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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Hamophilie A, die durch einen Defekt im Faktor VIII Protein hervorgerufen wird,
ist eine X-chromosomal vererbte Gerinnungsstorung, die mit einer Pravalenz von 1 in
5000 mannlichen Neugeborenen auftritt. Das FVIII-Gen ist auf dem X-Chromosom
bei Xq28 lokalisiert und hat eine Grofle von 186 kb, aufgeteilt auf 26 Exone. Das
FVIlI-Protein besteht aus 2332 Aminosauren, angeordnet in der Domanenstruktur
A1-A2-B-A3-C1-C2. Im Verlauf der Prozessierung und der Aktivierung wird die B-
Domane schrittweise herausgeschnitten und hat im aktiven Protein scheinbar keine
Funktion. Dieses wird durch die Behandlungsmoglichkeit von betroffenen Patienten

mit B-Domanen-deletierten FVIlI-Praparaten bestatigt.

In ungefahr 13% der Falle sind Missense-Mutationen fur eine schwere Verlaufsform
der Hamophilie A verantwortlich, wobei diese innerhalb der B-Domane selten
nachzuweisen sind. Es gibt Patienten, die eine Verminderung der Faktor-VIlI-Aktivitat
vorweisen und bei denen nur eine Missense-Mutation in der B-Domane gefunden
wurde. Da die B-Domane in der aktiven Form des Proteins nicht vorhanden ist, somit
theoretisch keinen Einfluss auf die Aktivitat hat, soll die Kausalitat dieser Mutationen

fur einen hamophilen Phanotyp naher untersucht werden.

Hierzu wurden verschiedene Missense-Mutationen (Pro928Arg, Val993Leu,
Glu1038Lys, Asp1241Glu, Arg1310Gly, Asn1441Lys, Leu1462Pro, Glu1579Asp und
Ala1591Ser) in einen FVIII-Wildtyp-Expressionsvektor mittels in vitro Mutagenese
eingefugt. Die so veranderten FVIII-Proteinevarianten wurden anschlieRend in
Chinesischen Hamster Ovar Zellen exprimiert und mit den funktionellen
Eigenschaften des Wildtypproteins verglichen. Bei 8 der 9 veranderten Varianten
wiesen wir aktive Proteine im Medienuberstand der Zellen nach, die sich in den
spezifischen Aktivitaten, sowie in der Sekretionsrate mehr oder weniger vom FVIII-
Wildtyp unterschieden. Allerdings rechtfertigte keine dieser Proteinvarianten eine
mittelschwere (Glu1038Lys und Asn1441Lys) oder schwere (Pro928Arg, Val993Leu,
Glu1579Asp und Ala1591Ser) Verlaufsform der Hamophilie A.

Bei der Proteinvarianten Pro1462Leu konnte der Genotyp flr den Phanotyp

verantwortlich sein. In diesem Fall wurde im Zellkulturiberstand weder anhand der
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Aktivitatstests noch des Antigen-ELISAs FVIII-Protein nachgewiesen. Im Zell-Lysat
dagegen war ein aktives Protein vorhanden. Aufgrund des fehlenden Proteins im
Medium wund der somit nicht vorhandenen Sekretion, scheint an dieser
Aminosaureposition ein fur die Sekretionsfunktion kritischer Bereich zu liegen und

wurde damit das erste, in der B-Domane lokalisierte, funktionelle Epitop darstellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Techniken kdonnen nun auf andere
Gerinnungsfaktoren, die in unserer Arbeitsgruppe untersucht werden, Ubertragen und
in der Routine fir die Uberpriifung der Kausalitit von Missense-Mutationen
eingesetzt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass die B-Domane (an
den untersuchten Positionen) im aktiven Protein keine Rolle spielt. Die Bedeutung
der B-Domane liegt vermutlich in den Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, wie

den Chaperonen, bei der Sekretion des Proteins.
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1 Einleitung

1.1 Hamostase und Blutgerinnung

Die ,Blutstillung® wird als Hamostase bezeichnet und setzt sich aus einer Reihe
komplexer Vorgange zusammen. Das Blutgerinnungssystem lasst sich in 2

Abschnitte gliedern (Ackermann et al.):

1. primare Hamostase

2. sekundare Hamostase

Bei der priméaren Hamostase sind das Gefalisystem einschlieRlich der Endothelzellen
sowie die Thrombozyten beteiligt. Im Gefallsystem kommt es bei einer Verletzung zu
einer reflektorischen Kontraktion des verletzten GefalRes und zu einem ,Einrollen®
des offenen Endes. Dieses ist nur in GefalRen mit muskularem Anteil der Fall.
Kapillaren, deren Wande aus Endothelzellen bestehen, reagieren mit einem
Gefalkollaps. Dabei werden Adrenalin, Noradrenalin und Seretonin aus den
Thrombozyten der Gefallwand freigesetzt. Als Folge kommt es zu einer
Vasokonstriktion (GefalRverengung). Dadurch wird der Blutstrom verringert und es
entstehen Scherkrafte die die Anheftung der Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren
an der Lasion erleichtern (Abb. 1). Es kommt zur Bildung des primaren

Plattchenpropfs (Ubersicht: Hemker und Poliwoda, 1997).
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Abb. 1. Erste Phase der Blutstillung. Anhaftung von Thrombozyten an die

Bindegewebsfasern

Die sekundare @ Hamostase beinhaltet die  Teilnahme  plasmatischer
Gerinnungsfaktoren. Um die physiologische ,Abdichtung® der GefalRwand zu
gewahrleisten, mufd der primare Plattchenpropf stabilisiert werden (Abb. 2b). Durch
die Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin durch Thrombin entsteht der sekundare
Thrombus (Fibrinthrombus). Hierbei wird der Thrombozytenthrombus durch ein
festes Fibrinnetzwerkes verstarkt, so dass Erythrozyten und Leukozyten
eingeschlossen werden. Die Retraktion der Fibrinfaden zieht die Wundlippe wie

einen Tabakbeutel fest zusammen (Abb. 2c).
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" Fibrin /

Abb. 2: Verschlul3 der Blutungsstelle. Bei der Teilabbildung b) erkennt man
den plattchenreichen Abscheidungsthrombus mit Fibrinvernetzung und unter
c) ist der endgultige Verschlul3 der Blutungsstelle durch Retraktion der

Fibrinfaden zu erkennen

Die Wiederauflosung des Thrombus durch das Fibrinolysesystem ist erforderlich,
damit die Gefallwand einschlie3lich des Endothels regeneriert bzw. narbig ersetzt
werden kann. Im Blut vorhandene Aktivatoren (u.a. Urokinase, FXlla,
Gewebsplasminogenaktivator) wandeln das inaktive Plasminogen in proteolytisch
wirkendes Plasmin um. Plasmin wirkt enzymatisch und lysiert den Fibrinthrombus in

I6sliches Fibrinspaltprodukt.

Thrombin ist das zentrale Gerinnungsenzym, dessen Bildung durch ein System
positiver und negativer Rickkopplung gesichert wird, d.h. Thrombin beeinflusst seine

eigene Bildung. Die Thrombinbildung erfolgt auf 2 Wegen:



1. Einleitung

1. exogenes System

2. endogenes System

Das exogene System (Extrinsic — System) ist physiologisch das wichtigere und wird
bei einer Gewebsverletzung induziert. Durch freigesetztes Gewebsthromboplastin
(Proteine und spezielle Phospholipide) wird Faktor VIl zu Faktor Vlla aktiviert. Dieser
wiederum aktiviert Faktor X zu Faktor Xa (Abb. 7).

Das endogene System (Intrinsic — System) wird bei einer Verletzung der GefalRwand
induziert. Zum Ablauf der Kaskade kommt es nach Kontakt mit negativ geladenen
Fremdoberflachen wie (in vitro) z. B. Glas, Kaolin, Sulfatide etc., die Faktor Xlla
adsorbieren. Durch den Wundflachenkontakt macht Faktor XII einen Strukturwandel
durch, der ihn leicht aktiviert (Faktor Xlla). In dieser Form aktiviert er mit Kininogen
als Helferprotein, Prakallikrein zu Kallikrein. Dieses aktiviert den Faktor XlIl. Der
gebildete Faktor Xlla ist mit Kollagen und den Plattchen fur die Aktivierung des
Faktor XI zu Faktor Xla zustandig, der wiederum, in Verbindung mit Ca-lonen den
Faktor IX zu Faktor IXa aktiviert (Abb. 7). Faktor IX und Faktor VIII spielen eine
zentrale Rolle im weiteren Verlauf bei der Aktivierung von Prothrombin (Faktor 1),
welches durch proteolytische Spaltung zu Thrombin wird. Der Cofaktor hierbei ist der
aktive Faktor VIII (FVIlla). Er unterstitzt und beschleunigt (um das 300 000fache),
zusammen mit Phospholipiden und Ca®*, die Reaktion von Faktor 1Xa bei der
Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa. Fehlt Faktor IX oder Faktor VIl oder ist eines
dieser Proteine defekt, ist das endogene System ganz oder teilweise gestort
(Ubersicht: Barthels und Poliwoda, 1997).
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Verletzung Verletzung

Hi' Xlla  Thrombozyte-PL Gewebsthromboplastin

‘ Gewebs-PL/Protein

i - xie F ji
| L -—li IXa-\V/Illa-PL-Ca? | Ca?*-PL-Vllla
ibrinogen ! i -

" Prothrombin e oo o

\Y Proakzelerin

VI Prokonvertin

VIl Antihdmphiler Faktor

IX Antihamophiles Globulin B Xa -Va-PL - Ca2t

X Stuart-Faktor

Xl Rosenthal-Faktor

X1l Hageman-Faktor . |

X1 Fibrinstabilisierender Faktor

PK Prékallikrein

HMWK  Fitzgerald-Faktor

PL Phospholipide . AR ihrin i
Fibrins  16sliches Fibrin Flbrm S Flbrm |
Fibrin i unlésliches Fibrin

Abb. 3: Das Blutgerinnungssystem. Sekundare Hamostase (Ackermann et

al), a = aktivierter Faktor

Beide Reaktionswege (exogen und endogen) resultieren in der Aktivierung von
Faktor X zu Faktor Xa. Sie sind verbunden Uber die sogenannte Josso-Schleife, in
der Faktor VII Uber Gewebethromboplastin Faktor IX aktiviert. Faktor Xa bildet in
Kombination mit Ca?*, Phospholipiden und Faktor V die Prothrombinase (Xa - Va -
PL — Ca?*), welche die Aktivierung von Prothrombin (I1) zu Thrombin (lla) katalysiert.
Das Thrombin ist bei der Bildung von Fibrinpeptiden durch Fibrinogen (l) beteiligt und
bei der Aktivierung des Faktor VIII. Durch den Zusammenschluf® der Fibrinpeptide
entsteht 16sliches Fibrin, welches in Verbindung mit Ca?* und Faktor Xllla (durch
Thrombin aktiviert) zu unléslichem Fibrin wird.

