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Einleitung

A EINLEITUNG

A 1 Gerinnungsphysiologie des Blutgerinnungsfaktors Xl

Die Blutgerinnung ist physiologisch notwendig, um Blut nach Gefallverletzungen
innerhalb des geschlossenen Kreislaufsystems zu halten. Stérungen des
Blutgerinnungssystems manifestieren sich in Blutungen oder Thromboembolien.
Diesen Krankheitsbildern kommt eine grof3e medizinische Bedeutung zu, da
Schlaganfallen, Myokardinfarkten oder Lungenembolien zu den haufigsten
Todesursachen in Industrienationen zahlen (Murray and Lopez, 1997). Nach
Verletzung eines Gefales lauft die Blutgerinnung in zwei miteinander verzahnte
Systemen ab (Rosenberg and Aird, 1999). Die primare Blutgerinnung (primare
Hamostase) fuhrt uber Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten zu einem
Plattchenthrombus, der die Lasion initial abdeckt und die Blutung damit stoppt,
jedoch mechanisch instabil ist (Furie and Furie, 1992). Eine stabilere Abdeckung der
GefaRlasion erfolgt dann durch die sekundare Blutgerinnung (plasmatische bzw.
sekundare Hamostase). Hierbei werden in einer Reaktionskaskade
Proteasenvorstufen durch limitierte Proteolyse aktiviert und so das Produkt der
plasmatischen Gerinnung, das Fibrin, gebildet, das den Plattchenthrombus
stabilisiert (Spronk et al., 2003).

Nach der klassischen Modellvorstellung kann die plasmatische Blutgerinnung durch
einen intrinsischen (,vom Blut aus®) oder extrinsischen (,vom Gefal} aus®) Weg
gestartet werden (Davie and Ratnoff, 1964; Macfarlane, 1964). Die intrinsische
Kaskade wird durch Blutgerinnungsfaktor XlII (Hageman Faktor, FXIl) gestartet
(Hojima et al., 1984). Kontakt zu Oberflachenladungen induziert eine
Konformationsanderung im FXIl, der dadurch eine Proteasenaktivitat erlangt
(Cochrane and Revak, 1980). Aktiver FXII (FXlla) aktiviert dann entweder direkt oder
indirekt Uber Plasmakallikrein (PK) den Blutgerinnungsfaktor XI (FXI, Plasma
thromboplastin antecedent) (Kurachi and Davie, 1977; Ratnoff and Saito, 1979).
Aktiver FXI (FXla) kann dann in einer Kalziumionen-abhangigen Reaktion, die durch
Phospholipide signifikant beschleunigt wird, Faktor IX durch limitierte Proteolyse
aktivieren. Dieser Gerinnungsfaktor kann seinerseits den Faktor X (FX) aktivieren.
Bei FX trifft die intrinsische auf die extrinsische Kaskade, die uber die
Komplexbildung der membranstandigen Gewebsthrombokinase (,Tissue Factor®, TF)
mit dem Faktor VII des Plasmas gestartet wird. Beide Kaskaden bewirken dann Uber
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einen gemeinsamen Reaktionsweg die Aktivierung von Thrombin (FIl) (Dahlback,
2000). Die Protease fuhrt zur Bildung von Fibringerinnseln, indem sie Thrombozyten
aktiviert und Fibrinogen zu Fibrin umsetzt. Dieses ,Wasserfall“ oder ,Kaskaden®
Modell hat sich als sehr nutzlich fur das Verstandnis vieler Tests in der
Hamostasiologie erwiesen. Es ist jedoch unbestritten, dass die Fibrinbildung in vivo
nicht durch zwei unabhangige lineare Kaskadensysteme beschrieben werden kann.
Es existieren Interaktionen und wechselseitige Verstarkungen zwischen
extrinsischem und intrinsischem Weg (Jesty and Beltrami, 2005; Gailani and Broze,
1991; Osterud and Rapaport, 1977). Eine schematische Ubersicht des revidierten
aktuellen Modells der plasmatischen Blutgerinnungskaskade gibt Abbildung 1. Unter
in vivo Bedingungen ist die Aktivierung der Fibrinbildung ausschlieRlich Uber den
exogenen Weg ausreichend, um Blutungen zu stillen (Mackman, 2004). Nach der
initialen Bildung einer kleinen Thrombinmenge durch die extrinsische
Gerinnungskaskade wird weitere Gerinnungsaktivierung durch den TF/FVlla
Komplex rasch durch ,Tissue Factor Pathway Inhibitor® (TFPI) inhibiert (Broze, 1992;
Walsh, 2001). Entstandenes Thrombin halt unabhangig vom extrinsischen Weg die
Thrombingenerierung aufrecht, indem es in einem Verstarkerzyklus den FXI der
intrinsischen Kaskade aktiviert. Dieser Ruckkopplungsmechanismus bietet
ausserdem eine Erklarung dafur, dass FXIlI Mangel nicht mit einer Blutungsneigung
assoziiert ist. Uber Thrombin existiert ein FXIl-unabhangiger Weg, FXI zu aktivieren
(Gailani and Broze, 1993; Minnema et al., 1998).

Eine wichtige Interaktion der primaren mit der sekundaren Hamostase stellt die
Bindung von FXI auf Thrombozytenoberflachen dar (Walsh, 2001; Walsh, 2003). FXI
bindet spezifisch und unabhangig von H-Kininogen (HK) an Glykoprotein (GP) Ib in
,Lipid Rafts“ (Baglia et al., 2003). Die Arbeitsgruppe von Peter Walsh, Philadelphia,
isolierte eine alternative FXI-Spliceform, der Exon 5 und damit der N-terminale Anteil
der Apple Domane P2 fehlt. Diese FXI Mutante bindet direkt an die
Plattchenoberflache (Hsu et al., 1998; Hu et al., 1998). Thrombozyten-gebundener
FXI katalysiert die Thrombinbildung durch lokale Assemblierung von
Gerinnungsfaktoren. Aktiver FXI| kann sein Substrat Faktor IX in der einzigen
Kalziumionen abhangigen Reaktion des intrinsischen Schenkels auf Thrombozyten
proteolytisch aktivieren (Gailani et al., 2001b). Durch laterale Diffusion erreicht
aktiver FIX den ebenfalls Membran gebundenen Prothrombinase Komplex und
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initiiert Uber diesen die Thrombin generierenden Schritte. Alternativ zu FXI kann auch
der TF/FVlla Komplex FIX auf Thrombozyten aktivieren (Walsh, 2001). Im
rekonstituierten System in der Abwesenheit von Thrombozyten ist dieser
Reaktionsschritt, der auch als Josso-Schleife bezeichnet wird, sogar der Aktivierung
uber die intrinsische Kaskade kinetisch Uberlegen, was die Bedeutung der
extrinsischen Kaskade unterstreicht (Bauer et al., 1990; Osterud and Rapaport,
1977). Diese zentrale Funktion der extrinsischen Gerinnungskaskade fur die
Hamostase ist erst in den letzten Jahrzehnten herausgearbeitet worden. Da
Patienten mit einer Defizienz des ,intrinsischen“ Faktors IX im Vergleich zur
Defizienz des ,extrinsischen® Faktors VII starker bluten, nahm man lange Zeit an,
dass die intrinsische Gerinnungskaskade wichtiger fur die Blutstillung sei (Davie,
1981; Morrissey, 2004). Dem gegenuber stand, dass FXIl Defizienz nicht zu
Blutungen fuhrt. Erst im revidierten Konzept der Blutgerinnung durch die
Identifikation von Thrombin als wichtigsten Aktivator fur FXI konnte dieser scheinbare
Widerspruch aufgelost werden (Gailani and Broze, 1991). Aktuell besagt die
Lehrbuchmeinung, dass die durch FXll-initiierte intrinsische Gerinnungskaskade
keine Funktion fur das Hamostasessystem in vivo besitzt (Colman, 2001; Mackman,
2004).

Abbildung 1: Das plasmatische
Blutgerinnungssystem. Die Bildung
von Thrombin kann durch zwei im
Faktor X konvergierende
Reaktionskaskaden gestartet
werden. Die extrinsische Gerinnung
wird durch Exposition des ,Tissue
Factors® (TF) initiiert, an den Faktor
VII bindet und so aktiviert wird (Vlla).
Die intrinsische Kaskade wird durch
Faktor XIl (XIl) gestartet, der sein
Substrat Faktor XI (XI) aktiviert. In
vivo ist Thrombin, das durch Faktor X
(X) aus Prothrombin (PT) generiert
wird, der wichtigste Aktivator des
Faktors Xl. Weiterhin aktiviert
Thrombin Protease-aktivierte
Rezeptoren (PAR) auf Thrombozyten
und prozessiert Fibrinogen (Fbg) zu
I6slichen Fibinmonomeren (SFM),
die zu Fibrinfaden polymerisieren
und durch aktiven Faktor XllII (XlIlla)
vernetzt werden. Modifiziert nach
(Mackman, 2004)
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A 2 Biochemie des Faktors XI

Humaner FXI zirkuliert als dimeres Glycoprotein, aus zwei identischen
Polypeptidketten im Plasma. FXI migriert unter nicht reduzierenden Bedingungen in
SDS-Polyacrylamidgelen mit einem apparenten Molekulargewicht von 160 kDa
bedingt durch einen Kohlenhydratanteil von 5%, der aus N-glycosidisch verknuUpften
Hexose-, N-Acetylneuraminsaure und N-Acetylhexosaminresten besteht (Fujikawa et
al., 1986; McMullen and Fujikawa, 1985). Beide Untereinheiten sind durch eine
Disulfidbricke zwischen den beiden Cysteinresten 321 miteinander kovalent
verknupft (McMullen et al., 1991a). Reduktion mit z.B. f-Mercaptoethanol spaltet
diese Bindung und zwei Polypeptidketten mit einem apparentem Molekulargewicht
von je 80 kDa entstehen. Eine kovalente Bindung zwischen den beiden Polypeptiden
ist aber nicht unbedingt notwendig fur die Bildung des dimeren Proteins. Studien, mit
humanen FXI Punktmutanten, bei denen Cystein321- gegen Alanin ausgetauscht
wurden, belegen, dass FXI auch unabhangig von der Disulfidbricke dimerisiert
(Dorfman and Walsh, 2001). Das zeigt auch der FXI des Kaninchens, bei dem die
Disulfidbrucke bildenden Cysteinreste fehlen. Auch ohne kovalente Verknupfung liegt
der FXI des Kaninchens als Dimer im Plasma vor (Sinha et al., 2002). Diese Daten
legen weiterhin nahe, dass die Dimerisierung wahrend oder direkt nach der
Translation stattfindet und dass der FXI bereits als Dimer von Hepatozyten ins
Plasma sekretiert wird. In diesen Zellen wird FXI als Proform mit N-terminalem
Signalpeptid aus 18 Aminosaureresten synthetisiert. Mit der Sekretion wird die
Signalsequenz proteolytische entfernt, so dass das mature humane Protein aus zwei,
jeweils 607 Aminosaurenresten grof3en Polypeptiden, besteht (Fujikawa et al., 1986).
Glukokortikoide steigern die Expression von FXI. Erhohte FXI Plasmaspiegel sind so

physiologisch in der Schwangerschaft (Schved et al., 1988).

Die beiden 80 kDa Polypeptidketten des dimeren Proteins bestehen aus jeweils funf
Domanen. Die N-terminale Halfte wird als schwere Kette bezeichnet und besteht aus
vier repetitiven Apple Domanen von jeweils 90-91 Aminosduren Lange. Im
Gegensatz dazu ist die C-terminale leichte Kette eine typische Trypsin-ahnliche
Domane (Fujikawa et al., 1986). Diese Domane ist fur die Serinproteasenaktivitat des
aktiven FXI verantwortlich. Die vier Apple Doméanen hingegen vermitteln die Bindung
an hochmolekulares Kininogen (H-Kininogen, HK), den Vorlaufer der Kinin-Hormone
(Bouma et al., 1983b). Plasmaprokallikrein (PPK) ist das einzige Protein beim
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Menschen, das ebenfalls Apple Domanen besitzt (Abbildung 2). Diese Proteasen
Zymogenform bindet ebenfalls an HK und zirkuliert wie FXI im Plasma als nicht-
kovalenter Komplex mit HK (Mandle et al., 1976). Auf Aminosaureebene weisen FXI
und PPK 58% Identitat (78% Homologie) auf (Chung et al., 1986).

Die Bindungsstellen fur PPK und FXI an HK wurden auf ein kontinuierliches
Peptidsegment von 31 Aminosauren (HKH31) Lange in der HK Domane D6y im
extremen C-Terminus des Proteins lokalisiert. Die Bindungsstelle fur FXI Gberlappt
mit der HK-Bindungsstelle fur PPK und daher kompetieren die beiden Zymogene um
Bindung zu HK. Im Plasma liegt HK als Komplex mit jeweils nur einem der beiden
Proteine vor (Tait and Fujikawa, 1986; Tait and Fujikawa, 1987; Vogel et al., 1990).
Die identische HK-Bindungsstelle suggeriert, dass PPK und FXI Uber homologe
Bereiche an HK binden. Die PPK-Apple-Doméanen bilden gemeinsam eine
Oberflache aus, an die HK spezifisch, reversibel und mit hoher Affinitat bindet (PPK:
Ko = 1,2 x 10 M; vgl. FXI: Kp = 2,9 x 10® M (Thompson et al., 1979)). Mittels
einzelner Apple Domanen, PPK Deletions-Konstrukten, Affinitats-Kreuzvernetzung
und Kompetitionsexperimente, konnte die HK-Bindungsstelle im PPK lokalisiert
werden. PPK bildet eine diskontinuierliche HK-Bindungsstelle aus. Anteile aus den
Apple Domanen 1, 2 und 4 sind an der Bindung beteiligt (Herwald et al., 1993;
Renne et al., 1999). Der zentrale Bereich der Domane 2 beinhaltet die wichtigste und
am starksten an HK-bindende Sequenz (Renne et al., 1999). Der von der 2. Apple
Domane gebildete Anteil der HK-Bindungsstelle wird von Aminosauren des N-
terminalen Anteils der Apple Domane 1 und Resten aus dem zentralen Bereich der
Apple 4 Domane flankiert. Im Gegensatz dazu scheint nur ein kleiner Bereich von
Phe®® zu Ser® in der Apple Doméne 1 des FXI an der Bindung zu HK beteiligt zu
sein (Baglia et al., 1990; Baglia et al., 1992).
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Abbildung 2: Doménenstruktur von Prokallikrein und Faktor XI. Die schweren Ketten von PPK
und FXI sind aus 4 Apple-Domanen (P1-P4 und F1-F4) aufgebaut. Die Pfeile geben die Spaltstellen
von Faktor Xlla an. Proteolyse an diesen Positionen aktiviert Plasmaprokallikrein zu a-Kallikrein und
FXI zu FXla. Die nach Spaltung einer Peptidbindung resultierende separate schwere und leichte Kette
sind noch durch eine Disulfidbriicke miteinander kovalent verknipft. Diese Disulfidbriicke zwischen
den beiden Apple-Doméanen 4 in Faktor Xl ist als gepunktete Linie eingezeichnet.

