach Denaturierung und Rickfaltung
erhalten. Serpine sind sogenannte Suizid-Inhibitoren (Oley 2006). Sie prasentieren dem zu
hemmenden Enzym eine Schleife, das sogenannte reactive center loop (RCL), welche die
Proteolyseregion von Serinproteasen imitiert, als Pseudo-Substrat. Die Aminosauresequenz
des Pseudosubstrates bestimmt die Proteasespezifitat. Die Spaltung des reactive center loop
des Serpins durch die Protease hat gravierende Konformationsanderungen im Enzym zufolge,
was zu einer Deformation und damit Inaktivierung des Enzyms flhrt (Oley 2006). Es kommt
zunachst zu Ausbildung eines nicht kovalenten, reversiblen Michaelis-Komplexes. Durch
proteolytischen Angriff des Enzyms auf das RCL des Serpins dann zur Ausbildung eines
intermediaren Acyl-Enzym-Komplexes, dessen Hydrolyse sehr langsam vonstattengeht und
das Enzym somit in seinem inaktiven Zustand in einem stabilen 1:1-Komplex mit dem Inhibitor
gefangen bleibt (Andreasen et al. 1997; Lindahl et al. 1990). Durch Einlagerung des RCL in
das 3-Faltblatt wird das katalytische Zentrum der Protease irreversibel deformiert (Vousden et
al. 2019). Durch den so gebildeten stabilen Komplex wird sowohl die Zielprotease in ihrer

Aktivitat gehemmt als auch das Serpin inaktiviert. Serpin/Serinprotease-Komplexe sind SDS-
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und hitzestabil (Arroyo De Prada et al. 2002) und kénnen mittels Western-Blot nachgewiesen

werden (Oley 2006). Der Inhibitionsmechanismus von PAI-1 ist in Abbildung 40 dargestellt.

Protease

RCL
ﬁ T
"t L)
Nicht kovalenter kovalenter
reversibler irreversibler
Michaelis-Komplex Komplex

Abbildung 40. Inhibitionsmechanismus von PAI-1. PAI-1 (grau) prasentiert der Protease
(magenta) das reactive center loop (RCL). Im ersten Schritt kommt es zur Ausbildung eines nicht
kovalenten, reversiblen Michaelis-Komplexes. Durch Einlagerung des RCL in das B-Faltblatt (rot)
wird die komplexierte Protease zum entgegengesetzten Pol von PAI-1 katapultiert. Modifiziert aus
Vousden et al. 2019.

In einer 2006 verdffentlichten Studie von Luo und Jiang wurden ausgewahlte Serpine, darunter
PAI-1, auf ihre Hemmeigenschaften gegentiber den Kallikrein-ahnlichen Peptidasen 5, 7, 8,
11, 12, 13 und 14 untersucht: Protein C-Inhibitor (PCl bzw. PAI-3) ist der physiologische
Inhibitor von KLK2 und KLK3 (PSA) in der Samenflussigkeit (Luo and Jiang 2006; Pampalakis
and Sotiropoulou 2007). Ebenso konnte inhibitorische Kapazitat gegeniiber den KLKs 5, 7, 8
und 12-14 nachgewiesen werden (Luo and Jiang 2006). a1-Antitrypsin vermag KLK4 zu
komplexieren und damit zu inhibieren (Goettig et al. 2010). Antithrombin 1ll, gréf3ter Inhibitor
von Thrombin und anderen Gerinnungsfaktoren, vermag auch KLK2 zu hemmen, ebenso wie
a2-Antiplasmin, welches zudem auch KLK4 inhibieren kann. Proteinase Inhibitor 6 (PI-6) ist
ein weiterer potenter endogener Inhibitor von KLK2. PAI-1 zeigte gegenlber den KLKs 11, 12

und 14 keine inhibitorische Kapazitat und KLK8 vermochte es nur zu 50 % zu hemmen.
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Gegenuber KLK5, 7 und 13 zeigte es jedoch gute Hemmeigenschaften (Luo and Jiang 2006).
Mikolajczyk et al. beschrieben 1998 die Komplexbildung von KLK2 mit PAI-1. Durch die
Bindung von KLK2 durch PAI-1 wird die Inaktivierung von uPA durch PAI-1 verhindert,