Beide Systeme I6sen im Plasma eine Reaktionskaskade aus, bei der in jedem Schritt
ein inaktives Vorlauferprotein in seine aktive Form umgewandelt wird (Abb. 7).
Dieses wiederum aktiviert ein bis zu diesem Zeitpunkt inaktives Protein (Ubersicht:
Barthels und Poliwoda, 1997).

10
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1.2 Hamophilie A

Unter Hamophilie (griechisch Hamorrhagophilie) versteht man eine angeborene,
lebenslang erhohte Blutungsneigung, die durch eine verminderte oder fehlende
Aktivitat des Gerinnungsfaktors VIII (Hamophilie A) oder Gerinnungsfaktors IX
(Hamophilie B) hervorgerufen wird. Beide Proteine sind zentrale Bestandteile der
Gerinnungskaskade. Die Geschichte dieser Krankheit lasst sich historisch weit
zuruckverfolgen. Schon im 5. Jahrhundert gab es Berichte im Talmud babli (Werk der
judischen Glaubenslehre) Uber Todesfalle durch Verbluten wahrend der
Beschneidung (Lawn und Vehar, 1986; Rosner et al., 1969). Im 19. Jahrhundert
wurde der Begriff ,Bluter” definiert (Otto et al, 1803). 1820 gab es die ersten Theorien
uber den Vererbungsmodus durch Nasse. Acht Jahre spater wurde der Begriff
»-Hamophilie“ durch Hopffs gepragt. Die erste Bluttransfusion bei einer Hamophilie
fand, ohne Kenntnis (iber Blutgruppen, 1840 durch Lane statt (Ubersicht: Lutze et al.,
1999). Ende des 19. Anfang des 20. Jahrhunderts verbreitete sich die Hamophilie in
europaischen Furstenhdusern aufgrund der dort herrschenden blutsverwandten
Heiraten (Fels et al., 1969).
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Abb. 4. Stammbaum européischer Flurstenhauser (Fels et al, 1969). Der
Stammbaum zeigt den X-chromosomalen Erbgang der Hamophilie A. In der

Regel sind nur Manner erkrankt, Frauen sind immer Konduktorinnen.

1893 erfand Wright den ersten Nachweistest flr die Gerinnungsstorung unter
Bestimmung der Gerinnungszeit. Erst 1937 isolierten Pohle und Tayler den Faktor
VIIl. 1947 entdeckte Paviowsky, dass 2 Formen der Hamophilie existieren. Der erste
Nachweistest zur Unterscheidung wurde 1952 von Macfarelane und Biggs entwickelt
(Ingram et al., 1976).

Die heutigen Angaben uber die Haufigkeit sind oft nicht einheitlich, weil es in isoliert
lebenden Volksgruppen oder in Gebieten mit einer hohen Rate von Verwandtenehen
zu einer Haufung der Hamophilie kommt. AulRerdem gibt es eine uneinheitliche
Diagnostik bzw. Einbeziehung in die Statistik, wovon besonders die leichteren
Erkrankungsfalle betroffen sind. Bei der Hamophilie A existieren Angaben von 1
Betroffenen auf 5000 mannlicher Neugeborener bis 1 Betroffener auf 10 000. 50%
der Falle sind der schweren Form zugeordnet. Bei der Hamophilie B gibt es Angaben

von 1 Betroffener auf 30 000 bis 1 Betroffener auf 50 000 mannlicher Neugeborener.

1.2.1 Klinik und Therapie

Die Hamohilie A ist eine angeborene plasmatische Gerinnungsstorung mit einer
verminderten oder fehlenden Faktor VIII — Aktivitdt bei normaler bis erhdhter
Konzentration des von-Willebrand-Faktors. Die Hamophilie A zeigt kein einheitliches
Krankheitsbild, da die Auswirkungen auf den klinischen Verlauf abhangig vom
Schweregrad der Erkrankung sind. Die Aktivitat des Faktor VIII ist bei jedem
Patienten unterschiedlich stark herabgesetzt, bei Blutsverwandten aufgrund des
gleichen genetischen Defektes (Punktmutation, Inversion etc.) aber in der Regel
gleich. Die Gerinnungsaktivitat andert sich beim einzelnen wahrend seines Lebens
nicht. Die Blutungsneigung ist vom Schweregrad der Hamophilie A abhangig, der wie

folgt eingeteilt wird:

12
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Normal : Faktor VIII Aktivitat 50 — 150 %
leichte Form / Subhamophilie : Faktor VIII Aktivitat 25 — 50 %
milde Form : Faktor VIII Aktivitat 5 — 24 %
mittelschwere Form : Faktor VIII Aktivitat 1 — 4 %
schwere Form : Faktor VIII Aktivitat < 1 %

In der Regel wird die Diagnose bei den Patienten bereits im Sauglingsalter gestellt. In
Einzelfallen, insbesondere bei den leichteren Verlaufsformen, erfolgt die Diagnose
erst im Erwachsenenalter. Hauptsachliche Fehlerquelle in der Bestimmung von zu

hohen bzw. pseudonormalen Faktor VIII — Aktivitaten sind insbesondere:

1. Strefl3situationen — erhohter Faktor VIII — Spiegel
2. Leberleiden — erhdhter Faktor VIII — Spiegel
3. Entzindungen und Neoplasien

4. Schwangerschaft

Wegen der rezessiv X-chromosomal gebundenen Vererbung sind fast ausschlief3lich
nur Manner betroffen. Eine Ubertragerin (Konduktorin) hat in der Regel nur eine
leicht verminderte Faktor VIII — Aktivitat, die haufig unentdeckt bleibt. Oft wird eine
Erkrankung nur anhand der Familiengeschichte entdeckt. In seltenen Fallen kann die
Faktor VIII — Aktivitdt auch bei Konduktorinnen erheblich vermindert sein und das
Ausmald der Krankheit eine mittelschwere bis schwere Verlaufsform erreichen. Man
spricht dann von ,extremer Lyonisierung® (Graham et al, 1975). Patienten mit einer
schweren Hamophilie A leben unbehandelt standig mit einer Blutungsgefahr, die
schon bei Bagatelltraumen (u. a. auch Zahnextraktionen) besteht. Durch
wiederholtes Einbluten in Knie-, Ellenbogen- und Sprunggelenken kann es zu
Verkruppelungen kommen, die bis zu Gelenkversteifungen und Lahmungen fuhren
konnen. Bereits bei der mittelschweren Hamophilie A kommen solche extremen
Blutungen kaum noch vor, der Patient ist haufig sogar klinisch unauffallig. Probleme
treten bei den Betroffenen meist ,nur® bei Operationen, Unfallen oder bei
Zahnarztbesuchen auf. Hinweis auf den milden Faktormangel ist eine leichte
Verlangerung der PTT (partielle Thromboplastinzeit: Abnormalitdten und
Verminderungen verschiedener Gerinnungsfaktoren in  der Blutgerinnung

verursachen eine Verlangerung der PTT). Doch nicht nur Menschen kénnen von der

13
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Hamophilie A betroffen sein, sondern auch Tiere. Eine natlrliche Hamophilie A beim
Hund wurde als Tiermodell zu wissenschaftlichen Zwecken genutzt (Graham et al,
1949; Webster et al, 1974).

Die Therapie der Hamophilie A wird Uber die Substitution von Faktor VIII Praparate
ermdglicht, allerdings sind die Kosten dieser Behandlung sehr hoch. Obwohl die
Substitutionstherapie eine normale Lebenserwartung und Bewegungsfreiheit durch
die Verhinderung spontaner Gelenkblutungen bietet, ist die Lebensqualitat der
Betroffenen durch das mehrmalige Spritzen der Faktorkonzentrate pro Woche stark

eingeschrankt.