A 3 Kontaktphasenaktivierung

Zusammen mit FXII, PPK und HK gehort FXI zu den Kontaktphaseproteinen. Diese
Proteine bilden einen Aktivatorkomplex auf Zelloberflachen des kardiovaskularen
Systems aus. Durch ,Kontakt® zu negativen Oberflachen wie Kaolin, geladene
Polymere, Heparin oder Phosphatidylserinen in der Membran von
Phospholipidvesikeln wird eine Konformationsanderung im FXII induziert, die zur
proteolytischen Autoaktivierung fuhrt. Aktiver FXII kann dann in raumlicher
Nachbarschaft an HK gebundenes PPK durch limitierte Proteolyse aktivieren. In
einem Verstarkerzyklus aktiviert Plasmakallikrein (PK) weitere FXII Molekule
(Colman and Schmaier, 1997). Diese initiale Verstarkung scheint in vitro notwendig
zu sein, um eine ausreichende FXI| Aktivitat zu generierten. Erst dann wird FXI von
FXlla durch limitierte Proteolyse zum aktiven Faktor (FXla) aktiviert. Die Aktivierung
des Kontaktphasesystems und damit der intrinsischen Gerinnungskaskade durch
Kaolin wird klinisch eingesetzt und bildet die Basis eines wichtigen Gerinnungstestes,
der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT). Im Gegensatz zum FXI sind

Mangelzustande der ubrigen Kontaktphaseproteine nicht mit gesteigerter
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Blutungsneigung oder pathologischer Thrombophilie assoziiert (Girolami et al., 2006;
Mackman, 2004). FXI Defizienz selbst bei Plasmaspiegeln <1% kann klinisch
unauffallig sein, jedoch sind auch FXI-defiziente Patienten mit schwere
Blutungsneigungen bekannt. FXI Defizienz ist haufig bei Ashkenazi Juden, Kurden
im Sudirak und Basken. Diese Patientenkollektive leiden unter Schleimhautblutungen
und Nachblutungen nach Operationen (Asakai et al., 1991; Broze and Gailani, 1993;
Seligsohn, 1993a). Da es sich bei diesen Patienten um relativ kleine abgeschlossene
Populationen handelt ist es moglich, dass hier im Sinne eines ,Founder® Effekts die
Blutungsneigung nicht kausal durch hereditaren Mangel an FX| sondern einen
weiteren mit FXI-koseggregierenden Gendefekt verursacht ist. In der Klinik kann bei
bekanntem schweren FXI Mangel und positiver Blutungsanammnese pra- oder
perioperativ humaner FXI oder Frischplasma (FFP) substituiert werden, was durch
die lange Halbwertszeit von FXI (50 h) rasch den FXI Plasmaspiegel ansteigen lasst
(Bolton-Maggs, 2000; O'Connell N, 2004). Diese Therapierform basiert auf der
Erkenntnis, dass in vivo aktives Thrombin der wichtigste Aktivator fur FXI darstellt
(Gailani and Broze, 1991; Minnema et al., 1998). Eine Alternative, um FXl-assoziierte
Blutungen zu therapieren, bietet die Applikation von rekombinantem aktiven Faktor
VII (rFVlla, NovoSeven) (Bern et al., 2005; Hedner and Erhardtsen, 2003).

A 4 NOMENKLATUR

Zur Unterscheidung zwischen Plasmakallikrein und FXI wird eine einheitliche
Nomenklatur fur die Dissertationsschrift eingefuhrt. Die Apple Domanen des FXI
werden mit einem grossen ,F“ gefolgt von der Nummer der Domane bezeichnet. Im
Gegensatz dazu werden die Plasmakallikrein Apple-Domanen mit einem grofl3en ,P*
ebenfalls gefolgt von der Domanennummer deklariert. Hierauf aufbauend werden
Antikorper mit dem Symbol ,a“ klassifiziert, gefolgt von entweder ,F“, wenn es sich
um Antikorper gegen FXI handelt oder ,P“ wenn die Antikbrper gegen PPK generiert
wurden und jeweils der Nummer der Apple Domane (1-4), die von dem Antikorper
erkannt wird. So ist z.B. aP2 ein Antikorper gegen das Antigen PPK, der die Domane
P2 erkennt. Fur chimare PPK/FXI-Proteine bezeichnet der erste Teil des Namens
denjenigen Proteinanteil, der den grof3ten Anteil des chimaren Konstruktes ausmacht
und der zweite Teil den substituierten Anteil. So stellt z.B. PPK/F2 ein Protein dar,
das auf PPK basiert und bei dem die P2 Domane durch F2 substituiert wurde. Im
Gegensatz dazu wurde bei FXI/P2 die P2 Domane anstelle der F2 Apple Domane in
den FXI eingefuhrt.
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A 5 AUFGABENSTELLUNG

FXI und PPK sind auf Aminosaurenebene zu 58% identisch (Chung et al., 1986).
Beide Zymogene sind indirekt Uber den nicht enzymatischen Kofaktor HK an
Zelloberflachen gebunden und zirkulieren auch als bimolekulare Proteinkomplexe mit
HK im Plasma (Bouma et al., 1983a). Auf Seiten des HK konnte die Bindungsstelle
fur beide Zymogen auf eine Sequenz von 31 Aminosauren im Bereich des C-
Terminus des Proteins kartiert werden (Tait and Fujikawa, 1986; Tait and Fujikawa,
1987; Vogel et al., 1990). Die Bindung an HK wird tber die schweren Ketten von FXI
und PPK vermittelt, die aus jeweils vier Apple-Domanen aufgebaut sind (McMullen et
al., 1991a; McMullen et al., 1991b). Im Gegensatz zur kontinuierlichen
Bindungsstelle auf Seiten des Komplexpartners HK in der Domane D6y sind die HK-
Bindungsstellen der Zymogene diskontinuierlich. Fur PPK konnte die HK-
Bindungstelle weitgehend aufgeklart werden. Den wichtigsten Anteil bildet die
Domane P2 aus (Renne et al., 1999). Weiterhin sind Aminosaurenreste aus dem
zentralen Bereich von P4 (Herwald et al., 1996b) sowie aus dem C-Terminus von P1
an der Bindung beteiligt (Herwald et al., 1993). Durch Kompetitionsexperimente
konnte fur FXI gezeigt werden, dass ein hierzu homologer Bereich aus dem C-
terminalen Anteil von F1 wichtig fur die Komplexbildung mit HK ist. F2 und F4
scheinen aber nicht an der HK-Bindung beteiligt zu sein (Baglia et al., 1990).

Ausgehend von strukturellen Ahnlichkeiten zwischen FXI und PPK sollte der FXI/HK
Komplex strukturell und funktionell analysiert und mit dem PPK/HK Komplex
verglichen werden. In diesem Projekt standen drei Aufgaben im Mittelpunkt.

1. Lokalisation der HK-Bindungsstelle in der schweren Kette des FXI.

2. Struktureller Vergleich der Komplexe von HK mit FXI und PPK.

3. Funktionelle Unterschiede zwischen der Aktivierung des FXI/HK und dem
PPK/HK Komplex im Rahmen der Kontaktphasenkaskade.
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B MATERIAL UND METHODEN

B 1 MATERIAL

B 1.1 Proteine, Peptide und Chemikalien

HK wurde entsprechend eines Standardverfahrens mit geringen Modifikationen aus
humanem Citratplasma (Muller-Esterl et al., 1988) isoliert. 200 ml Plasma wurden mit
400 ml 50 mM Bis-Tris, pH 5,5 versetzt und mit dieser Mischung eine
Diethylaminoethyl-Sephadex A-50 lonentauschersaule aus Polyethylen (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) bei 4°C beladen. Die Saule wurde mit 1 M NaCl entwickelt, HK-
haltige Fraktionen mittels ELISA identifiziert und diese vereinigt. Eine weitere
Aufreinigung erfolgte mittels Affinitatschromatographie uber eine AffiGel-10 Saule
(BioRad) mit immobilisiertem Antikorper HKL16 (Kaufmann et al., 1993). Das eluierte
HK wurde durch Silberfarbung (Heukeshoven and Dernick, 1988) und Immunoprint-
Analyse (D 2.1.3) mit den anti-HK Antikorpern HKL22, HKH14, oBR und LKL1
analysiert (Renne et al., 2005b). Es war Kinin-haltig und lag zu > 95% in
ungespaltener Einkettenform vor. Plasmaprokallikrein wurde von Dr. Jimmy Page
(Temple University School of Medicine, Philadelphia, USA) zur Verfugung gestellt
und war zu > 95% in der Einkettenform vorhanden. Humaner FXIl und FXI wurde von
Enzyme Research Laboratories (South Bend, IN, USA) bezogen.

Die Namen einiger Antikérper wurden entsprechend der in B4 eingefihrten
Nomenklatur geandert. So hie3en die anti-PPK Antikorper aP1, aP2, and aP4 vorher
PKH19, PHK6 und PKH1. Diese Antikorper entstammen dem Laborbestand und
wurden von Dr. H. Hock generiert und charakterisiert (Hock et al., 1990). Die anti-FXI
Antikorper aF1, aF2 und aF4 wurden freundlicherweise von Dr. J. Meijers,
Amsterdam, Niederlande zur Verfugung gestellt und hielen urspranglich XI-5, XI-3
und XI-1. Auch der Antikorper atPA stammt von Dr. J. Meijers (Wuillemin et al.,
1995). Der polyklonale anti-FXII Antikorper wurde von Nordic Laboratories, Tilsit,
Holland bezogen.

Der monoklonale anti-HK Antikorper HKH14 kommt aus Laborbestanden und war
von Dr. Jorg Kaufmann gegen humanes HK generiert worden (Kaufmann et al.,
1993). Das Antikorperepitop wurde auf die Domane D5y kartiert (Renne et al.,
2005b). Die polyklonalen Antiseren AS199 (aFXI) und AS176 (aPPK) wurden durch
Immunisierung von Hasen mit humanem FXI bzw. PPK von Dr. Armin Maidhof,

Mainz erzeugt.
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B 1.2 Reagenzien fur die Molekular- und Zellbiologie

Humane embryonale Nierenepithelzellen (Xiao et al., 1998) (HEK293 - ATCC: CRL-
1573) wurden in ,Dulbecco’s modified Eagle’s medium" (DMEM, Life Technologies,
Inc.) mit 4,5 g/l Glucose, 10% (v/v) fotalem Kalberserum, 50 mg/ml
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Baby Hamster Nieren Zellen (BHK - ATCC: CRL-
10314) wurden in DMEM mit 5% (v/v) fotalem Kalberserum und 50 pg/ml
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Fir COS-7 Zellen wurde RPMI-Medium und
identische Kulturbedingungen verwendet. Alle Zellkulturen wuchsen in einer 5% CO;
Atmosphare bei 37°C.

B 2 METHODEN

B 2.1 Biotinylierung von HK

Zur Biotinylierung wurden 100 pg HK mit 10 pg Biotin-B-aminocaproyl-N-
hydroxysuccinimid (Biotin-X-NHS, Pierce) 4 h lang bei 4°C in 0,1 M NaHCO3
inkubiert. Freies Biotin-X-NHS wurde anschlieRend mittels Zentrifugation Uber eine
Microcon-10 Saule (Amicon, Beverly, MA, USA) aus dem Reaktionsgemisch
abgetrennt (Subba Rao et al., 1983). Zur Detektion von biotinyliertem HK wurde
Streptavidin-Peroxidase (Roche, Mannheim) verwendet.

B 2.2 Aktivierung von PPK, FXI und chimaren Konstrukten

50 pg/ml FXIl wurde 2 h bei 37°C in 6,5 mM NaxHPO4, 1,5 mM KH2POQOy4, 2,7 mM KCI,
150 mM NaCl, pH 7,4 (PBS) supplementiert mit 50 yM Zinkchlorid (ZnCl,) und
Glasperlen unter stetigem Schutteln inkubiert. AnschlieRend wurde die Aktivierung
von FXII zu FXlla durch die Kontaktphasenkaskade mittels Immunoprint-Analyse mit
einem polyklonalen anti-FXIl Antikorper Uberpruft. Hierbei war kein FXII-Zymogen,
das bei 88 kDa in der SDS-PAGE wandert, mehr nachweisbar. Stattdessen
erschienen proteolytische Spaltprodukte bei 45 und 40 kDa.

Um FXI, PPK oder chimare Konstrukte zu aktivieren, wurden diese Proteine mit
FXlla im molaren Verhaltnis von 250:1 in PBS bei 37°C fur 2 h oder 72 h inkubiert.
Dies fuhrte zu a-Kallikrein, FXla und den aktivierten chimaren Konstrukten bzw. zu -
Kallikrein. Alle Ansatze wurden mittels SDS-PAGE und Silberfarbung (Heukeshoven
und Dernick, 1988) analysiert. Die Identifizierung aller Banden erfolgte mit Domanen-
spezifischen monoklonalen anti-PPK-Antikorpern. Eine Quantifizierung der
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Bandenstarke der Spaltprodukte mittels des Programmes NIH Image 1.61 ergab,

dass > 90% des eingesetzten PPKs gespalten wurde.

C 2.3 Elektrophorese und Transfertechniken

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in
Gelen mit 0,1% (w/v) Sodium Dodecylsulfat (SDS) bei 30 mA Stromstarke innerhalb
von 90 min aufgetrennt (Laemmli, 1970). Proteine wurden dann entweder durch
Silber-Farbung nachgewiesen oder mittel Coomassie brilliant Blau gefarbt. Zur
Detektion von Proteinen durch Immunoprint Analyse (Western-Blotting) wurden die
Proteine aus der SDS-Polyacrylamidmatrix auf eine Nitrocellulosemembran
(Sartorius, Géttingen) bei 1,5 mA pro cm? Gelflache innerhalb von 90 min
elektrotransferiert. Hierbei wurde das semi-dry-Verfahren (Knierim et al., 1988) und
ein Transferpuffer aus 0,96 M Glycin, 12,5 mM Tris-Base und 10% (v/v) Methanol
angewendet. Anschlielfend wurde die Nitrocellulosemembran nach ausgiebigem
Wassern mit 0,2% (m/v) Ponceau S (Serva, Heidelberg) in 3% (m/v)
Trichloressigsaure angefarbt, um den Proteintransfer zu Uberprufen. Die
Antikorperinkubationen erfolgten fur jeweils 1 h bei 37°C in PBS mit 0,1% (v/v)
Tween20 (Roth) und 4% (m/v) Magermilchpulver (Glucksklee, Nestlé).
Typischerweise wurde der Primarantikorper 1:1000 oder 1 pg/ml in PBS/Tween/Milch
verdunnt. Zur Absattigung unbesetzter Bindungsstellen wurde die Membran in der
gleichen Losung zuvor fur 45 min bei 37°C in einem Rollerbrutschrank (Biometra,
Gottingen) inkubiert (Ogata et al., 1989). Nach jedem Antikdrper wurde 3-mal far 5
min bei 37°C mit PBS/Tween20 gewaschen. Die Detektion des Meerrettich-
Peroxidase gekoppelten Zweitantikorpers (DAKO, Hamburg) erfolgte durch
Chemilumineszenzreaktion. Hierzu wurde die Membran getrocknet, dann 1 min mit
einer Substratldsung aus 100 mM Tris-HCI, 2,5 mM 3-Aminophthalhydrazid (Luminol,
Roth) und 0,4 mM p-Cumarsaure (gelost in Dimethylsulfoxid, Roth), pH 8,5 inkubiert.
Die Chemilumineszenz des Luminols belichtete einen Rontgenfilm (X-100, Fuji-Film)
innerhalb von 30 sec.