wodurch die uPA-vermittelte Tumorprogression beglnstigt wird (Mikolajczyk et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde der aus PAI-1 und KLK4 gebildete Komplex exemplarisch
mittels Coomassie- und Silber-Gel sowie Western Blot visualisiert. Trotz Erhéhung des
Verhaltnisses von eingesetztem KLK4 zu PAI-1 konnte ab einem gewissen Punkt keine
breitere Komplexbande erzeugt werden. Vielmehr bildete sich bei hdheren eingesetzten
Mengen an KLK4 auf der PAI-1-Bande (~48 kDa) eine MW-Doppelbande aus. Dies kénnte ein
Hinweis darauf sein, dass der eigentliche Inhibitor PAI-1 zu einem gewissen Grad von KLK4
als Substrat erkannt und gespalten wird. Mikolajczyk et al. stellten in einer 1999
veroffentlichten Studie die These auf, dass im Falle von KLK2 PAI-1 sowohl als Substrat als
auch als Inhibitor wirkt. Durch Aktivitatstests, in denen das Serpin PAI-1 in 8-fach molarem
Uberschuss gegeniiber KLK2 eingesetzt wurde, konnte eine rasche Inhibition von KLK2 durch
PAI-1 nachgewiesen werden. In Vortests wurde hierbei beobachtet, dass zur vollstandigen
Inhibition von KLK2 durch PAI-1 ein molarer Uberschuss von PAI-1:KLK2 von mindestens 8:1
notwendig ist. Dies stand in Kontrast zu den weiteren untersuchten Wechselwirkungen
zwischen KLK2/a1-Antichymotrypsin (ACT) und KLK2/Protein C Inhibitor (PCI bzw. PAI-3).
Diese vermochten KLK2 ebenso zu hemmen, wobei hier das Verhaltnis Inhibitor:KLK2 von 2:1
zur vollstandigen Hemmung ausreichten. So wurde vermutet, dass dieser Uberschuss
notwendig ist, weil PAI-1 durch KLK2 zumindest teilweise inaktiviert wird. Diese Hypothese
wurde in N-terminalen Sequenzanalysen der inkubierten Proben bestatigt. Es zeigte sich, dass
ein 8-fach molarer Uberschuss an PAI-1 gegeniiber KLK2 nétig ist: 1 Mol bildet hierbei den
kovalenten Komplex mit PAI-1, was zur Inaktivierung von KLK2 und PAI-1 flhrt, 6-7 Mol

PAI-1 wurden pro Mol KLK2 direkt gespalten und inaktiviert.

Ahnliche Beobachtungen wurden durch Christensson et al. beziglich KLK3 (PSA) und a1-
Antichymotrypsin (ACT) gemacht. Zur vollstandigen Inhibition von KLK3 war ein 3- bis 5-facher
Uberschuss an ACT notwendig (Christensson et al. 1990). a1-Antichymotrypsin scheint also
fur KLK3 gleichermallen Substrat wie Inhibitor zu sein. Obwohl KLK2 und KLK3 eine
Homologie von nahezu 80 % aufweisen, konnten Mikolajczyk et al. (1999) zeigen, dass unter
identischen Bedingungen ACT KLK2 zwar inhibiert, nicht jedoch als Substrat fungiert. PAI-1
wird an der P+-P’-Peptidbindung (Arg3*¢-Met3*") seines reactive center loops gespalten und
bildet mit KLK2 einen intermedidren Komplex. Doch statt zu einem kovalenten Komplex
Uberzugehen, dissoziert die aktive Serinprotease und hinterlasst das an der Pi-Position
gespaltene inaktive Serpin (Declerck et al. 1992; Mikolajczyk et al. 1999). Dieses Phanomen
wurde von Gils und Declerck 1997 bereits flir PAI-1 und sein natlrliches Substrat uPA

beschrieben. Die Studie zeigte, dass das Zusammenspiel von PAI-1 und uPA gréRtenteils zur
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Ausbildung des kovalenten Komplexes fiihrt, 20 % des eingesetzten PAI-1 jedoch als Substrat
umgesetzt und durch uPA inaktiviert wurden (Gils and Declerck 1997). PAI-1 kann also in 3

unterschiedlichen Konformationen vorliegen: aktiv, latent und gespalten als Substrat
(Abbildung 41).

aktiv latent Substrat
N
Q2 (PI)
A
\4
P5'
P15
C-term
Met
(PI') Arg
(P1)
(PI)

Abbildung 41. Die 3 Konformationszustiande von PAI-1.