1.3 Das Faktor VIl Gen

Das Faktor VIII Gen ist im Vergleich zu anderen humanen Genen sehr grol3 und am
telomeren Ende auf dem langen Arm des X —Chromosoms bei Xq28 nahe des
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase- und des Aldehyddehydrogenase — Gens
lokalisiert. Es hat eine Grof3e von 186 kb und ist in 26 Exons unterteilt (s. Abb. 5).
Dieses entspricht ungefahr 0,1% des gesamten X-Chromosoms. Die Orientierung
des Gens ist mit dem 5-untranslatierten Ende in Richtung des Telomers. Die Grolie
der Introns des Gens variieren von 0,2 kb (Intron 17) bis 32 kb (Inron 22). Von den 25
Introns sind 6 langer als 14 kb. Im Intron 22 (IVS22) finden sich 2 nicht Faktor VIII
Gene (F8A und F8B), die Uber einen bidirektionalen Promotor kontrolliert werden.
F8A besteht nur aus einem Exon mit einer Grolke < 2kb, welches in die
entgegengesetzte Richtung transkribiert wird wie der Faktor VIII. Da dieses Gen auch
im Faktor VIII der Maus zu finden ist, wird vermutet, dass es eine bislang noch
unbekannte Funktion besitzt. 400 kb in telomerischer Richtung vom Faktor VIlI
entfernt, liegen noch 2 Kopien des F8A Gens, die in der gleichen
Transkriptionsrichtung gelesen werden wie das Faktor VIl Gen. F8B, das aktive Gen
im Intron 22, besteht ebenfalls nur aus einem Exon, das an die Exone 23 — 26 des
Faktor VIl Gens anschlielRen kann. Es wird in die gleiche Richtung transkribiert wie
das Faktor-VIll-Gen. Das Ergebnis ist ein kurzes Protein, bestehend aus 210

Aminosauren.

14



1. Einleitung

-30 kb GATAAA

-170 kb Startcodon

-276 bis -64 kb Promotorregion . .

-1002 bis -740 kb negativer Regulator 1806 bp untranslatierter Bereich
1 7 14 22 26 ca. 180kb

Intron 22 Intron 22

Abb. 5: Das Faktor VIlIl Gen. Die Exons sind als schwarze, senkrechte
Striche dargestellt. Hervorgehoben ist das Intron 22 mit seinem hohen CG
Gehalt und den Genen F8A und F8B

Die GroRe der Exons variieren in der Regel zwischen 69 und 262 bp (Tab. 1). Die
Ausnahme bilden Exon 26 mit nur 148 bp und Exon 14 mit 3,1 kb.
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Exon GroRe(bp) Intron GroRe (kb)
1 313 1 22,9
2 122 2 2,6
3 123 3 3,9
4 213 4 54
5 69 5 2,4
6 117 6 14,2
7 222 7 2,6
8 262 8 0,3
9 172 9 4,8
10 94 10 3,8
11 215 11 2,8
12 151 12 6,3
13 210 13 16,0
14 3106 14 22,7
15 154 15 1,3
16 213 16 0,3
17 229 17 0,2
18 183 18 1,8
19 117 19 0,6
20 72 20 1,6
21 86 21 3,4
22 156 22 32,4
23 145 23 1,4
24 149 24 1,0
25 177 25 22,4
26 148

Tab. 1. Exons und Introns. Auflistung der GroéfRen fur die Exons und Intron

des humanen Faktor 8 Gens
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Der Transkriptionsstartpunkt befindet sich 170 kb vor dem Startcodon (ATG, Met)
(Gitschier et al, 1984). Ein 1,2 kb grofRer Bereich vor dem 5‘-Ende (-279 bis —64) ist
als Promotorregion identifiziert worden (Figueiredo und Brownlee, 1995). Diese
Region besitzt verschiedenen Bindungsstellen, u.a. fur den in der Leber
angereicherten Transkriptionsfaktor C/EBP .+ (McGlynn et al, 1996). Die 30 bp vor
dem 5-Ende befindliche Sequenz GATAAA, die ahnlich der ,TATA-Box"“ ist, hat nur
einen geringen Einflul® auf die Promotoraktivitat (Figueiredo und Brownlee, 1995). In
der Region —740 bis —1002 wird ein negativer Regulator vermutet, da das Entfernen
dieser Basen die Aktivitat des FVIIl — Promotors erhoht (McGlynn et al, 1996). Am 3'-
Ende nach dem Stop-Codon (TGA) befindet sich, nach 1806 bp untranslatierten
Bereich, der Poly-A-Bereich (AATAAA).

1.3.1 Prozessierung

Faktor VIII wird hauptsachlich in den Hepatozyten der Leber, aber auch in
Lymphknoten, Gehirn und in geringen Mengen in Pankreas, Nieren und Plazenta
(Wion et al, 1985) synthetisiert. In anderen Korperzellen z. B. Leukozyten wurde
ebenfalls eine geringe Menge des reifen Transkripts nachgewiesen. Sie werden als
ektopisch bzw. illegitim bezeichnet, da sie aufgrund ihrer geringen Konzentration oft
nur Uber reverse Transkription nachweisbar sind (Naylor et al, 1991; Chelly et al,
1989; Kaplan et al, 1992).
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Faktor VIII mRNA (9010 nt)

——
A

5*-UTR FVI1II kodierende Sequenz + Stop-Codon 3-UTR
(150 nt) (7056 ) (1806 nt)

-191 336 719 1691 2025 2332
B N Al A2 B A3 cr|cz2| C
PRE al a2 a3

l1313 l1648

C N Al A2 A3 c1 |c2| C
l74o 11689

D N Al A2 [ A3 C1 |cz2| C

1336
E N Al A2 Ca?* A3 ci1|cz| C
schwere Kette leichte Kette

Abb 6.: Struktur der FVIIl mRNA und Prozessierung des FVIII Proteins. A)
FVIII mRNA, B) FVIII Protein im ER, C) FVIII Protein nach Sekretion im Golgi
Apparat, die schwarzen Pfeile kennzeichnen die Thrombinschnittstellen, D)

und E) Aktivierung des FVIII Proteins im Plasma durch Thrombin

Die 26 Exone werden zu einem 9010 Nukleotid groem mMRNA — Transkript
zusammen gespleildt (Gitschier et al, 1984). Aus diesem wird eine Vorstufe des
Faktor VIII Proteins synthetisiert, welches insgesamt 2351 Aminosauren umfaldt (-19
bis 2332). Bei der Translokalisation dieses Transkriptes in das Endoplasmatische
Reticulum (ER) wird ein Signalpeptid von 19 Aminosauren abgespalten (Vehar et al,
1984), so dass das noch unreife Protein jetzt 2332 Aminosauren umfaf3t. Es laldt sich
in 3 unterschiedliche Domanen aufteilen, die in der Reihenfolge A1:A2:B:A3:C1:C2
vorliegen (Abb. 6). Im rauhen Endoplasmatischen Reticulum erfolgt die
Glykosylierung des Faktor-VlIlI-Proteins an 25 Asparagin-Seitenketten. 19 davon
liegen in der B-Domane (Wood et al, 1984). Ein grolRer Teil des Faktor-VIlI-Proteins
im rauhen ER bindet an ein 78kD grolies Glukose-regulierendes Protein (GRP78),

auch als Immunoglobin bindendes Protein (BiP) bekannt. Da gebundenes Faktor-
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VIlI-Protein nicht zum Golgi-Apparat weitergeleitet wird, wird vermutet, dass diese
Proteine falsch gefaltet sind oder sich gerade im Faltungsprozess befinden (Dorner
et al, 1987, 1990). BiP kann ATP binden und hat eine ATPase Aktivitat. Dieses
bewiesen Tests von isoliertem Faktor-VIlIl — BiP — Komplex. Es ist daher mdglich,
dass die Faktor VIII Sekretion von der ATP-Konzentration in der Zelle abhangig ist
(Kassenbrock et al, 1989; Kaufmann, 1992). Im Golgi-Apparat wird das Faktor-VIlI-
Protein in der B-Doméne bei Arg™®"™ — Ala™'" und bei Arg'®® — GIu'* von 2
Proteasen geschnitten (Kaufmannn, 1992), so dass eine 200 kD grol3e schwere
Kette und eine 80 kD grol3e leichte Kette entstehen (Abb 6). Im Golgi-Apparat finden
auch weitere Modifizierungen der glykosylierten Stellen, Anhang von
Kohlenhydratketten an Serin- und Threonin — Resten in der B-Doméane und Anhang

von Schwefel an 6 spezifischen Tyrosinresten in der leichten wie schweren Kette

statt.
glattes ER
z j %/ Cytoplasma

| - - | -

'Golgi ™

Vesikel

Ve

rauhes ER Golgi

Abb. 7: Der Weg des FVIII Proteins durch die Zelle. Das FVIII Protein wird
Uber das ER und den Golgi Apparat in seine tertiare Struktur gefaltet und Uber

Golgi-Vesikel aus der Zelle geschleust.
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Nach Sekretion des heterodimeren Faktor-VIlI-Proteins aus der Zelle in die Blutbahn
wird das Protein durch den von-Willebrand-Faktor (Konzentration im Plasma 10
ng/ml) stabilisiert. Im Blut liegt das Faktor VIII Protein in einer Konzentration von 100
— 200 ng/ml vor (Wood et al, 1984; Hoyer et al, 1994). Ohne Stabilisierung sinkt die
Halbwertszeit des Faktor-VIII-Proteins im Plasma von 12 auf nur 1 Stunde (Vlot et al.,
1996). Der vVWF bindet an das Aminoende der leichten Kette zwischen Aminosaure
1673 — 1684, in der sich eine aus sauren Aminosauren zusammengesetzte Region
(acid region, ar) befindet (Kaufman, 1992b). Fur die von-Willebrand-Bindung sind
ebenfalls die sulfatierten Tyrosinreste an Aminosaureposition 1664 bis 1680
erforderlich (Leyte et al, 1991). Um das Faktor-VIlI-Protein zu aktivieren, schneiden
niedrige Konzentrationen von Thrombin bzw. Faktor Xa an 3 Arg-Ser-Peptid-
Bindungen (Arg®"?, Arg™° und Arg'®®®) (Pittman et al, 1993; Eaton et al, 1986). Die
Inaktivierung des Faktor-VIlI-Proteins erfolgt an Aminosaureposition 336 und 562

durch aktiviertes Protein C (Kaufmann, 1992a).