DNA-Fragmente wurden in einem 1% (m/v) Agarosegel (Pharmacia, Freiburg) mit 10
pg/ml Ethidiumbromid (Roth) bei 100 V im Laufpuffer TAE (40 mM Tris-Acetat, 0,1
mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 7,6) aufgetrennt.
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B 2.4 Expression von PPK-Deletionsmutanten und PPK/FXI-Chimaren

PPK/FXI-Chimaren (pZEM-6.2, pZEM-6.3, pZEM-7.1, pZEM-7.2), PPK- bzw. FXI-
Wild-type im pZEM229R Vektor (Dr. Donald Foster, ZymoGenetics, Inc.) wurden von
Dr. Dominic Chung (University of Washington, Seattle, USA) generiert und sind
schematisch in Abbildung 11 dargestellt. Bei den Chimaren kodiert pZEM-6.2 ein
Konstrukt, in dem das Signalpeptid und die schwere Kette von PPK an die leichte
Kette von FXI fusioniert sind. pZEM-7.1 hingegen kodiert die komplementare
Chimare, die aus dem Signalpeptid und der schweren Kette von FXI und der leichten
Kette von PPK besteht. pZEM-6.3 kodiert ein Konstrukt in der die zweite Apple-
Domane (F2) von FXI durch die P2 Domane von PPK ausgetauscht ist, wohingegen
pZEM-7.2 die hierzu komplementare Chimare kodiert, in der die P2 Domane von
PPK durch F2 von FXI ersetzt wurde. Zur Expression wurden die entsprechenden
Konstrukte mit EcoRI aus dem pZEM229R-Vektor herausgeschnitten und in den
EcoRI- geschnittenen pcDNA3-Vektor (Invitrogen) kloniert. Die Orientierung der
Konstrukte wurde mittels Restriktionsanalysen Uberprift und HEK293-Zellen mit
LipofectAMIN (Gibco) und den Expressionsvektoren entsprechend dem Protokoll des
Herstellers transient transfiziert. Die Effizienz der Transfektion wurde mittels

Immunfluoreszenz mit dem Grin-fluoreszierenden-Protein zu = 45% bestimmt.

B 2.5 Expression von FXI Apple Domanen Fusionsproteinen mit dem tPA

Kodierende cDNAs fiir die vier FXI-Apple, F1 (Glu'-Ser®), F2 (Ala®'-Leu'®), F3
(Ala'®'-val*"") und F4 (Phe?%-GIu*"), wurden durch einen PCR Ansatz mit der Taq
Polymerase kloniert. Als Matritze diente die cDNA des humanen FXI, die
freundlicherweise von Dr. D. Chung, Seattle, USA zur Verfugung gestellt wurde. Die
far die PCR Reaktion verwendeten ,forward® Primer fuhrten eine Bglll
Restriktionsschnittstelle und einen reversen Primer eine Xhol an ihrem 5’- bzw. 3'-
Ende ein. Zusatzlich of wurden durch den ,reverse” Primer Codons fur sechs
zusatzliche Aminosauren (Pro-Arg-lle-Lys-Gly-Gly) eingefuhrt. Diese Peptidsequenz
zwischen der Apple Domane und dem tPA Fusionsanteil erlaubt eine maximale
Konformationsanderung und somit Flexibilitdt zwischen den beiden Proteinanteilen
(Johannessen et al., 1990). Anschliessend wurden die DNAs, die fur die einzelnen
Apple-Domanen kodieren mit Bgl/ll und Xhol restringiert und gerichtet in den mit den
gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen modifizierten tPA Expressionsvektor
ZpL7(Ser478Ala) kloniert. Die fertigen Expressionskonstrukte wurden mittels DNA-
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Sequenzierung (MBI-Fermentas) Uberpruft und stimmen mit der publizierten
Sequenz des humanen FXI fehlerfrei Uberein. Die Konstrukte kodieren jeweils fur
Fusionsproteine, die aus mehreren Anteilen bestehen: Der N-Terminus wird von der
Signalsequenz des Gewebsplasminogen Aktivators (tPA) gebildet, die auch die
Sekretion der Konstrukte ins Kulturmedium bewirkt. Dann schlief3t sich die jeweilige
FXI-Apple-Einzeldomane (F1-F4), gefolgt von einem Abstandshalter aus sechs
Aminosauren an. Der Fusionsanteil, der den C-Terminus bildet, besteht aus den
Kringel Doméanen 1 und 2 und der katalytischen Kette des tPA, bei der jedoch das
Serin der katalytischen Triade gegen Alanin ausgetauscht wurde (Ser478Ala). Somit
weist der Fusionsanteil keine Proteasenaktivitat auf. Mit den Expressionskonstrukten
wurden BHK (Baby Hamster Kidney) Zellen stabil transfiziert und in 1 uM
Methotrexat kultiviert. Die Fusionsproteine wurden aus dem serumfreien
Zellkulturaberstand (Opti-MEM, Invitrogen) durch Affinitatchromatographie an Saulen
mit einem immobilisieren Antikorper gegen tPA aufgereinigt. Eluate wurden durch
PAGE und Silberfarbung auf Reinheit getestet und anschliessend die
Proteinkonzentrationen durch ein kommerzielles ELISA System fur tPA bestimmt
(Meijers et al., 1992a).

B 2.6 Rekombinante Expression von FXI, PPK und FXI/PPK-chimaren Proteinen
Rekombinante Proteine wurden in HEK293 Zellen sowohl mittels stabiler als auch
uber transiente Transfektionen dargestellt. Fur die Generierung der stabil mit
humanem FXI oder PPK bzw. dem FXI/P2 transfizierten Zellinien wurden die cDNAs
in den pJVCMV Vektor (Stratagene) kloniert, dieser mit Spel linearisiert und
anschliessend die Zellen durch Elektroporation transfiziert. Zellklone, die den Vektor
stabil ins Genom integriert hatten wurden durch 14-tagige Kultivierung mit G418 (150
ug/ml) selektiert. Da die rekombinanten Proteine von den HEK293 Zellen sekretiert
wurden, konnten sie mittels Affinitatschromatographie an Saulen mit an AffiGel10
immobilisiertem anti-FXI Antikorper aus Serum-freiem Kulturmedium (OptiMem,
Invitrogen) aufgereinigt werden. Zur Elution wurde 50 mM Tris-Glycin, pH 2.5
verwendet, das sofort durch 10x PBS neutralisiert wurde.

Im Unterschied hierzu wurden fir transiente Transfektionen die chimaren Konstrukte,
die durch ,overlap extension PCR" von Dr. D. Chung, Seattle, im Vektor pZEM
hergestellt worden waren erst komplett sequenziert und dann mit EcoR/ aus pZEM
restringiert und in den ebenfalls EcoR/ geschnittenen pcDNA3 Vektor (Invitrogen)
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kloniert. Mit den Konstrukten wurden dann HEK293 mit lipofectAMINE (Invitrogen)
entsprechend der Anleitung des Herstellers transfiziert. Nach 48 h wurden die
rekombinanten Proteine aus dem Zellkulturiberstand durch
Affinitatschromatographie mit anti-FXI Antikorpern aufgereinigt. Die Transfektionsrate
wurde durch Kontrolltransfektionen mit einem das Grun-fluoreszierende-Protein

kodierenden Vektor zu mehr als 40% bestimmit.

B 2.7 Expression und Aufreinigung des Plattchenfaktors Xl

Die cDNA, die fur den Plattchenfaktor XI, eine aus Megakaryozyten klonierte FXI-
Splicevariante FXI/AF2N kodiert, wurde von Prof. Dr. Peter Walsh, Philadelphia, USA
zur Verfugung gestellt. Die cDNA wurde in die EcoR/ Restriktionsschnittstelle des
pcDNA3 Vektors kloniert und HEK293 Zellen mit der lipofectAMINE-Methode
transient transfiziert. Nach 48 h wurden die Uberexprimierenden Zellen in 2-fachem
PBS resuspendiert, mit einem Proteaseinhibitorcocktail (10 pg/ml Sojabohnen
Trypsin Inhibitor, 10 pg/ml Benzamidin, 10 pyg/ml Leupetin und 0,1 mM Pefabloc SC)
versetzt und auf Eis durch kurze Ultraschallpulse fur 3 min lysiert. Die Zellsuspension
wurde anschliessend bei 20.000 x g fiir 10 min bei 4°C pelletiert und die Uberstéande
mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Hierzu wurden Saulen an denen anti-
FXI Antikorper (Antiserum AS199) Uber aktivierte Sepharose (AffiGel 10) gekoppelt
worden waren, verwendet. Nach ausgiebigem Waschen mit PBS wurden die Saulen
durch 1 M NaSCN entwickelt und das eluierte PL-FXI Protein erst gegen PBS
dialysiert und dann durch Gelfiltration an Sephadex 200 Saulen (Amersham) in PBS
umgepuffert und weiter aufgereinigt. Fraktionen die PL-FXI enthielten wurden durch
Immunoprint Analyse mit Antikdrpern gegen Apple Domane F4 identifiziert, vereinigt
und anschliessend durch einen Amicon Konzentrator (Auschluss 10 kDa)
aufkonzentriert. AbschlieRend wurden die Proteinkonzentrationen durch einen
,Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) bestimmt.

B 2.8 Proteinbestimmungen

Um die Konzentrationen der rekombinant exprimierten Proteine zu bestimmen,
wurde ein ,Sandwich® ELISA etabliert. Hierzu wurde ein polyklonales Kaninchen
Antiserum das durch Immunisierung mit humanem FXI| generiert worden war
(AS199) in einer Verdinnung von 1:1000 Uber Nacht bei 4 °C auf Mitrotiter Platten
immobilisiert (Nunc Maxisorp, Wiesbaden). Nach 6 x Waschen mit PBS wurden freie
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Bindungsstellen mit 1% BSA in PBS fur 45 min bei 37 °C blockiert. Anschlie3end
wurden serielle 1:2 Verdunnungsreihen der Zellkulturiberstande oder gereinigte
Proteine in PBS/BSA fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach weiteren 6 Waschschritten
wurde spezifisch gebundenes Protein nachgewiesen. Hierzu wurde im ersten Schritt
Antikorper gegen die leichten Ketten von PPK bzw. FXI (0,5 pug/ml PKL16 bzw. D7H,
1 h bei 37°C) verwendet und dann im zweiten Schritt die Antikorper durch
Meerrettich-Peroxidase konjugierte anti-Maus IgG Antikorper (0,5 pg/ml, DAKO,
Hamburg) detektiert. Der ,Sandwich® ELISA wurde photometrisch bei einer
Absorptionswellenlange von 405 nm mit einem ELISA-Reader (Dynatech) nach
Substratlosung aus 0,15% (w/v) Diammonium 2,2"-azido-bis-(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzthiazoline-6-sulfonat) (ABTS), 0,012% (v/v) H2O2 in 100 mM
Zitronensaure, pH 4,5, quantifiziert. Zur Eichung des ,Sandwich® ELISAs wurden
sowohl gereinigtes PPK und FXI als auch Uberstande von mit Kinin B1-Rezeptor
transfizierten HEK293 Zellen verwendet, die mit definierten Konzentrationen an PPK
oder FXI supplementiert worden waren. Alternativ wurden Konzentrationen von
rekombinanten Proteinen durch ,Biospecific-Interaction-Analysis® (BIA) mit einem
BlAcore-X (BlAcore, Freiburg) mittels Plasmonenresonanzspektroskopie bestimmt.
Hierzu wurden anti-PPK und anti-FXI Antikorper (AS176/AS199) an einen CM5
Sensor-Chip (BlAcore, Freiburg) mit dem ,Amine-Coupling-Kit“ nach der Vorschrift
des Herstellers gekoppelt. Uber eine so praparierte Chipoberflaiche wurde
Zelliberstand in einem konstanten Fluf® von 20 ul/ml gespult und die Assoziation fur
90 sec aufgezeichnet. Die Dissoziation der Protein-Antikorper Komplexe wurde fur
180 sec verfolgt. In dieser Zeit stromte nur PBS Uber die Chipoberflache und
transportierte abdissozierte Ligandenmolekile fort. Solche Assoziations-
Dissoziationszyklen wurden fiir serielle Verdiinnungsreihen der Uberstande (1:2,
Startkonzentration 100 pg/ml) durchgefuhrt. Die Kalibrierung der relativen
,Resonance-Unit“ Werte auf absolute Konzentrationen erfolgte mittels Uberstanden
von B1-Rezeptor transfizierten Zellen, die mit definierten Mengen PPK versetzt
worden waren. Ligandenmolekule die sich innerhalb der Dissoziationsperiode nicht
selbstandig abgelost hatten, wurden durch 30 ul einer 20 mM HCI abgewaschen. Die
Auswertung der Sensorgramme erfolgte mit dem Programm BlAevaluation 2.1
(BIAcore). Die durch Plasmonen Resonanz ermittelten Konzentrationen

unterschieden sich von denen aus dem Sandwich ELISA um weniger als 10%.
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B 2.9 Immunoprazipitation

HEK?293 Zellen wurden transient mit FXI, FXI/P2, oder PL-FXI kodierender cDNA im
pcDNA3 Vektor mittels lipofectAMINE transfiziert. Nach 48 h wurden die
uberexprimierenden Kulturen 2-mal mit PBS gewaschen und in Cystein/Methionin-
freiem DMEM 45 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Zellen metabolisch mit
100 pCi/ml [358]—Cystein/Methionin (Trans-label, ICN, Eschwege) 12 h bei 37°C
markiert. Die Kulturiberstande wurden dann abgenommen bei 2.500 x g 10 min
zentrifugiert und der Uberstand fir die Immunpézipitation eingesetzt. Adharente
Zellen wurden anschlieBend 3x mit PBS gewaschen und in 150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 0,1% SDS, 0,5% Deoxycholinsaure, 1% Nonidet NP-40, 10 ug/ml
Phenylmethylsulfonylfluorid (Roth) und 10 pg/ml Benzamidin-HCI (RIPA) unter
standigem leichten Schutteln 1 h bei 4°C lysiert und solubilisiert. Anschlielend wurde
das Zellysat bei 14.000 x g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand in ein
Schraubdeckelreaktionsgefaly uberfuhrt und darin 60 min bei 4°C mit 20 pl einer
Mischung aus aPPK- (AS176) und aFXIl- (AS199) Antikorpern, die an
Staphylococcus-A Zellen (Pansorbin, Calbiochem, La Jolla, USA) gekoppelt waren,
immunprazipitiert. Anschlie3end wurden die Mischungen bei 8.000 x g 2 min bei 4°C
zentrifugiert und die Prazipitate 4x mit RIPA resuspendiert und wieder zentrifugiert.
Die Immunprazipitate wurden dann in Probenpuffer aufgenommen und Uber eine
SDS-PAGE getrennt. Die Proteine in der Gelmatrix wurden mit Essigsaure fixiert, mit
Coomassie gefarbt, dann ausgiebig gewassert und mit 15% (m/v) Natriumsalicylat
(Merck, Darmstadst) als Szintillator 30 min bei RT inkubiert. Nach Trocknung bei 55°C
wurde mit den Gelen ein Fuji X-Ray Rontgenfilm innerhalb von 24 h bei -80°C
belichtet. Aullerdem wurden Immunoprazipitate nach SDS-PAGE und Elektrotransfer

durch Immunoprint Analyse mit den Antikorpern aP2 oder aF4 nachgewiesen.