(A) Im aktiven Zustand wird das reactive center loop von PAI-1 frei zuganglich exponiert, wahrend
es im latenten Zustand (B) als zusétzliches B-Faltblatt in die zentrale R-Faltblattstruktur des
PAI-1 Molekuls eingebettet wird. Dieser Zustand ist reversibel. Fungiert PAI-1 als Substrat (C),
kann das RCL an der P1-P1’- Peptidbindung gespalten werden, wodurch nur das N-terminale
Ende des RCL als zusatzliches B-Faltblatt in die zentrale R-Faltblattstruktur eingebettet wird.

Dieser Vorgang ist irreversibel, das Serpin kann nicht mehr als Inhibitor zu fungieren. Abbildung
modifiziert aus Simone und Higgins 2015.

Ausschlaggebend dafir, ob ein Serpin als Substrat oder Inhibitor vorliegt wird die Flexibilitat
des reactive center loops gesehen (Declerck et al. 1992). Durch Herabsetzen der Flexibilitat
im RCL durch Mutagenese kann aus einem inhibitorisch aktiven Serpin ein rein als Substrat

fungierendes Serpin generiert werden (Declerck et al. 1992).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der Komplex-Darstellung von PAI-1 und KLK4
ebenso mit unterschiedlichen Verhaltnissen von KLK4 und PAI-1 gearbeitet. Hierbei konnte
beobachtet werden, dass bei verhaltnismaRigem Uberschuss von KLK4 gegeniiber PAI-1

ebenso eine Doppelkontur zur Darstellung kommt.
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Abbildung 42. Aminosaurensequenz des RCL von PAI-1. Die gepunktete Linie zeigt die
P1-P1°- Spaltungsstelle zwischen Arg346 (R rot) und Met®*” (M blau). Abbildung aus Simone und
Higgins 2015.

Der reactive center loop von PAI-1 liegt C-terminal (Abbildung 42). Fungiert PAI-1 als
Substrat, so wird es in einen kleineren C-terminalen und einen gréReren N-terminalen Teil
gespalten. Der grofiere N-terminale Teil kommt als Doppelbande knapp unterhalb der Bande
des PAI-1, welches nicht mit der Zielprotease komplexiert (~45 kDa), bei etwa 41 kDa zur
Darstellung. Ahnliche Beobachtungen machten Audenaert et al. bereits 1994 mit PAI-1 und
seinem physiologischen Substrat. Sie zeigten mittels Gelelektrophorese (Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.), dass sich bei einem 2-fach molaren
Uberschuss von tPA gegenliber wtPAI-1 das Vorkommen von PAI-1 als Inhibitor, Substrat und
in seiner latenten Form wie folgt prozentual aufteilt: 15-25 % als tPA-PAI-1-Komplex mit einem
Molekulargewicht von 110 kDa, 44-67 % als latentes full length PAI-1 (~ 45 kDa) und 18-31 %
als  gespaltenes Substrat bei ~41 kDa (Audenaert et al. 1994).

PAI-1 PAI-1
+ +
tPA KLK 4
[kDa]

Komplex PAI-1 +tPA ———>

.

tPA N - — 70 — <—— Komplex PAI-1 + KLK 4
| teeetmmal.
)k*

PAI-1 (full length) _— — 45 — . <— PAI-1 (full length)