1.4 Das Faktor-VIlI-Protein

Das aktive Protein besteht aus insgesamt 5 Abschnitten, gegliedert in eine leichte
und eine schwere Kette, und bindet an die Oberflache von Phospholipidmembranen
der Thrombozyten (Abb. 8).

Phospholipidmembran
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Abb. 8: Tertiare Struktur des aktiven FVIII Protein. Besonders an der

Faltung ist die sogenannte Triangelstruktur, die Uber Metallionen gehalten

wird.

Die A-Doméane

Die A-Domane besteht aus 3 Bereichen (A1, A2 und A3), die eine 40 %ige

Homologie untereinander,
kupferbindenden Protein, aufweisen (Abb. 9) (Toole et al., 1984; Vehar et al., 1984).

Die Kristallstruktur von Ceruloplasmin wurde als Grundlage verwendet, um ein Model

zum Faktor

V und zum Ceruloplasmin,

einem

fur die A-Domanen zu schaffen (Stoilova et al., 2002; Pemberton et al, 1997;

Thompson et al, 1997). Die A-Domanen sind wie das Ceruloplasmin in der Lage,

Metallionen zu binden (Tagliavacca et al., 1997).

FVIII 312 15f9
1 ?m ™ Vuu [2020 [2172
Cc2
A1 m{/// A2 11 B |m6 A3N1l C‘:‘ll?l FEEL:
FV 719 10i8 1545
1 s G "m; Tosa [7937 |
A1l A2 B A3 |[C1|C2
317 66N 1545 1ea1]| 2036] 2196
Ceruloplasmin
T
A1 A2 A3

Abb. 9: Proteinvergleich zwischen FVIII, FV und Ceruloplasmin. Bei

diesen 3 Proteinen liegt eine grol’e Homologie zwischen den 3 A-Domanen

VOr.
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In diesem Modell sind die 3 Abschnitte in einer Triangelstruktur angeordnet (Abb. 8),
wobei A1 und A2 auf der schweren Kette und A3 auf der leichten Kette lokalisiert
sind. Die Untereinheiten der schweren und leichten Kette werden durch eine
Metallionenbindung zwischen A1 und A3 verknupft. Die einzelnen Abschnitte sind
durch kurze saure Regionen getrennt (a1, a2, a3), die eine Anhaufung von
Asparagin- und Glutaminsaure vorweisen (Oldenburg et al, 2000). In der A2-Domane
sind 2 Schleifen identifiziert worden. Die eine bildet ein Epitop fur Allo- oder
Autoantikorper und besteht aus den Aminosauren 484 bis 508 (Healey et al, 1995).
Die zweite Schleife bildet das katalytische Zentrum bei der Interaktion mit Faktor IXa.
Sie wird aus den Aminosauren 558 bis 565 gebildet (Fay et al, 1994; O’Brien et al,
1995; Bajaj et al, 2001). Eine zweite Bindungsstelle fur Faktor I1Xa befindet sich nahe
dem Ende von A3 an Aminosaureposition 1810 bis 1818 (Lenting et al, 1996). Der
aktive Faktor VIII ist sehr instabil, da einzelne Untereinheiten, insbesondere die A2-
Domane, der Dissoziation unterliegen (Hoyer et al, 1994). Die Inaktivierung von
Faktor VIII erfolgt durch aktiviertes Protein C (APC), welches an die A1- und an die
A3- Domane (an Aminosaureposition 336 und 562) bindet (Kaufmann, 1992a; Lapan
et al, 1997 und 1998; Walter et al, 1990).

Die B-Domane

Die B-Domane wird durch ein einziges Exon (Exon 14, Aminosaureposition 741 bis
1648) kodiert und weist keine Homologien zu anderen Proteinen auf. Auch zur B-
Domane von Faktor V bestehen nur 14% Homologie, wogegen die A- und die C-
Domanen hochkonserviert sind. Ceruloplasmin besitzt keine B-Domane (Abb. 9). Die
B-Domane beinhaltet 19 von 25 Glykosylierungsstellen an Asparagin-Seitenketten.

780 _ Asn'%% keinen Einfluss auf

Da das Fehlen des Bereiches der Aminosauren Thr
die katalytischen Fahigkeiten des Faktor VIl Proteins hat, ist eine direkte Beteiligung
der Domane am Gerinnungsgeschehen unwahrscheinlich (Burke et al, 1986; Pittman
et al, 1993). Tatsachlich ist die Funktion dieser Domane noch unbekannt. Man nimmt
an, dass sie durch sterische Gegebenheiten (Carboxyl-Gruppen) das Faktor-VIlI-
Protein vor Thrombin — Aktivitat schatzt, da B-Domanen-deletierter-Faktor-VIlI
wesentlich sensitiver auf Thrombin reagiert (Eaton et al, 1987). Der B-Domanen-

deletierte-Faktor-VIII wird 5 bis 10fach héher exprimiert und besser sekretiert (Dorner
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et al, 1987). Eine weitere Aufgabe der B-Domane ist wahrscheinlich die Regelung

der FVIII-Synthese und des FVIII-Prozessings.

C-Domaéne

Die C-Domane besteht aus 2 Regionen, der C1- (AS 2020 bis 2172) und C2-Domane
(AS 2173 bis 2332) und bildet das Carboxylende des Faktor-VIll-Proteins. Beide
Regionen haben eine 40%ige Homologie untereinander (Wood et al, 1984; Vehar et
al, 1984) und zu den C-Domanen des Faktor V (Jenny et al., 1987). Aulierdem
besteht eine 20%ige Homologie in der Aminosauresequenz zu den ersten 150
Aminosauren (Bindung von Galactoseoxidase) zu Dictyostelium — Lektinen ((Wood et
al., 1984)). 1999 wurde die Kristallstruktur der C2-Domane ermittelt (Pratt et al,
1999). Sie zeigt, dass die C2-Domane eine B-Sandwich — Struktur bildet und die C1-
Domane ,Kopf an Kopf‘ kovalent an C2 gebunden ist. Am Carboxylende von C2
befindet sich die Bindungsstelle des Faktor-VIlI-Proteins zu den Phospholipiden
(Foster et al, 1990). Ebenfalls lokalisiert auf der C2-Domane sind 2 Bindungsstellen
fur den vVWF, eine am Aminoende (Lollar et al, 1988; Precup et al, 1991), die andere
am Carboxylende (Wise et al, 1993). Bei isolierter C2-Region wurden
Bindungsstellen fur Thrombin sowie fur Faktor Xa identifiziert (Nogami et al, 1999
und 2000). Fur die C1-Region wird vermutet, dass sie die Bindung von vWF zu der

C2-Region verbessert.

1.5 Mutationen

Im Faktor VIII sind viele Arten von Mutationen nachgewiesen worden, wobei sich
dieses bei der Vielfalt und der GroRe des Gens oft als sehr schwierig erweist. Es
wurden folgende Mutationstypen gefunden: Punktmutationen (Missense-, Nonsense-
und mRNA — Splice — Site — Mutationen), grol3e und kleine Deletionen/Insertionen

und Inversionen (Oldenburg et al, 2003).
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Mutationsprofil bei Patienten mit schwerer Hamophilie A

Mutationstyp Pravalenzin %
Intron-22-Inversionen 49.2
Intron-1-Inversionen 1.2
Stop-Mutationen 12.8
Missense-Mutationen 12.7
Kleine Deletionen/Insertionen 14 .1
Grole Deletionen/Insertionen 4.0
Spleil3stellen-Mutationen 3.5

Keine Mutationen in der
FVIII-cDNA 1.5

Die detaillierte Auflistung der einzelnen Mutationen ist in der HAMSTeRs-Datenbank

(,Haemophilie A Mutation,  Structur, Test, Resource Site*) unter

http:\\www.europium.csc.mrc.ac.uk zu finden.

Punktmutationen

Punktmutationen machen ~ 30% des Mutationsspektrum aus. Darunter fallen:

Missense Mutationen

Der Einfluss von Missense-Mutationen auf die Funktion des Faktor-VIII-Proteins ist
abhangig von der Funktionsanderung der Aminosaure an sich und vom Ort im
Protein an dem dieser Austausch stattfindet (z. B. aktive Zentren oder
Bindungsstellen). Ist der Charakter der Aminosaure ahnlich der ursprunglichen (z. B.
hydrophob, gleiche Ladung) kann es sein, dass der Schweregrad der Hamophilie
eher leicht oder mild ist. Auffallig ist, dass Missense — Mutationen im inneren Bereich
der B-Domane sehr selten sind. Das kann daran liegen, dass hier Mutationen keinen
Einfluss auf die Faktor-VIII-Aktivitat haben.
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Nonsense- bzw. Stop- Mutationen

Da in diesem Fall, abhangig von der Position, an der der Abbruch stattfindet, grol3e
Teile des Proteins fehlen, ist es in den meisten Fallen vollig inaktiv. Patienten mit
dieser Art von Mutation sind von einer schweren Form der Hamophilie A betroffen.
Durch Nonsense Mutationen wird der Nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
vermittelt, d.h., dass die Ausbildung der Stopcodons (TAA, TAG, TGA) den schnellen
Abbau des Transkriptes induziert (Mendell et al., 2004).