B 2.10 /n vitro Bindungsassays fiir die HK FXI/PPK-Interaktionen

Alle Bindungen von HK und rekombinanten Konstrukten in vitro wurde mittels ELISA
an Maxisorp Mikrotiter Platten (Nunc, Wiesbaden) untersucht. Um die Interaktion von
HK mit Einzeldomanen zu analysieren, wurde 25 nM (3 pg/ml) HK in 100 mM NaCl,
pH 5,5 (,coating buffer”) iber Nacht bei 4°C adsorbiert, dann die HK-beschichteten
Platten 6x mit PBS gewaschen, freie Bindungsstellen mit 1% (w/v) BSA in PBS
blockiert und sie dann mit seriellen 1:2 Verdunnungreihen beginnend mit 500 nM (25
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pg/ml) von Einzeldomanen des FXI oder PPK als Fusionsproteine mit tPA 45 min bei
37°C in BSA/PBS inkubiert. Nach 6 Waschschritten mit PBS wurden gebundene
Einzeldomanen durch 13,3 nM (2 pg/ml) eines atPA Antikorpers (aus
Kaninchenserum) der gegen den gemeinsamen Fusionsanteil gerichtet ist, gefolgt
von einem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper gegen F.-Fragment
des Kaninchens (BioRad, Munchen) in 1:4000 facher Verdinnung und
Substratreaktion (0,15% (w/v) Diammonium 2,2 -azido-bis-(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS), 0,012% (v/v) H202 in 100 mM
Zitronensaure, pH 4,5) nachgewiesen. Die photometrische Bestimmung bei einer
Absorptionswellenlange von 405 nm erfolgte nach 30 min mit einem ELISA ,Reader”
der Firma Dynatech (Deppendorf).

Zur Untersuchung der Bindung von HK an Komplexpartner wurden 5 nM der
rekombinanten Konstrukte FXI, PPK, FXI/PPK chimarer Proteine oder Produkte aus
limitierten Proteolysereaktionen an Mikrotiterplatten immobilisiert und dann mit
seriellen 1:2 Verdunnungsreihen von biot-HK beginnend von 2 yM (240 pg/ml) in
PBS/BSA fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Gebundenes biot-HK wurde durch Streptavidin-
POD (1:4000, Roche) nachgewiesen und photometrisch nach Substratreaktion
quantifiziert.

Im reversen Ansatz wurde die Interaktion von FXI-Konstrukten an immobilisiertes HK
(4 nM = 4,8 pg/ml) analysiert. Hierzu wurden Mirotiterplatten mit HK beschichtet und
mit seriellen 1:2 Verdunnungsstufen von FXI oder PL-FXI (Startkonzentration jeweils
300 nM) inkubiert. Dann folgte 6,7 nM (1 pg/ml) der aFXI (AS 199) Antikorper, eine
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitantikdrper gegen Kaninchen—F. Fragment
und Substratreaktion. Am ELISA Reader wurden die gebundenen Konstrukte
photometrisch quantifiziert. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei 37°C fur 60 min in
PBS/BSA mit Ausnahme der Beschichtung die Uber Nacht bei 4°C durchgefiuhrt

wurde.

B 2.11 Verdrangungsexperimente

Die Interferenz von anti-FXI| Antikorpern und rekombinanten Konstrukten mit der HK-
FXI Komplex-Bildung wurde mittels eines kompetitiven ELISAs untersucht. Hierzu
wurde PPK mit einer konstanten Konzentration von 4 ug/ml (45,4 nM) auf die
Mikrotiterplatte beschichtet und 1 pg/ml (8,3 nM) biot-HK nach Waschen und
Blockieren mit seriellen 1:2 Verdunnungsreihen der Antikorper beginnend mit 1,2 yM
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(= 180 pg/ml), bzw. FXI Apple-tPA Konstrukten (Startkonzentration: 4 yM = 240
pg/ml) oder kompletten rekombinanten FXI bzw. PPK Proteinen (Startkonzentration 2
pMM) zusammen in PBS/BSA bei 37°C fur 1 h inkubiert. Nach 6x PBS Waschschritten
wurde gebundenes biot-HK durch Streptavidin-Peroxidase (1 pug/ml, Roche) und

Substratreaktion wie oben beschreiben nachgewiesen.

B 2.12 Scatchard-Analysen

Scatchard Analysen wurden zur Bestimmung von apparenten
Dissoziationskonstanten (Kp) und maximalen Bindungswerten (Bnax) fur Interaktionen
von HK an einzelnen rekombinanten Konstrukte durchgefuhrt. Hierzu wurde die
unspezifische Bindung von biot-HK in Gegenwart von 100-fachem Uberschuss von
unmarkiertem HK bestimmt. Die spezifische Bindung ergibt sich als Differenz der
absoluten und der unspezifischen Bindung. Die Auswertung der Bindungsdaten und
die Scatchard-Transformation wurde mit dem Programm Prism 2.0a (GraphPad
Software, San Diego, CA) auf einem Apple Macintosh errechnet. Die relativen Bnax
Werte fur die einzelnen PPK, PPK/F2, FXI/P2, und FXI/A2N Konstrukte variierten um
< 15% vom Bnax Wert der Bindung von HK an FXI, der zur als Standard gleich 100%
gesetzt wurde.
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C ERGEBNISSE

C 1 Bindung von HK an einzelne FXI Apple-Doméanen

Die Komplexbindung von FXI mit dem nicht enzymatischen Kofaktor HK wird durch
die schwere Kette des Zymogens vermittelt, die aus vier Apple-Domanen (F1-F4)
besteht (Tait and Fujikawa, 1987; Thompson et al., 1979). Um diejenigen Bereiche in
der schweren Kette von FXI zu kartieren, die die Bindung zu HK vermitteln, wurde
zuerst die Bindung von HK an einzelne FXI Apple Domanen untersucht. Hierzu
wurden mittels PCR einzelne Apple Domanen kloniert und BHK-Zellen mit den
Konstrukten stabil transfiziert. Diese Zellen sekretieren die einzelnen Apple
Domanen als Fusionsproteine mit einem modifizierten verklrzten
Gewebsplasminogenaktivator (tPA) ins Kulturmedium. Um eine unabhangige Faltung
der Apple Domanen von tPA Fusionsanteil zu ermdglichen, wurde ein Oligonukleotid,
das fur ein Peptid von sechs Aminosauren Lange kodiert, als Abstandshalter
zwischen beide Proteinteile kloniert. Die serumfreien Zelliberstande wurden
gesammelt und hieraus tPA-Apple Fusionsproteine mittels Affinitatschomatographie
an Saulen mit immobilisierten Antikorpern gegen den Fusionsanteil tPA aufgereinigt.
Nach mehreren Waschschritten wurden die spezifisch gebundenen tPA-Apple
Domanen mit einem 50 mM Glycin-Puffer, pH 2 von der Saule eluiert, das Eluat
neutralisiert und mittels SDS-PAGE mit nachfolgender Silberfarbung uberpruft
(Abbildung 3). Aus 50 ml Uberstand konnte so ca. 1 mg Protein mit einer Reinheit

von >95% gewonnen werden.

Abbildung 3: Expression von einzelnen
FXI Apple Doménen. Die vier FXI Apple
Doméanen wurden kloniert und in BHK
Zellen als Fusionsprotein mit tPA exprimiert.
Die Konstrukte wurden aus dem
Zelliberstand mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigt und
die Reinheit von je 100 ng (1,8 pmol) der
Domanen F1, F2, F3, F4 und
Fusionsprotein tPA alleine unter
reduzierenden Bedingungen mittels SDS-
PAGE und Silberfarbung tberpruift.

Mit einem direkten Festphasen Bindungsversuch wurde dann die relative Bindung
dieser einzelnen Apple-Domane zu HK bestimmt. Hierzu wurden Mikrotiterplatten mit
25 nM HK beschichtet und dann mit einer 1:2 Verdunnungreihe (beginnend mit
500 nM) der tPA-fusionierten Apple Domanen inkubiert. Spezifisch gebundene
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Fusionsproteine wurden durch ein Detektionssystem bestehend aus einem
monoklonalen Antikorper gegen den gemeinsamen Fusionsanteil und nachfolgend
einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Zweitantikorper (1 pg/ml = 6,7 nM) nach
Substratreaktion photometrisch quantifiziert. Hierbei fand sich eine relative
Reihenfolge der Bindungsaffinitat der einzelnen FXI| Apple Domanen zu HK
entsprechend F2 >> F4 > F1 >> F3 (Abbildung 4).

Abbildung 4: Vergleich der Bindung von HK
an einzelnen FXI Apple Domaénen.
Mikrotiterplatten wurden mit 25 nM tPA-FXI Apple
Doméanen (F1-F4) oder unfusioniertem tPA als
Kontrolle (schwarzes Dreieck) beschichtet und
dann mit 1:2 Verdinnungsreihen von HK (hdchste
Konzentration 500 nM, weifes Polygon) inkubiert.
Spezifisch gebundenes HK wurde mittels eines
Antikérpers gegen HK Doméane D3, die nicht an
der Bildung zu FXI beteiligt ist (HKH 13) und
Meerrettchperoxidase-konjugiertem Zweitanti-
korper detektiert und photometrisch 15 min nach
Substratreaktion quantifiziert. Die Saulen-
diagramme stellen Mittelwerte und Standard-
abweichungen von finf unabhéngigen Ex-
perimenten dar.

Die absolute Bindungsaffinitat der einzelnen Domanen zu HK kann aus der
graphischen Aufragung der Bindungskurven bei halbmaximalen Absorptionswerten
grob abgeschatzt werden. Hierbei ergibt sich ein Kp-Wert von 17 nM fur F2 und 300
bzw. 120 nM fur F4 und F1. Die Domane F3 bindet wie der als Negativkontrolle
eingesetzte Fusionsanteil tPA nicht spezifisch an HK (Kp > 100 uM, Abbildung 5).

Abbildung 5: Bindung von FXI Doméanen an
HK. Mikrotiterplatten wurden mit 5 nM HK
(weisses Polygon) uber Nacht beschichtet und
dann Bindung der vier tPA-FXI Apple Doméanen
(F1-F4) oder unfusioniertem tPA (schwarzes
Polygon) untersucht. Spezifisch gebundenes
tPA Fusionsprotein wurde mit einem anti-tPA
Antikérper und Meerrettchperoxidase-
konjugiertem Zweitantikérper detektiert und
nach Substratreaktion quantifiziert.
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In einem Bestatigungsexperiment konnte die relative Bindungsaffinitat von HK an
einzelne FXI Apple Domanen mit einem alternativen Ansatz bestatigt werden. Hierbei
wurden die einzelnen Apple Domanen an Mikrotiterplatten gebunden und
anschlielend die Bildung von biot-KH an diese immobilisierten Konstrukte
quantifiziert (nicht gezeigt). Dies zeigt, dass die Komplexformation unabhangig davon
ist, welcher Bindungspartner an Oberflachen fixiert vorliegt. Interessanterweise sind
die relativen Bindungsstarken von einzelnen FXI Apple Doméanen annahernd
identisch mit den entsprechenden Affinitdten von HK zu singulére Apple Domanen
des strukturell verwandten Zymogens PPK (P2 >> P4 > P1 >> P3 = tPA), die in
vergleichbaren Experimenten bestimmt worden waren (Renne et al., 1999).
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Apple Domane 2 die wichtigste
Domane fur die FXI/HK Komplexbildung darstellt.

C 2 Charakterisierung von monoklonalen Antikorpern gegen FXI und PPK

Um die Komplexbildung zwischen HK und FXI und PPK strukturell zu analysieren,
wurden monoklonale Antikorper eingesetzt. Hierzu wurden drei monoklonalen
Antikorpern, die gegen den humanen FXI generiert worden waren, von Dr. Joost
Meijers, Amsterdam, zur Verfugung gestellt. In Vorversuchen wurden zuerst mit Hilfe
der rekombinanten FXI-Einzeldomanen die Epitope der anti-FXI-Antikorper auf
einzelne Domanen mittels ,Western Blot" kartiert. Hierbei zeigt sich, dass je ein
Antikorper gegen Apple Doméane F1, F2 und gegen F4 gerichtet ist.
Dementsprechend wurde eine Nomenklatur, z.B. aF1 fur den Antikorper, der F1
erkennt, eingefuhrt, Abbildung 6A. Durch Immunoprint Analyse mit tPA-fusionierten
PPK-Einzeldomanen wurden analog die Epitope von 20 im Labor vorhandenen
monoklonalen anti-PPK Antikorpern, die in 4 Epitopklassen (A-D) unterteilt worden
waren (Hock et al., 1990), kartiert. Alle Antikorper der Klassen A, B und D erkannten
spezifisch die Apple Domane P4. Die drei Epitope (A, B, D) sind also auf dieser
Domane lokalisiert. Von den gegen P4 gerichteten Antikorpern wurde PKH1
ausgewabhlt, da dieser Antikorper effizient mit der PPK/HK Komplexbildung interferiert
(Renne et al., 1999) und entsprechen der eingefuhrten Nomenklatur als aP4
umbenannt. Das Epitop des Antikoper aP2, der als einziger AntikGrper der
Epitopklasse C angehort, wurde auf die Apple-Domane P2 kartiert. Antikorper aP1,
der gegen das Peptid PK31 aus P1 generiert worden war (Herwald et al., 1993),
erkannte auch rekombinante tPA-P1 Domane. Keiner der 20 anti-PPK Antikorper war
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gegen P3 gerichtet. Abbildung 6 fasst die Kartierung der anti-FXI und anti-PPK

Antikorper zusammen.