PAI-1 als Substrat (*) —> _ 35 — % <~ PAI-1 als Substrat (*)
— 27 — <— KLK4
A B

Abbildung 43. Ausbildung einer Doppelbande von PAI-1 bei Reaktion mit tPA (A) und KLK4
(B).
A Gelelektrophorese von PAI-1 und tPA. Bei einem molaren Uberschuss von tPA gegeniiber
PAI-1 zeigt sich PAI-1 in 3 Konformationen: Komplexiert mit tPA (~110 kDa), full length (~45 kDa)
und in gespaltener Substrat-Form (~41 kDa). Abbildung modifiziert aus Audenaert et al. 1994.
B Silber-Gel von PAI-1 und KLK4. Bei einem molaren Uberschuss von KLK4 gegeniiber PAI-1
zeigt sich PAI-1 in Komplexbildung mit KLK4 (~75 kDa), full length (~45 kDa) und in gespaltener
Substrat-Form (~41 kDa).
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Eine weitere Erklarung fir die eingeschrankte (nativ gereinigt) bzw. mangelnde (denaturierend
gereinigt) inhibitorische Aktivitat von PAI-2 kénnte demnach also sein, dass PAI-2 sowohl als
Inhibitor als auch Substrat fir uPA, KLK2 und KLK4 fungiert und der eingesetzte Uberschuss
an PAI-2 gegeniber den untersuchten Reaktionspartnern nicht ausgereicht hat. Sowohl uPA
als auch KLK2 und KLK4, sind trypsin-ahnliche Serinproteasen. Fir weiterfihrende Studien
ware die Untersuchung der inhibitorischen Wirkung von PAI-1 auf weitere trypsin-ahnliche
Serinproteasen wie KLK1, 5, 6, 8, und 10-15 interessant. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
bereits orientierende Aktivitatstests mit KLK8 und KLK13 durchgeflihrt. Auch hier konnte

PAI-1 diese trypsin-ahnlichen Proteasen in ihrer Aktivitat hemmen (Daten nicht gezeigt).

Die natlrlich vorkommenden Inhibitoren Kallikrein-ahnlicher Peptidasen eignen sich, trotz ihrer
guten inhibitorischen Kapazitat, aufgrund der mangelnden Selektivitat groRtenteils nicht zum
direkten therapeutischen Einsatz (Mavridis et al. 2014). Allerdings kénnen die Kenntnisse Gber
die strukturellen Eigenschaften und Inhibitionsmechanismen der nattrlich vorkommenden
Inhibitoren bestens genutzt werden, um auf deren Basis spezifische synthetische Inhibitoren
zu entwickeln. Die Methode endogene Inhibitoren als Grundgertst flr einen synthetisch

generierten Inhibitor zu nutzen nennt sich ,bio-scaffolding” (Mavridis et al. 2014).

Die generierten synthetischen Inhibitoren Kallikrein-dhnlicher Peptidasen sollten folgende

Voraussetzungen erfillen (Mavridis et al. 2014):

o Gutes ,ADME*“Profil (Adsorption, Distribution, Metabolismus, Elimination)
¢ Niedriges immunogenes Potenzial
e Stabile Struktur

o Kostenglinstige Produktion

Swedberg et al. nutzten 2009 den natirlich vorkommenden Bowman-Birk-Typ Inhibitor
SFTI-1 zur Entwicklung eines selektiven Inhibitors von KLK4. Da SFTI-1 ist ein potenter
Trypsin-Inhibitor ist und Trypsin und KLK4 eine Homologie von 73 % aufweisen, vermutete
das Team um Swedberg, dass Varianten des SFTI-1 auch KLK4 in seiner Aktivitadt zu hemmen
vermdgen. Hierzu wurde zunachst eine Tetrapeptid-Bibliothek auf das ideale Substrat
gescreent und dieses dann in das Inhibitor-Gerist von SFTI-1 eingefligt. Insbesondere in der
Therapie des Prostata-Karzinoms kénnen diese Entwicklungen einen groRen Stellenwert
haben, da durch die Inhibition von KLK4 dessen aktivierende Wirkung auf pro-KLK3 und pro-
uPA unterbunden werden kann. Chen et al. entwickelten 2016 auch auf Basis von SFTI-1
synthetische Inhibitoren der hautspezifischen Kallikrein-ahnlichen Peptidasen 5 und 7. In vitro
konnten hier vielversprechende Ergebnisse erzielt werden. Weiterentwicklungen der
Ergebnisse dieser Studie kdnnten, wie oben beschrieben, Erfolge in der Therapie des