MRNA — Splice — Site — Mutationen

Splice — Site — Mutationen werden bei allen Schweregraden der Hamophilie A,
abhangig davon, ob noch ein funktionstichtiges Protein exprimiert wird,
diagnostiziert. Bei dieser Punktmutation ist das sogenannte ,Exonskipping“ maoglich,

d.h., dass ein Exon Ubersprungen werden kann (Tavassoli et al, 1998).

Hotspots an CpG-Dinukleotide

Im FVIII-Gen existieren Regionen, an denen es zu einer hoheren Mutationsrate
kommt (,Hotspots®). Hierzu zahlen neben der Intron-22-Inversion, Punktmutationen
an CpG-Dinukleotiden. 30% der Punktmutationen finden an CpGs statt (Cooper et
al., 1988; Higuchi et al., 1991); man spricht von einer Hypermutabilitat. Es finden an
diesen Positionen Transitionen von C — T durch eine Desaminierung von 5’-Methyl-
Cytosin statt (Duncan et al, 1980). Verantwortlich hierfur ist die haufige Methylierung
an dieser Position (Cooper et al.,, 1990). Im Faktor-VIII-Gen existieren 72 dieser
CpGs; entsprechend 2 % des gesamten Gens. Die CpG-haltigen Codons kodieren
vor allem fur Arginin (CGA, CGC, CGG und CGT).
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Deletionen / Insertionen

Diese Form der Mutation hat ein gro3es Wirkungsspektrum, d.h., jede Auspragung
der Hamophilie A fallt darunter. Deletions- / Insertions- Mutationen beinhalten tGber
eine Leserasterverschiebungen den Verlust / Addition von Aminosauren bis hin zu
dem Verlust / Addition von Teilen des Proteins (Tuddenham et al, 1994; Ginelli et al,
1976; Antonarakis et al, 1995). Kleine Deletionen / Insertionen sind wesentlich
haufiger als grol3e. Insbesondere an langeren Folgen von Adeninnukleotiden kommt

es vermehrt durch einen Fehler der Polymerase zu kleinen Deletionen / Insertionen.

Inversionen

Im Faktor VIII Gen sind besonders 2 Inversionen aufgetreten, die Intron-1-Inversion
und die Intron-22-Inversion. 50% der Patienten mit einer schweren Hamophilie A
werden durch die Intron-22-Inversion hervorgerufen. Diese Mutation beruht auf einer
intragenen Rekombination des Faktor VIII Gens zwischen einem 9 kb langen
homologen Bereich des Intron 22 (Int22h-1, intragen) und 2 damit identischen Kopien
am Telomerende (Int22h-2, proximal und Int22h-3, distal) wahrend der Meiose
(Lakich et al, 1993; Naylor et al, 1993). Die Inversion der distalen Kopie kommt
haufiger vor, da deren Abstand zum Int22h-1 groRer ist als der Abstand von Int22h-1
zu Int22h-3.

Bei ~ 2% der Patienten sind keine kausalen Mutationen im kodierenden Bereich und
ihren flankierenden Regionen diagnostiziert worden (Uen et al., 2003). Verantwortlich
fur solche Falle kdnnten Defekte in den Kooperationspartnern und in mit dem FVIII in
Wechselwirkung tretende Proteine, wie z. B. der vVWF (Schneppenheim et al, 1996)
sein. Eine andere Moglichkeit konnte eine Storung des intrazellularen ,Processings”®
sein, d.h., dass der Transport des Proteins vom ER Uber den Golgi-Apparat aus der
Zelle nicht funktioniert (Graw et al, 2003).
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1.6  Expression von rekombinanten Faktor VI

Da es keine naturliche Zell-Linie gibt, die Faktor-VIII exprimiert (Marquette et al,
1995), ist es nicht moglich die Biosynthese von Faktor-VIIl in natlrlicher Umgebung
zu untersuchen. Eine Ausnahme machen hier die Endothelzellen der adrenalen
Medulla (Markschicht der Nebenniere) des Rindes. Hier wurde Faktor-VIII-Aktivitat im
Medium und im Zellysat nachgewiesen, allerdings wurde kein Faktor-VIlI-Antigen-
Nachweis erbracht (Banerjee et al, 1992). Experimente mit Saugerzellen, die mit
Faktor VIII Expressionsvektoren transfiziert worden sind, haben gezeigt, dass die
Zellen in der Lage sind, das Faktor VIII Protein zu exprimieren und es ins Medium zu
sezernieren (Kaufman et al, 1988). Die verschiedenen Expressionsstudien haben

gezeigt, dass

e die Proteine synthetisiert und sezerniert werden

e die Faltung und Anordnung der Disulfidbriicken dem des Wildtyp entsprechen

e die Serin/Threonin- und die Asparagin- gebundenen Glykosylierungen an der
richtigen Position sind

e andere posttranslationale Modifikationen korrekt sind (Kaufman, 1992b).

Fur experimentelle Studien kommt eine Reihe von immortalisierten Saugerzellen in
Frage. Allerdings sprechen folgende wichtige Grinde flir den Einsatz von
Chinesische Hamster Ovar Zellen (CHO):

e Sie bauen das fremde Gen in ihr eigenes Genom ein, d.h., sie sind stabil.

e Viele Proteine sind schon erfolgreich in hohen Konzentrationen in CHO-Zellen
exprimiert worden.

e CHO-Zellen wachsen auch in Abwesenheit von Serum.

e CHO-Zellen besitzen die Fahigkeit adharent oder in Suspension zu wachsen.

e Verschiedene Proteine sind zugelassen, die in CHO-Zellen exprimiert wurden.

e Sie kdnnen im grof3en Malde fermentiert werden.

Trotz dieser geeigneten Zell-Linie ist es bis heute sehr schwierig, aktives Faktor-VIII-
Protein in geeigneten Mengen zu exprimieren. Vergleiche mit Proteinen gleicher

Grolle haben gezeigt, dass Faktor VIII (trotz Verwendung des gleichen
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Expressionsvektors) 2-3fach weniger exprimiert wird (Kaufman et al, 1985 und 1986).
Bei Versuchen mit Affennierenzellen (COS) war die Expression vom Faktor-VIII-
Protein sogar um das 10fache geringer als die Expression des nahe verwandten
Faktor V. Da allerdings das mRNA-Niveau des Faktor VIII nicht etwa 10fach, sondern
nur 2fach geringer war als das des Faktor V, und beide mRNAs gleich stark
translatiert wurden, mufdte die Ursache fir den Expressionsunterschied in der
Sekretion von Faktor VIII liegen. Gleiche Ergebnisse erzielte man mit Versuchen in
CHO-Zellen (Pittman et al, 1994). Werden COS-Zellen allerdings mit dem B-Doman-
deletierten Expressionsvektor transfiziert, so lag das mRNA-Niveau 17fach hoher als
das des kompletten Faktor-VIIl. Der Einfluss der B-Domane auf die Sekretion des
Faktor-VIII ist schon frih untersucht worden. 1986 zeigte Burke durch getrennte
Expression der schweren und leichten Kette, dass die schwere Kette leichter
sekretiert wird als die leichte. Ein Jahr spater gelang es Dorner experimentell zu
zeigen, dass eine Deletion der B-Domane zu einem Protein fuhrt, dessen geringere
Bindung zum BiP in einer hoheren Sekretion resultiert. Er nahm an, dass die B-
Domane mit dem BiP interagiert. Erst 1995 entdeckte Marquette in
Expressionsversuchen mit chimaren Faktor-VllI-Proteinen, dass eine Region von 110
Aminosauren in der A1-Domane fur diese Bindung verantwortlich ist. Eine Rolle bei
der Sekretion spielt ein weiteres Protein, das Calnexin. Es interagiert mit der B-
Domaéne des Faktor-VIlI-Proteins (Kaufman et al, 1997). Die B-Domane hat also
keinen direkten Einflu auf die Aktivitat des Proteins in der Gerinnung, sondern es ist
anzunehmen, dass sie u. a. eine Rolle bei der Sekretion aus dem ER spielt. Da
verschiedene Proteine mit unterschiedlich grof3en Deletionen in der B-Domane
exprimiert wurden (Eaton et al, 1986; Sarver et al, 1987; Meulien et al, 1988;
Langner et al, 1988; Bihoreau et al, 1991; Mertens et al, 1993; Pittmann et al, 1993;
Donath et al, 1995; Haack et al, 1999) und es in allen Fallen zu einer schnelleren
Aktivierbarkeit dieser Proteine durch Thrombin kam, lag die Schlussfolgerung nah,
dass die B-Domane eine Schutzfunktion im vollstandigen Protein ausubt (Mosesson
et al.,, 1990). Pittman zeigte 1993 und 1994 u. a., dass die Expression der B-
Domanen-deletierten Proteine im Vergleich zum Wildtyp in CHO-Zellen 10-20fach

hoher ist.
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1.7  Zielsetzung der Arbeit

Am Anfang der Arbeit sollte in Bonn ein System zur Expression rekombinanter
mutierter Faktor VIII Proteine etabliert werden. Zu diesem Zweck erfolgte ein
Aufenthalt in Leuven am ,Centre for Molecular and Vascular Biology“ von 6 Monaten,
um die Methoden, die dort erfolgreich zur Anwendung kamen, zu erlernen. Im
Anschluss sollten die Methoden in Bonn etabliert werden. Der Aufenthalt wurde von
der ,Gesellschaft fur Thrombose und Hamostase Forschung“ (GTH) im Rahmen

eines Stipendiums geférdert.