Abbildung 6: Epitopkartierung
von monoklonalen anti-FXI
und anti-PPK Antikérpern.
20 ng (0,36 pmol) der (A) FXI
Einzeldomanen F1-F4 und der
(B) PPK Einzeldomanen P1-P4
als tPA Fusionsprotein wurden
unter reduzierenden
Bedingungen im SDS-PAGE
aufgetrennt und die Epitope von
monoklonalen Antikérper, die
gegen die kompletten FXI bzw.
PPK generiert worden waren, im
,Western Blot* auf
Einzeldomanen lokalisiert. Die
Antikérper wurden dann
entsprechend der Domane, die
sie erkennen bezeichnet; z.B
erkennt aF1 die FXI Apple
Domane F1.

Wegen der hohen Sequenzhomolgie von 78% (58% ldentitat) (Chung et al., 1986)
und der konservierten Tertiarstruktur der beiden Zymogene wurden die
monoklonalen anti-FXlI und die entsprechenden anti-PPK Antikérper auf
Kreuzreaktivitat gegenuber PPK bzw. FXI im ,Western Blot* getestet.

Abbildung 7. Der monoklonale anti-PPK
Antikorper aP2 kreuzreagiert mit FXI. Je 20 ng
FXI' und PPK wurde unter reduzierenden
Bedingungen im Western Blot mit den
monoklonalen anti-PPK Antikérpern aP1, aP2 und
aP4 und den anti-FXI Antikérpern oF1, aF2, and
aF4 mittels ,Western Blot* analysiert. Detektion
erfolgte mittels Chemilumineszenz und
Schwarzung eines photographischen Filmes.
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Hierbei zeigt sich, dass der gegen PPK generierte Antikdrper aP2 auch FXI erkennt.
Im Gegensatz erkennen alle anderen untersuchten Antikdrper nur das Antigen,
gegen das sie erzeugt worden waren (Abbildung 7, vorige Seite).

Die Kreuzreaktivitat von aP2 mit FXI wurde weiter spezifiziert und untersucht, ob
aP2 auch an rekombinanten FXI-Apple Domanen bindet. Einzelne tPA-FXI-Apple
Domanen wurden unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE getrennt
und im ,Western Blot® mit aP2 untersucht. Der Antikdrper detektiert spezifisch tPA-

F2. Zu anderen FXI-Domanen besteht keine Kreuzreaktivitat (Abbildung 8).

Abbildung 8: Der monoklonale anti-PPK

Antikorper aP2 detektiert die F2 Domaéne

des FXI. 20 ng (0,36 pmol) FXI tPA-fusionierte

Einzeldomanen wurden im Western Blot unter

reduzierenden Bedingungen mit den aP2
Antikérper analysiert.

Mit diesen Experimenten wurde ein Satz von monoklonalen Antikorpern gegen FXI
bzw. PPK charakterisiert, der im Nachfolgenden zur Untersuchung des FXI/HK
Komplexes mit Kompetitionsexperimenten eingesetzt wurde. Dartber hinaus zeigen
diese Daten, dass das Epitop von aP2 in den Apple Domanen F2 und P2 konserviert

ist, was die strukturelle Ahnlichkeit zwischen FXI und PPK unterstreicht.

C 3 Die Apple Domane 2 beinhaltet die wichtigste HK-Bindungsstelle

Um die Bedeutung der einzelnen Apple-Domanen im Kontext des vollstandigen FXI-
Proteins fur die Komplexbildung mit HK weiter zu untersuchen, wurde
Kompetitionsexperimente durchgefuhrt. Hierbei wurde analysiert, wie monoklonale
Antikorper gegen FXI und PPK mit FXI um die Komplexbildung zu HK kompetitieren.
aP2 blockiert die Bindung von HK an FXI mit einem apparenten ICsy von 8 nM.
Hierbei ist dieser anti-PPK Antikorper sogar seinem anti-FX| Pendant aF2 Uberlegen,
der die FXI/HK Komplexbildung mit einem apparenten 1Cs, von 35 nM blockiert. Die
Antikorper aF4 und aoF1 inhibieren die Bindung von FXI an HK mit apparenten ICsg
Werten von 1 uM und 2 yM. Im Gegensatz dazu kdonnen aP4 und aP1 die FXI/HK
Komplexbildung auch bei Konzentrationen der Kompetitoren tUber 5 yM nicht
blockieren (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Antikérper blockieren die
FXI/HK Komplexbildung. Mikrotiter Platten
wurden mit 90,8 nM (8 pg/ml) FXI beschichtet
und dann mit 8,3 nM (1 pg/ml) biotinyliertem
HK und Antikérpern in seriellen 1:2
Verdinnungen inkubiert (Startkonzentration
1,2 yM = 180 pg/ml) aP1 (A), aP2 (O), aP4
(O), oF 1 (@), aF2 (A) und oF4 (M). Spezifisch
gebundenes HK wurde mittels Streptavidin-
POD detektiert und photometrisch
quantifiziert. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von drei
Kompetitionsexperimenten. Der schematische
Aufbau des Verdrangungsassays ist oben
rechts dargestellt. Das helle Polygon
entspricht HK, die Antikdrper sind durch ein
invertiertes Y symbolisiert.

In Erganzung zu den Antikorpern als Kompetitoren wurden auch die rekombinanten
FXI-Einzeldomanen in Verdrangungsexperimenten getestet. Hierbei stellten sich die
tPA-Apple-2-Doméanen als effektivste Kompetitoren dar. F2 und P2 blockierten die
FXI/HK Komplexbildung mit apparenten ICso Werten von 35 nM bzw 50 nM. Wie
auch bei den zugehdrigen Antikorpern waren Domanen F4 und F1 mit ICso Werten
von 1,3 yM und 4 uM deutlich schlechtere Kompetitoren. P4 and P1 konnten die
FXI/HK Komplexbildung nicht spezifisch blockieren, apparente ICso Werte von > 10
MM (Abbildung 10).

Abbildung 10: FXI/PPK Einzeldoménen
inhibieren die FXI/HK Komplexbildung.
Mikrotiterplatten wurden mit 90,8 nM (8 pg/ml)
FXI beschichtet und dann mit 8,3 nM (1 pg/ml)
biotinyliertem HK und tPA Fusionsproteinen
der singularen FXI und PPK Apple Domanen in
seriellen 1:2 Verdinnungen inkubiert
(Startkonzentration 4 yM = 240 pg/ml, P1 (A),
P2 (O), P4 (O), F1(A), F2 (@) und F4 (m)).
Spezifisch gebundenes HK wurde mittels
Streptavidin-POD detektiert und photometrisch
quantifiziert. Die Kompetitoren sind
schematisch oben durch die schwarze Raute
dargestellt.
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Diese Verdrangungsexperimente sowohl mit Antikorpern als auch mit rekombinanten
Einzeldomanen zeigen, dass der Domane F2 eine Schlusselfunktion fur die FXI/HK
Komplexbildung zukommt. Dartber hinaus zeigen die Verdrangungsexperimente und
die unerwartete Kreuzreaktivitat von aP2 mit FXI, dass dieser Antikorper als
molekulare Sonde fungieren kann, um damit die Bindung von HK an die Apple 2

Domanen von FXI und PPK genauer zu untersuchen.

C 4 Die Integritat der Apple Domane 2 ist essentiell fur die Bindung an HK

Im Verlauf der Kontaktphasenkaskade spaltet FXlla eine einzige Peptidbindung
(Arg371-Lys372) im PPK und generiert dabei enzymatisch aktives alpha-Kallikrein
(a-PKa). Die aus der Spaltung resultierende schwere und leichte Kette von alpha-
Kallikrein sind durch eine Disulfidbrickenbindung kovalent miteinander verknupft.
Nach langerer Inkubation (>24 h) spaltet sich a-PKa autokatalytisch in P2 (Lys140-
Ala141). Durch diesen zweiten Proteolyseschritt entsteht die beta-Kallikrein (B-PKa)
Form, die ebenso wie a-PKa enzymatisch aktiv ist, jedoch im Gegensatz zu PPK und
alpha-Kallikrein nur sehr schwach an HK bindet. Die HK-Bindungsfahigkeit der

Kallikrein Formen verlauft ebenso wie die Bindung von aP2 an die Proteine.

\ 4
V v

PPK P1 P2 P3 P4 Proteasendomane
\/

PPK/F2 P1 P3 P4 Proteasendomane
\Vi v

PL-FXI ---

schwere Kette leichte Kette ———

Abbildung 11: Schematische Darstellung der FXI-PPK Konstrukte. Die Domanenstruktur von
PPK, FXI und chimarer Proteinen. Hierbei sind PPK Domanen in weil® und FXI Doméanen in schwarz
dargestellt. PPK Apple Doméanen werden mit ,P“ und der Domanennummer bezeichnet. Im
Unterschied dazu bezeichnet ,F* eine FXI Domane. PL-FXI ist eine FXI-Splicevariante, die spezifisch
von Thrombozyten exprlmlert W|rd Diesem ,Plattchenfaktor* FXI fehlt durch alternatives Splicen Exon
5 das die Sequenz Ala”’ Arg in der N-terminalen Halfte von F2 kodiert. Schwarze Dreiecke
bezeichnen die FXlla Schnittstelle und wei3e Dreiecke die Schnittstelle, aus der f-PKa resultiert.
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PPK und alpha-Kallikrein nicht jedoch beta-Kallikrein werden von diesem Antikorper
im Western Blot und direkten Bindungsexperimenten erkannt (Renne et al., 1999).
Um die Rolle der Apple 2 Domanen von FXI und PPK fur die Komplexbildung mit HK
weiter zu untersuchen, wurden zwei chimare FXI/PPK-Konstrukte kloniert, bei denen
die Apple 2 Doméane zwischen den beiden Zymogenen ausgetauscht wurde
(Abbildung 11, vorige Seite). Zur Darstellung dieser beiden Chimaren, von PPK und
FXI wurden HEK293 Zellen mit den cDNAs der vier Konstrukten stabil transfiziert und
die sekretierten Proteine aus dem ZellUberstand mittels Affinitatschromatographie mit
polykonalen Antikorpern gegen FXI und PPK aufgereinigt. Die Reinheit der Proteine
wurden in der Silberfarbung nach SDS-PAGE auf >95% abgeschatzt.

Anschliellend wurden die Proteine mit aktiviertem Faktor Xl im molaren Verhaltnis
100:1 inkubiert und die Reaktionsprodukte unter reduzierenden Bedingungen in der
SDS-PAGE aufgetrennt und dann die mit unterschiedlichen apparenten
Molekulargewichten migrierenden Proteolyseprodukten mit Domanen-spezifischen
Antikorpern im ,Western Blot" identifiziert (Abbildung 12). Nach proteolytischer
Aktivierung entstehen aus PPK, das mit einem apparenten Molekulargewicht von
88 kD migriert beta-Kallikrein, das aus drei Polypeptiden besteht. Mit einem
Molekulargewicht von 37 kDa wandert die leichte Kette, die die enzymatische
Aktivitat beinhaltet. Die beiden Spaltprodukte der schweren Kette, das N-Fragment
(P1 und P2 bis Rest 140) und das C-Fragment (P2 ab Rest 141 bis A4 Rest 371)
fanden sich bei 25 bzw 31 kDa. Im Gegensatz dazu wird der FXI bei der Aktivierung
nur in zwei Fragmente gespalten und eine leichte Kette mit 33 kDa sowie eine
ungespaltene schwere Kette mit 49 kDa ensteht. Die Zymogenform FXI migriert, da
die Disulfidbricke zwischen den beiden F4 Domanen des dimeren Proteins reduziert
wurde, im Gel als Monomer bei 85 kDa. Das chimare Protein FXI/P2 verhalt sich
nach Aktivierung ahnlich wie PPK und eine Dreikettenform, bestehend aus der
leichten Kette (33 kDa), dem N-Fragment (28 kDa) und dem C-Fragment (31 kDa)
resultiert. Somit ist die EinfUhrung der P2 Domane in FXI ausreichend dafur, dass ein
Spaltmuster wie bei beta-Kallikrein resultiert. Im umgekehrten Falle fuhrte eine F2
Domane im PPK/F2 Konstrukt nach Aktivierung zu einem Fragmentmuster mit nur
zwei Spaltprodukten wie beim FXI (nicht dargestellt).
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Abbildung 12: Proteolytische Spaltung in der Apple Doméne P2 fiihrt zum Verlust der aP2
Bindung. Die Zymogen Formen PPK, FXI und FXI/P2 wurden mit FXlla fur 72 h bei 37°C aktiviert.
AnschlieBend wurden die Zymogene (-) und aktivierten Proteine (+) unter reduzierenden Bedingungen
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Abbildung A zeigt das Coomassie brilliant Blau gefarbte Gel. B.
Western Blot eines identischen Gels wie A auf Nitrocellulose mit 1 pmol/Spur Protein mit den anti-PPK
Antikérper aP2 (1 pg/ml) als primaren Antikérper. Die Positionen der Molekulargewichtsstandards in
kDa sind am linken Rand der Abbildung aufgezeichnet.

Mit diesen Proteolyseprodukten konnte dann die Frage beantwortet werden, welche
Konsequenz die Spaltung der Apple Domane P2 fur die Bindung des Antikorpers
aP2 hat, der die FXI/HK Komplexbildung blockiert. Im ,Western Blot" detektiert aP2
alle Zymogen Formen (PPK, FXI und FXI/P2). Von den Spaltprodukten wurde nur die
ungespaltene schwere Kette von FXla erkannt. Wenn Spaltung in P2 erfolgt, wird
keines der dadurch generierten Fragmente mehr von aP2 detektiert, wie bei den N-
und C-Fragmenten von FXI/P2 und PK zu sehen ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass
das Epitop von aP2 von einer intakten vollstandigen Apple 2 Domane gebildet wird.
Mit der Spaltung innerhalb dieser Domane geht auch die das Epitop des Antikorpers
verloren. Ausgehend von der Hypothese, dass das Epitop von aP2 zumindest partiell
mit der HK-Bindungsstelle in F2 Uberlappt, wurde die HK-Bindungsfahigkeit der
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Zymogene und der aktivierten Proteine in einem direkten Bindungsexperiment
bestimmt (Abbildung 13).

Abbildung 13: Proteolytische Spaltung in der Apple Doméne 2 reduziert die Bindung zu HK. Die
Zymogen Formen PPK, FXI und FXI/P2 wurden mit FXlla fir 72 h bei 37°C inkubiert und dann die
Bindung zu HK analysiert. (A) Hierzu wurden Mikrotiter Platten mit 5 nM (0,9 yg/ml) der Zymogene (-)
oder der aktivierten Proteine (+) beschichtet. Nach Inkubation mit biotinyliertem HK in einer seriellen
1:2 Verdinnungsreihe (Startkonzentration: 2 yM = 240 pg/ml) wurde spezifisch gebundenes HK mit
der Biotin-Streptavidin Peroxidase Technik detektiert. Das Piktogramm gibt den schematischen
Aufbau des Assays wider. Die Abbildung zeigt ein typisches Ergebnis aus einer Reihe von funf
Experimenten. (B) HK Bindung der aktivierten und unaktivierten Konstrukte. Die Daten sind aus A
abgeleitet und stellen die relative Bindung der Konstrukte nach 15 min an HK (20 nM) relativ zur
FXI/HK Binding (100%) dar. Mittelwerte und Standardabweichungen fir n=5.