Netherton-Syndroms erzielen.
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Der erste rekombinante KLK-Inhibitor, der auch in einer klinischen Phase-I-Studien erprobt
wurde, war MDPK67b. Aufbauend auf dem Grundgerist des Serpins a1-Antichymotrypsin
wurde unter Austausch der vier Aminosauren im reactive center loop (RCL) ein potenter
Inhibitor des Prostata-Karzinom assoziierten KLK2 entwickelt (Mavridis et al. 2014). Zunachst
konnte am Tiermodell an KLK2-lberexprimierenden Mausen bestatigt werden, dass erhdhte
KLK2-Level mit einem Tumorwachstum einhergingen. Des Weiteren konnte eine bis zu
90%ige, dosisabhangige Inhibition von KLK2 durch MDPK67b gezeigt werden, weswegen die

Ergebnisse in klinische Studien Ubergefiihrt wurden (Mavridis et al. 2014).

Ein weiterer Ansatz, um gewebsspezifische Medikamente in der Tumortherapie mit mdglichst
geringem Nebenwirkungsprofil zu entwickeln besteht darin, nicht toxische Pro-Drugs mit einer
KLK-spezifischen Spaltungsstelle und einer cytotoxischen Substanz zu verbinden. Dieses soll
dann, durch Spaltung gewebs- und tumormilieuspezifischer KLKs, freigesetzt werden. Fur
KLK2 beispielsweise wurde ein Heptapeptid-Substrat mit einem apoptoseinduzierenden
Inhibitor synthetisiert. In vitro- Studien haben gezeigt, dass dieses Pro-Drug nach Aktivierung
das Tumorwachstum von KLK2-Uberexprimierenden Prostata-Karzinomzellen hemmen
konnte. Die Ergebnisse konnten in in vivo Modellen bestatigt werden (Mavridis et al. 2014).
Die Hauptschwierigkeit in der Entwicklung synthetischer Proteasen-Inhibitoren und KLK-
aktivierter Pro-Drugs besteht jedoch darin, Inhibitoren zu konstruieren, die eine bestimmte
Zielprotease spezifisch und potent inhibieren ohne dabei Einfluss auf andere Proteasen
beziehungsweise proteolytische Kaskaden zu nehmen (Swedberg et al. 2009). Tabelle 4 fasst

eine Auswahl natirlicher und synthetischer Inhibitoren von KLK2 und KLK4 zusammen.
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Inhibitor KLK2 KLK4
Zink + +
Proteine = a2-Makrogloblin + +
Kanonische | Kazal-Typ SPINK 1 -
Inhibitoren Kunitz-Typ Aprotinin | Aprotinin
Bowman-Birk-Typ S.u. s.u.
Serpine Protein C Inhibitor + -
Naturlich
Antithrombin 1lI + -
a1-Antitrypsin - +
a1-Antichymotrypsin + -
a2-Antiplasmin + +
Proteinase-Inhibitor 6 + -
PAI-1 + -
Synthetisch | Bio scaffolding SFTI SFTI-
und - FCQR
rekombinant a1-Antichymotrypsin MDPKG67b -

Tabelle 4. Zusammenfassende Ubersicht einer Auswahl natiirlicher und synthetischer

Inhibitoren von KLK2 und KLK4.
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5 Zusammenfassung