Anhand der HAMSTeRs — Datenbank und aus eigenen vorhandenen Daten wurden

9 Punktmutationen in der B-Domane fur die Expressionsversuche ausgewahilt.

Bei Val993Leu, GIlu1038Lys, Asn1441Lys, Leu1462Pro, Glu1579Asp und
Ala1591Ser handelte es sich um naturlich vorkommende Missense-Mutationen, die
bei den betroffenen Patienten unter Verdacht stehen, eine Hamophilie A mit mittleren
bis schweren Verlauf hervorzurufen. Alle Mutationen lagen inmitten der B-Domane,
abseits der Thrombinschnittstellen. Bei der Missense-Mutation Pro928Arg handelte
es sich um einen Polymorphismus, da der betroffene Patient ebenfalls eine Inversion
22 vorwies, die wahrscheinlich fur die schwere Hamophilie verantwortlich war. Die
Mutation Asp1241Gilu stellte einen der 2 haufigen Polymorphismen in der B-Domane
dar. Die Missense-Mutation an der Aminosaureposition Arg1310Gly war die einzig
nicht nattrlich vorkommende FVIllI-Variante und wurde als Beispiel fur eine Mutation

an einem CpG-Dinukleotid gewahlt.

1) Zum Ersten sollte ein einfaches, sowie effektives Expressionssystem flr den
rekombinanten Faktor-VIll entwickelt werden, welches es uns ermoglicht, das
Protein in ausreichender Menge zu exprimieren und funktionell zu
charakterisieren. Mit der Technik, Missense-Mutationen in das Wildtyp-FVIII-
Protein einzufiihren und diese mutierten Proteine zu exprimieren, besteht die
Maoglichkeit funktionelle Bereiche in der B-Doméane zu entschlisseln. Bei einer
erfolgreichen Etablierung kann dieses Systems zur Charakterisierung bei anderen

Gerinnungsfaktoren eingesetzt werden.
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2) Zum Zweiten wollten wir die Kausalitat von Mutationen und Polymorphismen, von
denen einige die einzige gefundene Veranderung in dem FVIII-Gen von Patienten
waren, untersuchen. War der Genotyp wirklich verantwortlich fir den Phanotyp
der Krankheit? Hier war das Ziel die rekombinante Herstellung und funktionelle
Charakterisierung dieser Proteinvarianten. Mit diesen Untersuchungen sollten
weitere Erkenntnisse Uber die Bedeutung der B-Domane flr die Proteinaktivitat

und fur die Sekretion des FVIII-Molekuls gewonnen werden.

30



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Verwendetes Material

Alle verwendeten Chemikalien, Biochemikalien, Nahrmedien und Enzyme wurden

von folgenden Firmen in Analysequalitat bezogen.

2.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind kommerziell von folgenden

Firmen erhaltlich: Merck, Roth, Serva und Sigma

Applied Biosystems (Perkin-Elmer Corporation), Weiterstadt: ABlI PRISM Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Behring, DADE, Marburg: Faktor VIII Chromogen

Immuno, Heidelberg: Immunochrom FVIII:C Reagent Kit, Immunozym FVIII:Ag Kit
Stratagene, Heidelberg: Quick Change XL Site-Directed Mutagenesis Kit

Merck, Darmstadt: H»O, Eisessig

Peq Lab: Agarose peq Gold universal, dNTPs

Nunc, Wiesbaden: Nunclon Delta Zellkulturschalen in verschiedenen Grofien,
Kryorohrchen

Quiagen, Hilden: QlAgen Plasmid Kits (Mini und Maxi) QlIAquick PCR Purification
Kit

Serva, Heidelberg: 0,1% Bromphenolblau

Biometra: Kammern flr die Electroporation, Gene Pulser™

Eurogentic, Amsterdam: DNA Langenstandard (Smart Ladder)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf: Reaktionsgefalle, Tischzentrifuge

Millipore, Schwalbach: Sterilfilter
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2.1.2 Losungen, Puffer, Nahrmedien, Gele

Difco Laboratories, Detroit Michigan, USA: LB-Medium, Bacto Yeast Extract,
Bacto Tryptone, Agar

Gibco BRL, Eggstein: Dulbecco’s Nut F 12 Medium, Trypsin-EDTA, Glutamin
(flissig), OPTIMEM, PBS, Foétales Kalber Serum (FBS), Geneticin, Gentamicin

2.1.3 Vektoren

Der Expressionsvektor pcDNA3FVIII Wildtyp wurde uns freundlicherweise von Dr.

Torsten Tonn (Frankfurt) zur Verfugung gestellt. Das Wildtyp-FVIII-Protein wurde

uber die die Xho I-Schnittstelle der ,multiple cloning site® (mcs) in den kauflichen

Vektor pcDNA 3 von Invitrogen eingefugt.

2.1.4 Oligonukleotide

In den folgenden Tabellen (Tab. 2 und 3) sind die Oligonukleotide, die in der PCR

und in der Sequenzierung verwendet worden sind, aufgelistet.
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Bezeichnung Sequenz5 -»3 AS-Pos Anmerkung
BVE28-S AAAAAGTCATCTOGOCTTACTGAGTCTGGTGGACCTCTG 928  [MPr CCC(Pro) ->CCC (Arg), Sense
BVE2B-AS  |AGACTCAGTAAGGOGAGATGACTTTTTGOCAAATAGAGT 928  [MPr COC(Pro) —OGC (Arg), Anti-Sense
BVE3-S GOCTTATTCAAACTTAGCATCTCTTTGTTAAAGACAAAC 993  [MPr GTT(Val) »>CTT (Leu), Sense
BVE93-AS  |CAAAGAGATGCTAAGTTTGAATAAGGCATTATCTTTAGT 993  [MPr GTT(Val) -»CTT (Leu), Anti-Sense
BWM038-S  |GAAAGTGACACTAAGTTTAAAAAAGTGACACCTTTGATT 1038 |MPr GAG(GU) »>AAG (Lys), Sense
BW038-AS |CACTTTTTTAAACTTAGTGTCACTTTCTAATATATTTTG 1038 |MPr GAG(GU) »>AAG (Lys), Anti-Sense
BW441-S  |GGAGCCAAAAAAAAAAACCTTTCTTTAGOCATTCTAACC 1441 [MPr AAT(Asn) —»>AAA (Lys), Sense
BW441-AS | TAAAGAAAGGTTTTTTTTTTTGCCTOCTTGTAAGAAATG 1441 |MPr AAT(Asn) —>AAA (Lys), Anti-Sense
BW579-S | ATACCAAAAGAAGATTGGAAATCOCAAGAGAAGTCACCA 1579 GAG (Qu) ->GAT (Asp), Sense
BW579-AS | TTGGGATTTCCAATCTTCTTTTGGTATCTGAGTACCATA 1579  |MPr GAG (Gu)—>GAT (Asp), Anti-Sense
BW591-S  |CCAGAAAAAACATCTTTTAAGAAAAAGGATACCATTTTG 1591 [MPr GCT (Ala) > TCT (Ser), Sense
BW591-AS |CTTTTTCTTAAAAGATGTTTTTTCTGGTGACTTCTCTTG 1591  |MPr GCT (Ala) - TCT (Ser), Anti-Sense
BW462-S  |GAGGTTGGECTCOOCGEGGACAAGTGCCACAAATTCAGTC 1462  |MPr CTG(Leu) -»>OCG (Pro), Sense
BW462-AS  |GGCACTTGTOCOOGEEGAGCCAACCTCTCTTTGATCAC 1462  |MPr CTG(Leu) —OCG (Pro), Anti-Sense
BW310-S  |AATTTTGTCACGCAAGGTAGTAAGAGAGCT 1310  |MPr CGT(Arg) -GGT (Qy), Sense
BWM310-AS |AGCTCTCTTACTACCTTGCGTGACAAAATT 1310  |MPr CGT(Arg) —GGT (Qly), Anti-Sense
P1241-S AATGTAGAAGGT TCATATGAGGGGGECATAT 1241 |MPr GAC(Asp) ->GAG (Gu), Sense
P1241-AS  |ATATGOCCCCTCATATGAACCTTCTACATT 1241 |MPr GAC(Asp) —GAG (Qu), Anti-Sense

Tab. 2: Mutationsprimer. Auflistung der fur die Mutagenese verwendeten Primer.

Die im Vergleich zum Wildtyp veranderte Base ist unterstrichen

Bezeichnung Sequenz5 —» 3 Anmerkung
M928-Seq-S CAACAGAGTTGAAGAAACTT Sequenzprimer flr Mutation 928 und 993, Sense
M928-Seq-AS TTTAAATAACCTACCACTCT Sequenzprimer fur Mutation 928 und 993, Anti-Sense
M1038-Seq-AS TAAAGAAGGACATATCTGGA Sequenzprimer fir Mutation 1038, Anti-Sense
M1441-Seq-S AAAGGTATCATCATTTCCAA Sequenzprimer fir Mutation 1441und 1462, Sense
M1441-Seq-AS GTCCTTCTGATAAATGTGAA Sequenzprimer flr Mutation 1441 und 1462, Anti-Sense
M1579-Seq-S TGGAATGAAGCAAACAGACC Sequenzprimer fur Mutation 1579 und 1591, Sense
M1579-Seq-AS GAGAGCACAGCCTTTCAGTC  |Sequenzprimer fir Mutation 1579 und 1591, Anti-Sense
P1241-Seq-S CAGAAACCTATTTCTTACTA Sequenzprimer flr Mutation 1241 und 1310, Sense
P1241-Seq-AS GGTTTGATTTCCCAAGCCTT Sequenzprimer fur Mutation 1241 und 1310, Anti-Sense

Tab. 3: Sequenzierprimer. Die Lage der Sequenzierprimer wurde ungefahr 100

Basen vor der mutierten Base gewahilt.
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2.1.5 E. coli-Stadmme

Escherichia coli Stamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind Derivate von E.
coli K12.