Biotinyliertes HK band an die Zymogen Formen von Plasmakallikrein und Faktor Xl
hochaffin mit apparenten Dissoziationskonstanten von 10 bzw. 11 nM. Proteolytische
Spaltung in der Apple Domane P2 fuhrte zu einem Ruckgang der HK-Bindung um
mehr als das 25-fache auf Kp von 270 nM beim gespaltenen Kallikrein und einem Kp
Wert von 284 nM beim FXI/P2 Reaktionsprodukt. Im Gegensatz dazu wurde die HK-
Bindung von FXI nicht durch die Aktivierung durch FXlla verandert. Die
Zymogenform band mit einem Kp Wert von 19 nM und das aktive Enzym FXla mit Kp
= 20 nM, was andeutet, dass die Spaltung in die leichte und die schwere Kette nur
einen geringen Einfluss auf die Komplexbindung zu HK hat. Zusammengefasst in
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Abbildung 13B zeigen diese Daten, dass die Bindung von HK an Kallikrein im Verlauf
der Aktivierung erhalten bleibt, wohingegen sie beim FXI verloren geht. Dies besagt
aulBerdem, dass eine intakte Apple 2 Domane fur die Komplexbildung mit HK sehr
wichtig ist.

C 5 Charakterisierung des Plattchenfaktors Xl

Welche physiologische Bedeutung kommt dem Befund zu, dass hauptsachlich die
Domane F2 die Komplexbildung zwischen FXI und HK vermittelt? Als ideales Modell,
um die Funktion der F2 Domane weiter zu charakterisieren, bot sich der Plattenfaktor
Xl an. Hierbei handelt es sich um eine Splicevariante des FXI, die von
Megakaryozyten und somit auch von Thrombozyten exprimiert wird. Dieser Mutante
fehlt das Exon 5 und dadurch die N-terminale Halfte von F2 (Aminosauren Ala®'-
Arg'**, Abbildung 11). Im Gegensatz zum FXI aus Hepatozyten wird der Plattenfaktor
Xl nicht sekretiert und konnte an der Thrombozytenoberflache immunlokalisiert
werden (Hsu and Walsh, 1993; Hsu et al., 1998; Hu et al., 1998). Uber Funktion und
mogliche Unterschiede zu FXI ist bisher nichts bekannt.

Um den Plattenfaktor XI naher zu charakterisieren, wurde zuerst rekombinantes
Protein dargestellt. Dazu wurden HEK293 Zellen transient mit den cDNAs fur
Plattenfaktor XI (PL-FXI), FXI und FXI/P2 transfiziert und die Zellen mit [*>S]Cys/Met
metabolisch markiert. Nach 3 Tagen wurden die exprimierten Proteine mit
polyklonalen anti-FXI Antikérpers sowohl aus dem Uberstand als auch aus den in
RIPA Puffer lysierten HEK293 Zellen immunoprazipitiert. Das Prazipitat wurde in der
SDS-PAGE aufgetrennt und die rekombinanten Proteine mittels Autoradiographie
analysiert (Abbildung 14).

Abbildung 14: Expression der FXI
Splicevariante PL-FXI. HEK293
wurden transient mit pcDNA3Vektor
transfiziert, der die cDNAs von Wild-
type FXI, FXI/P2 oder PL-FXI
beinhaltet. Nach Transfektion wurden
die Zellen metabolisch mit [358]—
Cys/Met markiert und mittels anti-FXI
Antikérpern aus den Zelliberstanden
(linke Halfte) oder lysierten Zellen
(rechte Halfte) eine Immuno-
prazipitation durchgefihrt. Die
Prazipitate wurden mit SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt und durch
Autoradiographie visualisiert. Ein
typischer Film aus einer Reihe von 3
Experimenten ist gezeigt.

29



Ergebnisse

Wie erwartet, konnten sowohl der ,komplette“ FXI als auch FXI/P2, die beide mit
einem apparenten Molekular 80 kDa migrieren, aus dem Zellkulturiberstand
immunoprazipitiert werden. Dies zeigt, dass beide Proteine sekretiert werden. Im
Gegensatz dazu fand sich kein PL-FXI im Zelliberstand, was besagt dass diese FXI-
Splicevariante nicht sekretiert wird. PL-FXI findet sich ausschliellich assoziiert mit
Zellen und kann spezifisch mit einem apparenten Molekulargewicht von 73 kDa aus
dem Zellysat prazipitiert werden. Die genaue subzellulare Lokalisation von PL-FXI
wurde in Absprache mit Dr. Walsh nicht weiter untersucht. Die unterschiedliche
Sekretion der verschiedenen FXI-Formen ist nicht zelltypspezifisch. In
Kontrollexperimenten wurden COS-7 mit den Konstrukten transfiziert. Auch hier
werden FXI und FXI/P2 sekretiert und PL-FXI findet sich in der zellularen Fraktion
(nicht gezeigt).

Welche Konsequenz hat nun die Deletion der N-terminalen Halfte von F2 fur die
Bindung an den Antikorper aP2? Hierzu wurden Immunoprazipitate mit anti-FXI
Antikorpern aus unmarkierten transfizierten Zellen mit aP2 untersucht. Der
Antikorper detektiert FXI und FXI/P2 jedoch nicht PL-FXI (Abbildung 15). Das Epitop
von aP2 wird durch Deletion der N-terminalen Halfte von F2 zerstort. Dies korreliert
mit den Ergebnissen der Detektion von p-Kallikrein durch aP2, bei dem ein
proteolytischer Schnitt in der F2-homologen Region in P2 zum Verlust der Antikorper
Bindung gefuhrt hatte (Abbildung 12).

Abbildung 15: PL-FXI wird
nicht von aP2 erkannt. HEK293
wurden transient mit den cDNAs
fur Wild-type FXI, FXI/P2 oder
der plattchenspezifische
Splicevariante PI-FXI im
pcDNA3(+) Vektor transfiziert. 24
h nach Transfektion wurden die
Zelliberstanden (linke Halfte)
und lysierten Zellen (rechte
Halfte) mit P2 oder aF4 im
,Western Blot” unter
reduzierenden Bedingungen
analysiert. Ein typisches
Experiment einer Serie von 3 ist
dargestellt.
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PL-FXI kann jedoch mit aF4 detektiert werden. Dies zeigt, dass durch das
Herausspleissen des Exons 5 das Leseraster erhalten bleibt und bis auf die Deletion
in F2 ein FXI Protein synthetisiert wird, dessen F1, F3 und F4 Domanen mit dem
hepatischen seketierten FXI identisch sind. Wie verhalt sich nun diese
plattchenspezifische FXI Form bezuglich ihrer HK-Bindungsfahigkeit?

C 6 Bindung des Plattchenfaktors Xl an HK

Der monoklonale Antikorper aP2 hatte sich als molekulare Sonde zur Analyse der
FXI/HK Komplexbildung erwiesen. Dieser Antikorper inhibiert die Komplexbildung
und der Verlust seines Epitops durch den g-Kallikrein spezifischen Schnitt war bei
Kallikrein und FXI/P2 verbunden mit dem Verlust der HK-Bindungsfahigkeit. Da im
Plattchenfaktor Xl die Bindungsstelle(n) fur aP2 verloren gegangen waren stellte sich
die Frage, wie PL-FXI an HK bindet. Hierzu wurde ein direktes Bindungsexperiment
durchgefuhrt. Zur Darstellung des Proteins wurden HEK293 Zellen mit
Expressionsvektoren, die fur PPK, FXI, PPK/F2 und PL-FXI kodieren transient
transfiziert und nach 48h die rekombinanten Proteine durch
Affinitatschromatographie an Saulen mit anti-PPK und anti-FX| AntikGrpern
aufgereinigt. Bei PL-FXI wurden hierbei die Zellen zuerst durch einen hypotonen
Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,4) aufgeschlossen, die anderen Konstrukte konnten
direkt aus dem Zellkulturiberstand aufgereinigt werden. Eine besondere
Schwierigkeit stellte die Proteinbestimmungen der vier aufgereinigten Konstrukte dar.
Hierzu wurde sowohl ein ,Sandwich® ELISA als auch biospezifische
Oberflachenplasmonen Resonanzmessungen durchgefuhrt. AnschlieRend wurde
jeweils 1 ng Protein im ,Western Blot* mit den beiden Antikorpern aP2 oder aF4
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die Proteine entsprechend ihren errechneten
Molekulargewichten von 80 bzw. 73 kDa in der SDS-PAGE migrieren (Abbildung 16).

Abbildung 16: Detektion rekombinanter FXI Konstrukte durch aP2. HEK293 Zellen wurden mit
den cDNAs fir Wild-type FXI, PL-FXI, p33 (Kont, mitochondriales Protein als Negativkontrolle), Wild-
type PPK, PPK/P2 oder FXI/F2 im pcDNAS3 transfiziert und die rekombinanten Proteine mittels
Affinitdtschromatographie an Saulen mit gekoppelten aFXIl/aPPK Antikdrpern aufgereinigt. Je 1 pmol
der Proteine wurde mit SDS-PAGE aufgetrennt und im ,Western Blot“ analysiert. Hierzu wurden die
Antikérper aP2 fur PPK, die Kontrolle und chimeren Proteine verwendet. Fiir FXI und PL-FXI wurde
der aF4 Antikoérper eingesetzt. Detektion erfolgte durch Chemilumineszenz und Schwarzung eines
photographischen Films.
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AnschlieRend wurde die Bindung von HK an die so gewonnen rekombinanten
Proteinen bestimmt. Hierzu wurden diese Konstrukte in einer seriellen 1:2
Verdinnungsreihe an Mikrotiterplatten immobilisiert und die Bindung von
biotinyliertem HK photometrisch nach Substratreaktion gemessen (Abbildung 17).

Abbildung 17: HK Bindung an
rekombinante FXI Konstrukte.
HEK293 Zellen wurden mit den cDNAs
fur FXI, PL-FXI, Maltose-bindendes
Protein (Kont), PPK, PPK/P2 oder
FXI/F2 transfiziert und die
rekombinanten Proteine mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
(A) Mit 5 nM der isolierten PPK (O), FXI
(A), Kontrolle (Kont,O), FXI/P2 (@),
PPK/F2 (A) oder PL-FXI ('¥) Proteine
wurden Mikrotiterplatten beschichtet.
Anschliefend wurde die Bindung von
biotinyliertem HK, das in einer seriellen
1:2 Verdinnungsreihe mit der hdchsten
Konzentration 2 yM inkubiert wurde,
bestimmt. Spezifisch gebundenes HK
wurde nach Substratreaktion
photometrisch quantifiziert. Alternativ
wurde HK (4 nM) immobilisiert und das
Protein mit 1:2 Verdinnungen von FXI
und PL-FXI ab einer Startkonzentration
von 300 nM inkubiert (Insert).

HK band an immobilisiertes PPK und FXI/P2. Aus der Ligandenkonzentration bei
halbmaximaler Absorption wurden die apparenten Dissoziationskonstanten (Kp = 10
+ 3 nM und 11 = 3 nM) abgeschatzt. Wenn die P2 Doméane des PPK gegen F2
ausgetauscht wurde, fuhrte dies zum Abfall der HK-Bindungsfahigkeit des PPK/F2
Chimar (Kp = 18 £ 5 nM). Diese Bindungsstarke entspricht etwa der des FXI (Kp = 19
+ 5 nM). Ein noch starkerer Abfall der HK-Bindungsfahigkeit ist mit der Deletion des
N-termialen Teils der F2 Domane verbunden. HK band an PL-FXI mit einem
apparenten Kp Wert von 107 + 19 nM, also 5-fach schwacher als an FXI. Jedoch hat
auch PL-FXI noch eine spezifische Affinitat zu HK, die weit Uber der unspezifischen
Bindung (Bindung an MBP Kontrolle) liegt. Dies zeigt, dass neben F2 noch andere
Bereiche der schweren Kette an der Bindung zu HK beteiligt sind. Um die Spezifitat
der Bindung von HK an die FXI/PPK Konstrukte weiter zu charakterisieren, wurde die
Bindung von HK an immobilisierten FXI und PL-FXI also in einem ,inversen® Ansatz
bestimmt. Hierbei zeigte sich ebenfalls, dass HK deutlich schwacher an PL-FXI als
an FX| bindet. Somit scheint eine Anderung der Konformation durch die
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Immobilisierung jeweils eines der beiden Komplexpartner nur einen unwesentlichen

Einfluss auf die Bindung auszuuben.

Um die in direkten Bindungsversuchen gefundenen Bindungsstarken zu uberprifen,
wurde ein Kompetitionsexperiment angeschlossen und gemessen, wie die
verschiedenen FXI/PPK Konstrukte die Komplexbildung zwischen HK und FXI
inhibieren. Hierzu wurde FXI an Mikrotiterplatten immobilisiert und biotinyliertem HK
anschlieend zusammen mit 1:2 Verdunnungsreihen (Start bei 2 yM) der Konstrukte
inkubiert. Das spezifisch an FXI gebundene biot-HK wurde dann photometrisch
bestimmt. Die beiden Proteine PPK und FXI/P2, die eine komplette P2 besitzen,
blockierten die Komplexbildung zwischen HK und FXI mit apparenten ICso Werten
von 9 bzw. 10 nM. Wenn die P2 Domane wie bei PPK/F2 und FXI| gegen F2
getauscht wurde sank damit die apparenten ICsy Werte auf 27 nM bzw. 29 nM ab.
Diese beiden Proteine stellten also schwachere Kompetitoren dar. Einen noch
starkeren Verlust der Kompetitionskraft war mit der Deletion innerhalb der F2
Domaéane verbunden. PL-FXI zeigte nur einen ICsq Werte von 312 nM. Das Konstrukt
ist also etwa ein 8-fach schwacherer Kompetitor als FXI (Abbildung 18).