Das Plasminogenaktivator System, als auch die Kallikrein-ahnlichen Peptidasen bilden ein
grol3es proteolytisches ineinander verwobenes extrazellulares Netzwerk. Sie spielen in einer
Vielzahl an physiologischen und pathologischen Prozessen des Korpers eine essenzielle
Rolle. Sowohl die Komponenten des Plasminogenaktivator-Systems als auch die Familie der
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen sind auf Grund dessen in den vergangenen Jahren als
diagnostische und prognostische Parameter, als auch therapeutische Angriffspunkte in den
Fokus geriickt. Die Regulation Kallikrein-ahnlicher Peptidasen durch endogene Inhibitoren ist
bereits gut untersucht. Sie werden in nicht-kanonische, kanonische Inhibitoren und Serpine
unterteilt. Wahrend Uber die Interaktion Kallikrein-ahnlicher Peptidasen mit nicht-kanonischen
und kanonischen Inhibitoren bereits viel bekannt ist, ist die Wechselwirkung mit Serpinen noch
wenig beforscht. Serpine haben auf eine Reihe von Proteinen mit hoher tumorbiologischer
Bedeutung, wie beispielsweise trypsin-ahnlichen Serinproteasen, hemmenden Einfluss. Diese
Arbeit hat die Untersuchung der Interaktion mit anderen Serinproteasen wie KLK2 und KLK4
zum Ziel. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wechselwirkung zwischen den Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 und den Kallikrein-ahnlichen Peptidasen KLK2 und KLK4
untersucht. Zunachst wurden die Serpine als rekombinante Proteine durch ektope Expression
in E. coli hergestellt. Nach affinitatschromatographischer Aufreinigung, Denaturierung und
Rickfaltung der so gewonnenen Serpine PAI-1 und PAI-2 wurde deren Konzentration
bestimmt. Durch Reinigung unter nativen Bedingungen, Denaturierung und Ruckfaltung
konnte eine zufriedenstellende Menge PAI-1 gewonnen werden. Unter gleichen Bedingungen
konnte jedoch nur wenig PAI-2 gewonnen werden. Durch Reinigung unter denaturierenden
Bedingungen konnte die Proteinausbeute deutlich gesteigert werden. Im Rahmen von
Vorversuchen wurde dann untersucht, ob die so gewonnenen Serpine ihr physiologisches
Substrat uPA zu inhibieren vermégen. PAI-1 zeigte sehr gute inhibitorische Kapazitat. Im Falle
von PAI-2 zeigte sich, dass nur PAI-2, welches unter nativen Bedingungen gereinigt wurde,
inhibitorisch aktiv gegeniber seinem physiologischen Substrat uPA war. Unter
denaturierenden Bedingungen gereinigtes PAI-2 zeigte keine hemmende Wirkung auf uPA.

So wurde fur die weiterfihrenden Versuchsreihen lediglich nativ gereinigtes PAI-2 verwendet.

AnschlieRend wurde die inhibitorische Kapazitat von PAI-1 und PAI-2 gegenliber den
Kallikrein-dhnlichen Peptidasen KLK2 und KLK4 photometrisch bestimmt. PAI-1 erwies sich
hierbei als wirksamer Hemmstoff beider Kallikrein-ahnlicher Peptidasen. Unter PAI-2 hingegen
zeigten die Proteasen, trotz initialer konzentrationsabhdngiger Hemmung, noch eine

Restaktivitat von etwa 50 %.

Bei der Inhibition von Serinproteasen durch Serin-Protease-Inhibitoren kommt es zur

Ausbildung eines kovalenten Komplexes und durch Konformationsanderungen sowohl in der
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gebundenen Protease als auch im Inhibitor zu gravierenden Konformationsanderungen, die
schliellich beide Reaktionspartner funktionsuntiichtig machen. Exemplarisch wurde, zur
Untermauerung der Ergebnisse der Aktivititsmessungen, der Komplex aus PAI-1 und KLK4
auf Coomassie- und Silber-gefarbten SDS-PAGE-Gelelektrophoresen, als auch via Western

Blot visualisiert.

Zusammengefasst liefern die Ergebnisse dieser Arbeit in vitro experimentelle Beweise flr die
Inhibition und Regulation von KLK2 und KLK4 durch PAI-1 und geben Anlass zur Vermutung,
dass weitere Wechselwirkung zwischen den beiden katalytischen Systemen bestehen kdénnen,

die bis dato noch nicht bekannt sind.

Offen bleibt die Frage, weswegen zwar durch PAI-1, nicht jedoch PAI-2 eine vollstandige
Inhibition der ausgewahlten Kallikrein-ahnlichen Peptidasen erzielt werden konnte. Die weitere
Charakterisierung der einzelnen Kallikrein-ahnlichen Peptidasen sowie derer endogenen
Substrate ist fundamental zu Weiterentwicklung des Verstdndnisses und Ableitung von
weiteren diagnostischen und therapeutischen Ansatzen. Die physiologische und klinische
Relevanz der Ergebnisse dieser Studie gilt es in weiterfUhrenden Studien zu klaren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit stlitzen sich auf in vitro Versuchsreihen, wie der Grol3teil der hierzu
vorliegenden Daten aus der Literatur. Die Signifikanz der Ergebnisse in vivo bleiben

abzuwarten.
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