XL 10 Gold Ultracompetent cells waren im Mutagenese Kit von Stratagene enthalten.
Subcloning Efficiency DH5a Competent cells wurden von Life Technologies

bezogen.

2.1.6 Zellen

Die Hamster Ovar Zellinie wurde uns freundlicherweise von Herrn PD Dr. R.

Schwaab uberlassen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Plasmid — DNA - Praparation

Plasmid-DNA aus 3 — 5 ml Ubernachtkultur wurde mit Hilfe eines Plasmid-
Reinigungs-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die Eluierung der Plasmid-DNA erfolgte in
32 ul Aqua dest.

Plasmid-DNA aus 150 ml Ubernachtkultur wurde mit Hilfe des Maxi-Kits (Qiagen,
Hilden) gereinigt. Hier erfolgte die Eluierung des an die Silikatmatrix gebundenen
Plasmides in 50 uyl Aqua dest. Nach DNA-Konzentrationsbestimmung wurde mit
Aqua dest. bis zu einer Endkonzentration von 1 ug/pl aufgeflllt. Plasmide zur
Lagerung wurden in hochkonzentriertem Salzpuffer eluiert; Plasmide zur sofortigen

Weiterverwendung in Aqua dest pH 7.
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2.2.2 Mutagenese

Die Mutagenese des Vektors pcDNA3FVIII erfolgte mit dem QuikChange® XL Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Das Ausgangsplasmid (pcDNA3FVIII) muldte
vorher aus Zellen isoliert werden, welche die Fahigkeit hatten, das Plasmid zu
methylieren, um spater den maternalen Strang durch den Verdau mit dem Enzym

Dpn | zu entfernen.

Ausgangsplasmid (wt)

Primern

| PCR mit mutagenisierten

PCR Produkt und
Ausgangsplasmid

Verdau mit Dpn | zu
Beseitigungdes maternalen
Stranges

Plasmid mit eingefuhrter
Mutation, ungeschlossen

Transformation in
XL 10 Gold

Plasmid mit eingefihrter
Mutation, geschlossen

Sl

Abb. 10: Mutageneseprinzip. Ausgehend von einem Expressionsvektor wurde
uber mutagenisierte Primer eine Mutation eingefuhrt. Da der maternale Strang
im Gegensatz zum PCR Produkt methyliert war, konnte er ohne Probleme mit

Dpn | verdaut werden.
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2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Der Ansatz der PCR erfolgte nach Herstellerangaben:

X ul
5ul
X ul
X ul
1l
3 ul
ad 50 pl
1 Ml

(10 ng) dsDNA Template pcDNA3FVIII
10x Reaktionspuffer

Oligonukleotid 1 (125 ng)
Oligonukleotid 2 (125 ng)

dNTP Gemisch

QuickSolution

Aqua dest

Pfu Turbo DNA Polymerase

Der Ansatz wurde gemischt und abzentrifugiert.

Das PCR-Gerat wurde nach dem folgenden Reaktionsprotokoll programmiert:

94°C 1 min
94°C 50 sek
60°C 50 sek
68°C 25 min
68°C 7 min
4°C Ende

]

16 Zyklen

1

Anfangsdenaturierung
Denaturierung
Oligonukleotidanlagerung
Polymerisation

Verlangerung der Polymerisation

Kuhlung der Proben

Die optimale Temperatur fur die Oligonukleotidanlagerung hangt von deren Struktur

ab. Sie IaRt sich durch folgende Berechnung der theoretischen Schmelztemperatur

(Tm) anndherungsweise ermitteln:

Tm=81,5+0,41(% GC) — 675/N - % Punktmutationen

N steht flr die Primerlange in Basen

Prozentgehalt GC und Punktmutationen mussen in ganze Zahlen angegeben

werden
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2.2.2.2 Enzymatische Spaltung des maternalen Stranges

Vor dem Verdau werden 10 pyl des PCR-Produktes auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen, um zu kontrollieren, ob die Amplifikation stattgefunden hat. Um den
methylierten maternalen Strang herauszuschneiden, wurden die restlichen 40 pl des
PCR-Produktes mit 1 yl Dpn | (10 U/ul) versetzt, abzentrifugiert und 1 Std. bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Da das PCR-Produkt, welches die Mutation enthielt, nicht

methyliert war, wurde es bei dem Restriktionsverdau nicht angegriffen.

2.2.2.3 Transformation

Zur Vervielfaltigung der mutierten Plasmid-DNA erfolgte eine Transformation in
Bakterienzellen. Dazu wurden ultrakompetente XL10-Gold Zellen verwendet, die in
dem Kit beinhaltet waren. Zu 45 ul Zellsupension wurden 2 pl B-Mercaptoethanol-Mix
hinzugeflgt. Der Mix wurde vorsichtig vermischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert,
wobei alle 2 Minuten gemischt wurde. Danach wurden 5 pl des Restriktionsverdaus
den Zellen hinzugeflgt und alles vorsichtig vermischt. Es folgte eine Inkubation der
kompetenten Zellen mit der DNA fiir 30 Minuten auf Eis, 30 Sekunden Hitzeschock
bei 42°C, Inkubation des Ansatzes fur 2 Minuten auf Eis, Zugabe von 500 pl LB-
Medium, Inkubation bei 37°C fur eine Stunde unter kraftigem Schutteln.
AnschlieBend wurden Aliquots von je 250 ul der Transformationsansatze auf
Selektivagarplatten (Ampicillin) ausplattiert. Bakterien, die kein Plasmid besitzen,
konnen aufgrund der fehlenden Ampicillin-Resistenz nicht wachsen. Zur Kontrolle der
am nachsten Tag erhaltenen Transformanden wurden fur jede Mutation 3
Ubernachtkulturen in je 3 ml LB/Amp —Medium angeimpft und unter Schitteln
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Plasmid-DNA isoliert und auf ein Agarosegel
aufgetragen, um die Grol3e des Plasmids mit der des Ausgangsplasmids vergleichen

zu kdbnnen.

2.2.3 Umklonierung in Dh5a-Zellen

Da die Ausbeute der Plasmide aus den XL10-Gold-Zellen sehr gering war, erfolgte

eine Umklonierung von je 2 Plasmiden in der richtigen Grof3e in Dh5a-Zellen. Hierfur
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gab man 3 pl des aus XL10-Gold isolierten Plasmides zu 50 ul Dh5a-Zellsuspension
und inkubierte 30 Minuten auf Eis. Es folgte eine Hitzeschock-Reaktion bei 37°C im
Wasserbad und anschliellende Inkubation fir 2 Minuten auf Eis. Nach Zugabe von
250 plI LB-Medium wurde unter kraftigem Schitteln bei 37°C inkubiert. Die
Inkubationszeit betrug 1 Stunde. Danach folgte die Ausplattierung von je 100 pl auf
Selektivagarplatten und Inkubation Uber Nacht bei 37°C. Am folgenden Tag wurden
je 2 Klone pro Platte gepickt und in je 3 ml Selektionsmedium (Ampicillin) angeimpft

und erneut Uber Nacht unter Schiitteln oder Rotieren bei 37°C inkubiert.

2.2.4 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 1%igen bzw. 2%igen
Agarosegelen (Sambrook et al., 1989) in TAE (Tris/Acetat/EDTA)-Puffer (40 mM
Tris/Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA). Als Grollenstandard wurde ein Marker der Firma
Eurogentec (Smart-Ladder) verwendet. Die Gele wurden in Ethidiumbromidlésung (2
pMg/ml in Wasser) gefarbt und nach kurzem Wassern im UV-Durchlicht bei 302 nm
fotografiert.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA-Konzentration

Die Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration und deren Reinheit wurde
photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt. Ein Verhaltnis von 1.8 - 2 zeigt die
Abwesenheit von Proteinen an. Ein AEgs-Wert von 1 entspricht einer DNA-

Konzentration von 50 pg/ml (Sambrook et al., 1989).

2.2.6 Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung der vermutlich positiven Klone erfolgte nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977) mit einem Fluoreszenz -
Sequenzierautomaten (Abi-Prism 310 — Genetic —Analyser). Einstrangige DNA wurde

mit Hilfe eines Oligonukleotides, einer DNA-Polymerase und den vier
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Desoxynukleotiden vervielfaltigt. Im Ansatz befanden sich zusatzlich unterschiedlich
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide im Unterschul®, die bei Einbau die
Polymerisationsreaktion stoppten, da aufgrund der fehlenden OH-Gruppe keine
Verlangerung mehr mdoglich war. Es kam zum Kettenabbruch. So entstand ein
Gemisch aus DNA-Fragmenten verschiedener Lange, die alle ein markiertes ddNTP
am 5-Ende trugen. Durch Hitzedenaturierung wurden die neu entstandenen
Fragmente von der DNA-Matrix getrennt und Uber ein Polyacrylamidgel
electrophoretisch getrennt. Die Detektion erfolgte, da beim Durchlauf der Proben bei
einer bestimmten Gelebene diese durch einen Laser zur Fluoreszenz angeregt
wurden und das emittierte Fluoreszenzlicht in digitaler Form gespeichert wurde.
Ausgangsprodukt fur die Sequenzierreaktion war ein aufgereinigtes Plasmid (s.
2.1.3), dessen Konzentration Uber ein Agarosegel und mit Hilfe eines

Spektrophotometers bestimmt worden war. Es folgte die PCR flur die Sequenzierung.