Abbildung 18: FXI
Konstrukte kompetitieren
um die Bindung von HK an
FXI. Mikrotiterplatten wurden
mit 45,5 nM FXI beschichtet
und mit einer konstanten
Konzentration an
biotinyliertem HK (8,3 nM)
und abfallenden
Konzentration (1:2
Verdiinnungsreihe von 2 uM)
an PPK (O), FXI(A), p33
(Kont, O), FXI/P2 (@ ),
PPK/F2 (A) oder PL-FXI (V)
inkubiert. AnschlieRend
wurde die Bindung von
biotinyliertem HK
photometrisch nach
Substratreaktion bestimmt.
Die Abbildung zeigt ein
typisches Bindungs-
experiment aus einer Serie
von 3 Versuchen.
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Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass die Apple 2 Domane die wichtigste
Bindungsstelle fur HK beinhaltet und dass der PL-FXI, dem ein Teil dieser wichtigen
Domane fehlt, nur sehr schwach an HK binden kann.
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D DISKUSSION

D 1 Funktion von FXI und FXI/HK Komplexe bei der Fibrinbildung

HK liegt im Plasma als bimolekularer Komplex mit FXI oder PPK vor (Bouma et al.,
1983b; Fujikawa et al., 1986; Mandle et al., 1976). Die Zymogene der Serinproteasen
binden mit so hoher Affinitat (Kp<10 nM) an HK, dass der Komplex auch nach
Anlagerung auf Zelloberflachen bestehen bleibt (Henderson et al., 1994). HK nimmt
bei der Bindung des Komplexes an Zelloberflachen die Funktion eines
Ankerproteines ein und dockt Uber seine zwei Zellbindungsstellen in Domane D3 und
D54 an Proteoglykane (Renne et al., 2000). Hierbei bilden die langen in Gefaldlumen
reichenden Heparan- und Chondroitinsulfate Seitenketten repetitive Bindestellen fur
HK Komplexe aus (Renne and Mduller-Esterl, 2001). Dadurch resultiert eine
Anreicherung von PPK und FXI an der Zelloberflache und eine lokale Assemblierung
aller Proteine des Kontaktphasensystems auf Zellen des kardiovaskularen Systems
(Herwald et al., 1996a; Motta et al., 1998). Die Funktion der HK-Komplexbildung liegt
fur PPK auf der Hand. Die BK-generierende Protease setzt das mit einer
Halbwertszeit von unter 20 sec im Plasma sehr kurzlebige BK in raumlicher
Nachbarschaft zu seinen Rezeptoren frei (Cochrane and Revak, 1980). Nur durch
die enge raumliche Nahe vom Ort der BK Generierung zum BK Rezeptor besteht
eine ausreichende Wahrscheinlichkeit, dass das Peptidhormon effektiv wirken kann
und nicht vorher durch Kininasen wie Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE)
abgebaut wird (Jaspard et al., 1993). Im Gegensatz zu PK ist die physiologische
Funktion der Komplexbildung zwischen HK und FXI bisher nicht komplett verstanden.
Im Plasma erhoht die Komplexbildung der beiden Proteine ihre Stabilitat und somit
ihre Halbwertszeit in der Zirkulation. Bei Menschen geht ein schwerer hereditarer HK
Mangel mit partieller Defizienz an FXI und PPK einher (Cheung et al., 1993). Auf
Zelloberflachen ist HK an der Aktivierung von FXI beteiligt, jedoch ist der genaue
molekulare Hintergrund bislang unklar. Fur die FXla-initiierte Thrombinbildung war
die Rolle des FXI/HK Komplex insbesondere schwierig zu verstehen, da selbst die
komplette Defizienz von HK das Blutungsrisiko nicht erhoht. In Gegensatz dazu ist
aber FXI Mangel mit einer gesteigerten Blutungsneigung assoziiert (Bauer et al.,
1990; Pugh et al., 1995). Dieser vermeindliche Widerspruch wurde erst in den letzen
Jahren aufgeklart. Zwar verstarkt HK die Bindung von FXI| an ruhende
Thrombozyten, wo das Zymogen dann rasch zur aktiven Protease FXla aktiviert
werden kann (Baglia and Walsh, 2000; Gailani et al., 2001a; Ho et al., 2000), aber
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auch Prothrombin kann FXI an die Plattchenoberflache binden und so einen HK
Mangel kompensieren. Dies erklart, weshalb die HK Defizienz im Gegensatz zu
einem schweren FXI Mangel das Blutungsrisiko nicht erhoht (Baglia and Walsh,
1998). Bei Menschen ist FXI-Defizienz mit einem milden Blutungsphanotyp
(Hamophilie C, Rosenthal Syndrom) assoziiert, die hauptsachlich nach Verletzungen
insbesondere der Schleimhaute klinisch wichtig sein kann. Interessanterweise
besteht jedoch keine Korrelation zwischen der Schwere der hamorrhagischen
Diathese und dem FXI Spiegel bzw. seiner Aktivitat (Asakai ef al., 1991; Hancock et
al., 1991; O'Connell, 2003). Dieser Widerspruch deutet an, dass die mit FXI-Mangel
assozierte Blutungsneigung nicht ursachlich durch den FXI-Defekt verursacht wird.
Moglicherweise sind mit FXI-koseggregierende Genprodukte beteiligt, die durch
bisher unidentifizierte Mechanismen wie z.B. GefalRwandeffekte oder Fibrinolyse zur
Blutungsneigung beitragen. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese ist die
Deletion des FXI Gens in der Maus nicht mit einem schwerwiegenden
Blutungsphanotyp assoziiert. FXI-null Mause sind fertil und makroskopisch
ununterscheidbar von Wild-type Geschwistertieren (Gailani et al., 1997).

Im Gegensatz zur klinisch eher untergeordneten Funktion von FXI bei der Blutstillung
(Hamostase) gibt es experimentelle Hinweise darauf, dass die FXI-getriebene
Fibrinbindung eine essentielle Funktion bei der Thrombusbildung einnimmt. Auf
aktivierten Thrombozyten scheint FXI ohne HK an GP Ib binden zu konnen (Baglia et
al., 2002). Diese direkte Interaktion von Faktoren der intrinsischen Kaskade mit
aktivierten Thrombozyten stellt eine wichtige Verbindung zwischen primarer und
sekundarer Hamostase dar und ist die molekulare Erklarung fur die Verkurzung der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT, ein Gerinnungstest fur die intrinsiche
Kaskade) in Gegenwart von aktivierten Thrombozyten (Walsh, 2004; Walsh and
Griffin, 1981). Aktuelle Ergebnisse mit Mausmodellen mit Defekten in der
intrinsischen Gerinnungskaskade zeigen die in vivo Relevanz dieses Befundes. In
experimentellen Thrombosemodellen bei Mausen, zeigt sich, dass FXII und FXI
essentiell fur die pathologische Thrombusbildung sind. Ein Mangel an FXI reduziert
die Thrombusstabilitat und fuhrt zur defekter Thrombusbildung in arteriellen Gefallen
(Renne et al., 2005a; Rosen et al., 2002). Dieser Schutz vor arteriellen Thrombosen
ist nicht nur auf klassische Thrombosemodelle beschrankt, bei denen die Gefallwand
entweder mechanisch oder chemisch durch FeCls-induzierte Radikalbildung
geschadigt wird. Auch in Schlaganfallmodellen sind FXI-null Mause erheblich

36



Diskussion

geschutzt. Nach transientem Verschluld der mittleren Zerebralarterie (tMCAO Modell)
ist der ischamische Gewebsschaden und die pathologische Fibrinbildung bei FXI™
Mausen im Vergleich zum Wild-type erheblich reduziert (Kleinschnitz et al., 2006).
Bei Kaninchen und Primaten blockiert eine Inhibition der FXI Aktivitat durch
Antikorpern die arterielle Thrombusbildung (Gruber and Hanson, 2003; Minnema et
al., 1998). Ganz aktuelle Daten zeigen, dass auch die vendse Thrombusbildung bei
Mausen mit FXI Mangel erheblich gestort ist. Nach Stase in der Hohlvene bilden sich
bei FXI-defizienten Tieren signifikant weniger und kleinere Thromben aus (Wang et
al., 2006). Dieser schwere Defekt dokumentiert, dass die Aktivierung der
intrinsischen Kaskade und Thrombinbildung auf oder zumindest in unmittelbarer
Nahe zur Oberflache von aktivierten Thrombozyten ein wichtiges Element bei der
Bildung und Stabilisierung von dreidimensionalen Thromben darstellt. Klinisch sind
erhohte FXI Spiegel ein wichtiger Risikofaktor fur tiefe Beinvenenthrombosen
(Meijers et al., 2000). Im umgekehrten Fall scheint im arteriellen Gefalden ein
erniedrigter FXI| Spiegel beim Menschen nicht mit einem protektiven Effekt bei
gefallokklusive myokardialen Ereignisse assoziiert zu sein (Salomon et al., 2003).
Ganz aktuelle Daten zeigen hingegen, dass die komplette FX| Defizienz einen
erheblichen Schutz vor ischamischem Insult bewirkt. In der israelischen Bevolkerung
traten bei 117 Menschen mit kompletter Defizienz (FXI<1%) nur einmal ein
Schlaganfall auf. Bei der alters- und geschlechtsangepassten Kontrollpopulation
jedoch in 14 Fallen (Solomon, personliche Mitteilung). Der molekulare Mechanismus
uber den FXI zur Thrombusbildung beitragt ist nicht abschlieRend geklart. FXI kann
sowohl die Fibrinolyse, Uber den Trombin-aktivierbaren Fibrinolyse Inhibitor (TAFI)
herunterreguliert als auch die Fibrinbildung Uber FIX steigern (Minnema et al., 1998).
Daher ist nicht klar, ob die defekte Thrombusbildung durch Inhibition von FXI auf
einem anti-koagulatorischen oder einen pro-fibrinolytischem Mechanismus beruht.

D 2 Vergleich der FXI und PPK Komplexe mit Kininogen

Trotz ihrer unterschiedlichen physiologischen Funktionen weisen PPK und FXI
Gemeinsamkeiten auf. So sind die Primarsequenzen der Proteine zu 58% identisch
und beide Zymogene weisen eine Ubereinstimmende Domanenorganisation auf
(Chung et al.,, 1986; McMullen et al., 1991a; McMullen et al., 1991b).
Charakteristisch fur die beiden Plasmaproteine sind ihre Apple Domanen. Diese

Domanen existieren bei Saugern nur in den beiden Plasmaproteinen und finden sich
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daruber hinaus nur im EtMIC 5 Protein des Parasiten Eimeria tenella. EIMIC 5 ist bei
der Adhasion und Invasion des Parasiten in Wirtszellen beteiligt, was auf eine
konservierte Funktion im Bereich von Entzindungsprozessen und Infektabwehr fur
Apple Domanen hindeutet (Brown et al., 2000; Brown et al., 2001). In der Tat ist bei
Mausen, die defizient an FXI und an Plasminogen sind, eine inflammatorische

Infiltration der Lunge zu beobachten (Cheng et al., 2005).

Humaner FXI ist das Produkt eines Gens auf dem distalen Ende des langen Arms
von Chomosom 4 (4g35) aus 15 Exonen von einer Grof3e von 23 kbp (Asakai et al.,
1987). Die Homologie zwischen FXI und PPK liegt in der Organisation ihrer Gene
begrundet. Beide Gene bestehen aus 15 Exonen und haben identische Exon-Intron
Grenzen. Beim Menschen liegen beide Gene auf dem distalen Ende des langen
Arms von Chromosom 4 und weniger als 10 kb voneinander getrennt (Asakai et al.,
1987; Beaubien et al., 1991). Diese genomische Nachbarschaft legt nahe, dass die
Gene das Produkt einer Genduplizierung sind und evolutionar von einem

gemeinsamen Vorlaufergen abstammen (Beaubien et al., 1991).

Trotz der vielen strukturellen Gemeinsamkeiten zwischen PPK und FXI legten alle
publizierten Daten nahe, dass sich die beiden Zymogene bezuglich ihrer Bindung an
HK unterscheiden (Baglia et al., 1990). Die HK Bindungsstelle im FXI| wurde mittels
Kompetitionsexperimente mit Peptiden aus der Sequenz der schweren Kette von FXI
lokalisiert. Hierbei zeigte sich, dass Aminosausereste der F1 Domane zwischen
Phe®® bis Ser® die Bindung an HK vermitteln. Im Gegensatz zu Peptiden aus zu F1
blockierten Peptide aus den anderen drei Apple Doméanen (F2-F4) die FXI/HK
Komplexbildung nicht (Baglia et al., 1990). Auf Grund der sehr hohen Homologie
zwischen PPK und FXI war wenig verstandlich, wieso die HK Bindungsstellen der
beiden Zymogene unterschiedlich sind. Mittels PPK-Apple Einzeldomanen oder PPK
Deletionsmutanten, denen einzelne Apple Domanen fehlten und FXI/PPK chimaren
Proteine konnte die P2 Domane als wichtigste Interaktionsstelle fur HK lokalisiert
werden (Renne et al., 1999). Der zentrale Bereich in P2 wird flankiert von den
Doméanen P1 und P4, wohingegen P3 keinen Anteil an der diskontinuierlichen HK-
Bindungsstelle besitzt (Herwald et al., 1993; Herwald et al., 1996b). Unabhangig
davon konnte die Bedeutung von P2 fur die PPK/HK Komplexbildung auch durch
Verdrangungsexperimente mit anti-PPK Antikdrpern bestatigt werden. Im Vergleich

38



Diskussion

der Antikorpern gegen alle PPK Apple Domanen blockieren Antikorper gegen P2 am
effizientesten die Bindung zu HK (Renne et al., 1999). Die Ergebnisse dieser Studie
unterstutzen die hier vorliegende Arbeit, die demonstriert dass bei FXI die F2
Doméane am wichtigsten fur die Binding zu HK ist. Zusammengenommen zeigt sich,
dass die FXI und PPK ahnlich an HK binden, und dass jeweils die Apple Domane 2
die wichtigste Bindestelle beinhaltet. Unsere Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit
den Inhibitionsexperimenten mit FXI Peptiden. Zwar zeigen beide Ansatze, dass
Sequenzen aus der F1 Domane fur die Komplexbildung wichtig sind, aber Peptide
aus den Domanen F2 und F4 kompetieren nicht mit der FXI/HK Bindung (Baglia et
al., 1990). Die molekularen Ursachen hierfur sind nicht vollig klar, jedoch ist es
moglich, dass die Peptide nicht in der korrekten Konformation vorlagen. Dies
erscheint wahrscheinlich, da die Konformation der Apple Domanen durch drei (F2)
bzw. vier (F4) Disulfidbrucken komplex ist und moglicherweise sogar gespannt
vorliegt (McMullen et al., 1991a; McMullen et al., 1991b), was durch kurze lineare
Peptide nur schwer =zu imitieren ist. Ergebnisse von Peptid-
verdrangungsexperimenten bei PPK bestarken diese Hypothese. Auch beim PPK
kompetitieren Peptide aus P2 nicht mit der PPK/HK Komplexbildung (Renne et al.,
1999). Diese Diskrepanzen zwischen Studien mit Peptiden und Ergebnissen, die auf
groReren rekombinant dargestellten Proteinen basieren, zeigt ein generelles Problem
beim Modellieren von Proteinen mit komplexen Tertiarstrukturen durch Peptiden.
Diese Problematik ist nicht auf Interaktionen von FXI mit HK beschrankt. Durch
Peptide wurde die Faktor IX Bindungsstelle im FXI in der Domane F2 lokalisiert
(Baglia et al., 1991), wohingegen Arbeiten, die FXI/PPK chimare Proteine und
Alanin-Substitutionsmutanten des FXI verwendeten ubereinstimmend zeigen
konnten, dass Domane F3 die Interaktion zum FXI Substrat vermittelt (Sun et al.,
1999). Aber auch bei Fusionsproteinen sind Einschrankungen zu beachten. So kann
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass der tPA Fusionsproteinanteil mit
50 kDa nicht sterisch die Interaktion der sehr viel kleineren Apple Doméane (10 kDa)
mit HK blockiert. Um dieses Problem zumindest teilweise zu minimieren, wurde hier
einen Abstandshalter von 6 Aminosaure Lange zwische tPA und die jeweilige Apple
Domane kloniert, wodurch sich beide Anteile voneinander entkoppelt werden und
sich relativ unabhangig voneinander anordnen konnen (Meijers et al., 1992b). Da
auch durch einen unabhangigen Ansatz, der auf Kompetition durch monoklonale
anti-FXI Antikorper basiert, die gleiche relative HK-Bindungsaffinitat von einzelnen
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FXI Domanen gefunden wurde (Abbildung 9) spricht vieles daflr, dass der tPA
Fusionsanteil die Bindung von FXI-Einzeldomanen an HK im Vergleich zu Apple
Domanen im intakten FXI Protein nicht wesentlich verandert.

Aktiver Faktor XlIl (FXlla) spaltet PPK rasch, wodurch eine enzymatisch aktive
Zweikettenform entsteht, die a-PKa genannt wird. Bei langerer Inkubation (72 h,
37C°) wird diese weiter prozessiert und in der P2 geschnitten und die Dreikettenform
B-PKa entsteht. Die enzymatische Aktivitat von a-PKa und p-PKa ist ahnlich (Colman
et al., 1985), aber 3-PKa bindet mehr als 20-fach schlechter an HK als a-PKa oder
PPK (Abbildung 13). Dies konnte funktionelle Bedeutung haben. Da Kallikrein Uber
HK an kardiovaskulare Zellen bindet bedeutet ein Verlust der Bindung an das
Adapterprotein, dass [-PKa von Zellen abdissoziiert. Daher hat die Prozessierung
von Kallikrein durch FXlla zwei Funktionen. FXlla aktiviert die Proteasenvorstufe und
kann ihre biologische Wirkung auch terminieren, indem es die aktive Protease von
von ihrem Substrat HK und so von der Zelloberflache ablost. In der vorliegenden
Arbeit, konnten wir zeigen, dass FXI zwar durch FXlla aktivierbar ist, im Gegensatz
zu PK wird aber FXla nicht weiter in der Domane F2 prozessiert und der FXla/HK
Komplex bleibt bestehen. Funktionell bedeutet dies, dass die durch FXla getriebene
Fibrinbildung langer ablaufen wird, wenn sie aktiviert ist. Somit bestimmt der
strukturelle Unterschied von FXI und PK in den Apple 2 Domanen maglicherweise
eine physiologische Funktion der Systeme: schnelle Abschaltung des
Entzindungsmediators BK aber langer ablaufende Gerinnungsaktivierung und
Fibrinbildung. Es ist weiterhin denkbar, dass dieser zeitliche Unterschied auch dafur
verantwortlich ist, dass nicht immer wenn FXlla die Gerinnung aktiviert gleichzeitig
auch eine BK vermittelte Entzundungsreaktion auftritt (Becker et al., 1980; Renne et
al., 2005a).

D 3 Biochemie und Funktion des Plattchenfaktors Xl

In der Arbeitsguppe von Dr. Peter Walsh, Philadelphia, wurde in den letzten Jahren
ein Splicevariante der FXI mRNA beschrieben und kloniert. Dieser Mutante fehlen
die Reste Ala-Arg"** in der C-terminalen Halfte der F2 Doméne, die vom Exon 5
kodiert werden (Hsu et al., 1998). Basierend auf FACS Experimenten konnte gezeigt
werden, dass diese FX| Mutante auf Thrombozyten exprimiert wird, worauf sich ihr
Name als ,Plattchenfaktor XI“ begrindet (Hsu and Walsh, 1993). Interessanterweise
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scheint die Expression des Plattchenfaktor XI unabhangig von der des FXI im
Plasma zu sein und so zumindest partiell eine Defizienz des ,Plasma-Faktors XI*
kompensieren zu kdnnen (Hu et al., 1998). Der zugrunde liegende Mechanismus, der
fur die differentielle Expression der beiden Produkte des einen humanen FXI Gens
zugrunde liegt, ist bislang unbekannt. Mdglicherweise bietet der Plattchenfaktor Xl
eine Erklarung, fur die sehr variablen Blutungsneigungen bei FXI Mangel. Es wurde
beschrieben, dass Plattchenfaktor XI mit Thrombozyten assoziiert ist (Hu et al.,
1998). Ob das Protein die Phospholipidmembran durchspannt oder uUber einen
Rezeptor auf Thrombozyten gebunden wird ist bislang nicht bekannt. Unsere
Strukturvorhersagen mit den Softwarepaketen DNAstar und Jemboss zeigen, dass
Plattchenfaktor Xl keinen klassischen die Membran durchspannenden Bereich
besitzt also eher indirekt an die Thrombozytenoberflache gebunden ist. Initiale Daten
zeigten, dass der Plattchenfaktor XI als Homo-Tetramer aus identischen 50-55 kDa
Untereinheiten vorliegt und unter nicht reduzierenden Bedingungen mit einem
apparenten Molekulargewicht von 220 kDa in der SDS-PAGE migriert (Lipscomb and
Walsh, 1979; Tuszynski et al., 1982). Im Gegensatz dazu hat der von uns in HEK293
Zellen rekombinant exprimierte Plattchenfaktor XI ein Molekulargewicht von 73 kDa
(Abbildung 14). Diese Masse stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht
uberein, dal® sich aus der Differenz des 80 kDa FXI, dem die von Exon 5 kodierten
53 Aminosauren fehlen, ergibt. Der Plattchenfaktor Xl liel3 sich durch transienter
Transfektion mit einem CMV-getriebenen starken Promotor nur in sehr geringen
Mengen in Zellen darstellen. Im Gegensatz zu ,komplettem® FXI wird der PL-FXI
nicht sekretiert, obwohl er das gleiche Signalpeptid besitzt. Die sehr geringe
Expressionshohe des Konstruktes, die Diskrepanz zwischen beschriebenen und
nach der cDNA zu erwartendem apparentem Molekulargewicht und die nicht
vorhandene Sekretion werfen Zweifel auf, ob der Plattchenfaktor Xl in vivo Gberhaupt
existiert. In Thrombozyten konnte keine mRNA fur die FXI Splicemutante
nachgewiesen werden (Martincic et al., 1999) und die Klonierung der PL-FXI cDNA
erfolgte aus einer Lymphozytentumorzelline (CHRF-288-11), bei der unphysiolgische
durch Tumortransformation bedingte DNA Veranderungen vorkommen. Zudem ist
bei Patienten bekannt, dass schon einzelne Aminosaureaustausche in der von Exon
5 kodierten Sequenz zur Defizienz des FXI im Plasma fuhren (Imanaka et al., 1995;
Mitchell et al., 2006), was nahe legt, dass der komplette Verlust von Exon 5 zum

Verlust der Expression fihren wird. Unabhangig von der physiologischen Relevanz
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Diskussion

des PL-FXI ist dieses Protein eine ideale Mutante um die FXI/HK Komplexbildung
Uber F2 zu analysieren. Unsere Experimente mit monoklonalen Antikdrpern zeigen,
dass die PL-FXI cDNA exprimiert werden kann und das von dieser cDNA codierte
Protein bis auf den Defekt in der F2 Domane mit der Primarstruktur des kompletten
FXI Gbereinstimmt. So erkennt der aF4 Antikorper, der gegen FXI generiert wurden
und dessen Epitop C-terminal der Deletion liegt, auch den PL-FXI (Abbildung 15, 16).
Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass der Plattchenfaktor X| im Vergleich
zu FXI kaum noch an HK binden kann (Abbildung 17). Wenn beide Proteine bis auf
F2 vergleichbare Konformationen aufweisen, unterstreicht der Verlust der HK
Bindung im Plattchenfaktor Xl, dass die F2 Domane die wichtigste Bindungsstelle fur
HK beinhaltet.

D 4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde der PPK/HK Komplex strukturell und funktionell analysiert.
Warend diese Arbeit entstand, wurde von in der Arbeitsgruppe von Dr. J. Emsley,
Nottingham, UK, humaner aus Plasma aufgereinigter FXI kristallisiert und die
Raumstruktur des FXI Dimers aufgeklart (Papagrigoriou et al., 2006). Die durch
Deletionsmutanten und Antikorper in dieser Arbeit kartierte HK-Bindungsstelle in F2
liegt an der Oberflache des Proteins und ist fur die Komplexbildung mit HK
zuganglich (Dr. Emsley, personliche Mitteilung). Auf Grund der neuen Strukturdaten
kommt auch der N-terminalen Halfte von F1 eine wichtige Funktion bei der
Komplexbildung zu. Moglicherweise ist die Bedeutung von F1 groller als die
Untersuchungen dieser Arbeit nahe legen. Basierend auf der grofien Homologie
zwischen FXI und PPK modelliert Dr. Emsley aktuell die Struktur von PPK.
Moglicherweise ergeben sich durch diese strukturellen Daten neue Zielstrukturen,
um die Wirkung von FXI und PPK und damit die pathologische Thrombusbildung mit
geringen bis keinen Blutungskomplikationen zu therapieren.
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Zusammenfassung/SummaEz

F 1 ZUSAMMENFASSUNG

Im Blutplasma und auf Zelloberflachen bildet H-Kininogen entweder mit dem
Blutgerinnungsfaktor XI oder Plasmakallikrein Komplexe. Die beiden
Proteasenvorstufen binden uber ihre homologen schweren Ketten, die jeweils aus
vier Apple Domanen bestehen (F1-F4 bei Faktor XI und P1-P4 bei Kalllikrein), an
HK. Die Kalllikrein/Kininogen Interaktion wird Uber Domane P2 vermittelt. Im
Gegensatz dazu soll FXI uber F1 an Kininogen binden.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Lokalisation der Kininogen-
Bindungsstelle des Faktors Xl und ein funktioneller Vergleich der
Kalllikrein/Kininogen und Faktor Xl/Kininogen Komplexe. Es zeigt sich, dass die
relative Bindungsaffinitat von HK an rekombinante Faktor XI-Einzeldomanen in der
Reihenfolge F2 >> F4 > F1 >> F3 abfallt. Die Bedeutung der F2 Domane fur die
Kininogen Bindung wird durch den monoklonale Antikorper aP2 unterstrichen, der
die Faktor XI/Kininogen und die Kalllikrein/Kininogen Bindung mit einem apparenten
ICs50 von 8 nM blockiert und dessen Epitop auf die F2 Domane kartiert wird. Eine
Thrombozyten-spezifische Faktor XI-Splicevariante, der die N-terminale Halfte der F2
Domane fehlt, bindet 5-fach schlechter als Faktor XI an Kininogen. Nach Aktivierung
wird Kallikrein und ein chimares Faktor XlI-Protein, bei dem F2 durch P2 ersetzt
wurde, in P2 gespalten, was zur Verlust der Bindungsaffinitat zu Kininogen fuhrt. Im
Gegensatz bleibt die Bindung von aktiviertem Faktor X|I oder einem chimarem
Kalllikrein-Protein, bei dem die P2 Domane durch F2 ersetzt wurde, nach Aktivierung
an Kininogen gebunden.

Diese Daten zeigen, dass Faktor XI und Kallikrein Uber ihre Domanen 2 an
Kininogen binden. Trotz homologer Bindungsmotive unterscheiden sich Faktor
XlI/Kininogen und Kallikrein/Kininogen Komplexe in ihrer Stabilitat nach Aktivierung.
Die Daten tragen dazu bei, die Regulation der Kallikrein-vermittelten
Bradykininbildung bei Entzindungsprozessen und die Faktor Xl-getriebene

Fibrinbildung besser zu verstehen.
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Zusammenfassung/SummaEz

F 2 SUMMARY

Factor XI (FXI), the zymogen of the blood coagulation protease FXla, and the
structurally homologous protein plasma prekallikrein circulate in plasma in non-
covalent complexes with H-kininogen (HK). HK binds to the heavy chains of FXI and
of prekallikrein. Each chain contains four apple domains (F1 - F4 for FXI; P1 - P4 for
prekallikrein). Previous studies had indicated that the HK binding site on FXI is
located in F1, while the major HK binding site on prekallikrein is on P2. To determine
the contribution of each FXI| apple domain to FXI/HK complex formation, we
examined binding of recombinant single apple domain-tPA fusion proteins to HK. The
order of affinity from highest to lowest is F2 >> F4 > F1 >> F3. Monoclonal antibodies
against F2 are superior to F4 or F1 antibodies as inhibitors of HK binding to FXI.
Antibody aP2, raised against prekallikrein, cross-reacts with FXI F2 and inhibits
FXI/HK binding with an 1Cso of 8 nM. HK binding to a platelet specific FXI variant
lacking the N-terminal half of F2 is reduced > 5-fold compared to full-length FXI. A
chimeric FXI molecule in which F2 is replaced by P2, is cleaved within P2 during
activation by factor Xlla, resulting in greatly reduced HK binding capacity. In contrast,
wild-type FXI is not cleaved within F2, and its binding capacity for HK is unaffected
by factor Xlla. Our data show that HK binding to FXI involves multiple apple domains,
with F2 being most important. The findings demonstrate a similarity in mechanism for
FXI and prekallikrein binding to HK. Although the zymogens complex HK via
homologous binding motives the stability of FXI/HK and kallikrein/HK complexes is
largely diffent following activation. The data may help to understand kallikrein-driven
bradykinin formation in inflammation and FXI-mediated fibrin generation in

thrombosis.
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Akarzungsverzeichnis

G ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Absorption

AS Aminosaure

B1R Bradykinin-1 Rezeptor

B2R Bradykinin-2 Rezeptor

BHK .Baby-Hamster Kidney*“

biot biotinyliertes

bp Basenpaare

BSA Rinderserum Albumin

cDNA ,Copy“ DNA

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxiribonukleinsaure

EC ,Enzyme-Catalog Number*®
ELISA ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay*
FXI Gerinnungsfaktor Xl

FXII Gerinnungsfaktor XII

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

GAG Glycosaminoglycan-Seitenketten
HEK »,Human Embryonic Kidney*

HK H-Kininogen

HPLC ,High Performance Liquid Chromatography*
HS Heparansulfat

kDa Kilodalton

KD Dissoziationskonstante

Ka Assoziationskonstante

KKS Kallikrein-Kininsystem

m/m Masse/Masse

m/v Masse/Volumen

MBP Maltose-bindendes Protein

MG Molekulargewicht

Mr relative Molekulare Masse
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS ,Phosphate Buffered Saline*
PCR Polymerase-Kettenreaktion

pH pH-Wert

PK Plasmakallikrein

POD Peroxidase

PPK Plasmaprokallikrein

RNA Ribonucleinsaure

RT Raumtemperatur

SDS »>0dium Dodecyl Sulfate”

tPA Gewebsplasminogenaktivator
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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