Reaktionsansatz fir die Sequenzierung:

150 ng aufgereinigtes Plasmid (in H,O geldst)
4 ul Sequenz — Reaktionspuffer

32 pmol Oligonucleotid

3l ,Big Dye*“ (Reaktionsmischung)

ad 20 pl H.O

Nach Vortexen des Reaktionsgemisches wurde es im Thermocycler folgenden

Bedingungen ausgesetzt:

96°C 10 Sek. — Denaturierung

45°C 10 Sek. | 25 Annealing

60°C 4 Min. —1 Extension

4°C Abkuhlung der Proben

Um die nicht eingebauten Terminatoren aus dem Reaktionsansatz zu entfernen,

wurde das Reaktionsprodukt mit dem ,Dye — Ex — 2.0 Spin — Kit* (Qiagen)
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aufgereinigt. Da einstrangige DNA nicht stabil ist, wurden vor dem Erhitzen (2 min,
90°C) dem gereinigten Produkt 5 ul TSR (Template-Supressor-Reagenz) zugegeben.
Um eventuelle Luftblasen zu eliminieren, wurde der Ansatz abzentrifugiert und bis
zum Laden im Kapillar — Sequenzer auf Eis gelagert. Es folgte die automatische
Sequenzanalyse durch den Abi Prism 310. Die erhaltenen Daten wurden mittels des
Programms Analysis analysiert. Der Vergleich mit der Wildtypsequenz erfolgte

manuell sowie mit dem Programm CEQ.

2.2.7 Lagerung von E. coli Stock-Kulturen

Nach Bestatigung des Vorhandenseins der Mutation durch die Sequenzierung,
wurden von den rekombinanten Klonen Stock-Kulturen angefertigt. Hierfir wurden zu
830 pl einer in exponentiellem Wachstum befindlichen Kultur 170 pl 87%iges

Glycerin pipettiert. Die Suspension wurde gut gemischt und bei —80°C gelagert.

2.3  Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zellkultur

Es wurde ausschlieRlich mit einer Zellinie gearbeitet. Hierbei handelte es sich um
Chinesische Hamster — Ovarzellen (CHO), welche in Nut-F12-Medium mit 1%
Gentamicin wuchsen. Die Zellen wurden im Inkubator bei 5% CO,-Zufuhr und 37°C
gehalten. Um die Luftfeuchtigkeit zu erhéhen, wurde ein Gefaly mit sterilem Wasser
auf den Boden des Inkubators gestellt. Samtliche Zellkulturarbeiten fanden unter
sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank statt. Da die Zellen sich im
standigen Wachstum befanden, multen sie, sobald der gesamte Boden der
Kulturschale bedeckt war, gesplittet werden. Dazu wurde die Kulturschale, nach
Waschen mit PBS, mit Trypsin-EDTA bei 37°C 3 — 5 min inkubiert. Die Menge des
verwendeten PBS bzw. des Trypsins war abhangig von der Grol3e der Kulturschale.

Durch sanftes Klopfen der Schale auf dem Tisch losten sich die Zellen vom Boden

des GefalRes. Das ,Abdauen® der Zellen wurde durch Zugabe von FKShaltigem
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Medium gestoppt. Bei 100%iger Konfluenz wurden die Zellen 1:10 bzw. 1:20

gesplittet, abhangig von der weiter benadtigten Zell-Zahl.

2.3.2 Transfektion von CHO-Zellen

Die Uberfiihrung fremden Genmaterials in eine eukaryotische Wirtszelle ist eine
Methode, die es erlaubt, die Wirtszelle zu Leistungen zu bringen, die vorher nicht im
Repertoire der Zelle lagen bzw. die diese in bisher nicht gewunschten Malde

erbrachte.

Die Transfektion der CHO-Zellen erfolgte Uber die Elektroporation (Neuman et al,
1982), bei der in kurzer Zeit eine groRe Zellzahl transfiziert werden kann. Die
Zellsuspension wurde in Gegenwart einer fremden DNA-Lésung einem kurzen
elektrischen Impuls ausgesetzt. So wurden in der Zellmembran Poren flr einen
kurzen Zeitraum erzeugt, durch welche die DNA in die Zelle gelangen konnte
(Sukharev, 1994). Die Bildung der Poren ist von verschiedenen Faktoren abhangig,
z.B. von der Art des verwendeten Mediums bei der Elektroporation. Da die
Zellmembran eine Isolierung des elektrisch leitfahigen Cytoplasmas darstellt, kann
elektrischer Strom so lange nicht flieRen, bis Poren in der Membran entstanden sind.
Dies geschieht bei 0,4 — 1 V, weil hier die transmembranale Spannung ihren
kritischen Wert erreicht und eine lokale Zerstérung der Membranintegritat spontan
zur drastischen Erhoéhung ihrer Leitfahigkeit flhrt. Die primar entstandenen
hydrophoben Poren verwandeln sich bei Erreichen eines kritischen Radius spontan
in relativ stabile hydrophile Poren (0,5 — 1 nm) mit einer Lebensdauer zwischen
wenigen Sekunden bis einigen Minuten (Sukharev, 1994). Die DNA gelangt nun
durch Diffusion oder unter Beteiligung von Elektrophorese in die Zelle (Klenchin,
1991). Zur Wiederherstellung der Membranintegritat mussen die Poren wieder
geschlossen werden, wobei neben dem Absenken der Temperatur vor allem die

Zusammensetzung des Elektroporationsmediums entscheidend ist.
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intrazellular intrazellular
extrazellular extrazellular

Abb. 11: Schematische Abbildung der Porenbildung bei Lipidmembranen in
einem elektrischen Feld. A) Kurzlebige hydrophobe Pore, B) ,stabile“ hydrophile
Pore (Sukharev et al, 1994)

Durchflhrung:

Nach Bestimmung der Lebendzellzahl durch die Zahlkammer wurde eine
Zellsuspension von 10° Zellen/ml hergestellt. Die Zelle befanden sich im
Transfektionsmedium, welches kein FKS enthielt. Dieses hatte die
Transfektionseffizienz stark verkleinert. In der Kulvette wurden zu 800 pl
Zellsuspension 20 — 25 pl (1 ug/ul) Plasmid hinzugeflgt.

Die Transfektion erfolgte bei:

800 pF elektrische Kapazitat
200V Stromstarke
800 — 850 pl Gesamtvolumen
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Die Elektroporationskammer war stets ausgelastet, d.h., alle 4 Platze mufdten laut
Angabe des Herstellers besetzt sein, gegebenenfalls mit einer Leerprobe, welche nur
mit Medium gefullt war.

Nach dem Versetzen der Probe mit dem elektrischen Strom, wurde diese vorsichtig
aus dem Gerat entfernt und, zum SchlieRen der Poren, auf Eis gelagert. Die
transformierte Zellsuspension wurde mit einer Pipette in eine runde Kulturschale
uberfuhrt, die 10 ml Normalmedium (Nut F12 + FKS) enthielt. Die Kuvette wurde
nochmals mit Medium nachgespult, um alle Zellen in die Kulturschale zu Uberfuhren.
Es folgte eine Ruhepause fur die Zellen von 48 Stunden. Danach wurde mit der

Selektion begonnen.

2.3.3 Mikroskopische Kontrolle

Um das Wohlbefinden der Zellkulturen zu sichern, muflten sie regelmalig
mikroskopisch kontrolliert werden. Besonders wichtig war die Kontrolle in der
Selektionsphase, da das Antibiotikum zytostatisch wirkte, d.h. die Zellen nicht
abtotete, sondern im Teilungskreislauf hemmte, die Zellen sich also nicht mehr

vermehren konnten. Die Kontrollen erfolgten mit einem Umkehrmikroskop (Zeiss).

2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Wachstumsgeschwindigkeit war die anfangliche Zellzahl (Inokulum) bei
adharent wachsenden Zellen sehr wichtig, weil zu dinn ausgesate Zellen nur sehr
langsam wachsen wirden und zu dicht ausgesate Zellen oft subkultiviert werden
muBten, welches die Gesamtlebensdauer der Zellinie verkurzen wurde. Ebenfalls
bendtigte man die Lebendzellzahl fur die Transfektion, weil hier fur ideale
Bedingungen eine Zellzahl von 1x10° ideal war, sowie zur Unterscheidung lebender
und toter Zellen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch den Trypanblau —

Ausschlufd — Test mittels eines Hamocytometers (Neubauer — Zahlkammer).
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Abb. 12: Abbildung einer Neubauer Zahlkammer. Die Auszahlung erfolgt in der
Uberlappung der Schraffierungen.

Nach Reinigung der Kammer mit Alkohol wurde das Deckglas angefeuchtet und mit
etwas Druck auf die Kammer geprel3t bis die sogenannten ,Newtonringe“ erschienen.
Diese zeigten, dass die Tiefe der Zahlkammer richtig eingestellt war (0,1 mm). Nach
einer 1:10 Verdunnung der Zellsuspension mit Trypanblau (10 pl Zellsuspnsion + 90
Ml Trypanblau-EDTA) wurden 10 ul dieser Losung vorsichtig mit Hilfe einer Pipette
unter das Deckglas gegeben. Wahrend vitale Zellen in der Lage waren, den Farbstoff
auszuschlielfen und im mikroskopischen Bild hell erschienen, nahmen tote Zellen
das Trypanblau auf und waren tiefblau gefarbt. Die Zahlkammer bestand aus 9
groRen Quadraten. Jedes Quadrat hatte eine Flache von 1 mm?, woraus eine Tiefe
von 0,1 mm und ein Volumen von 0,1 ul resultierten. Es wurden 4 grof3e Quadrate
ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Berechnung der eigentlichen Zellzahl
erfolgte aus dem Mittelwert x 10* (Kammerfaktor) x 10 (Verdiinnungsfaktor

Trypanblau). Daraus ergab sich die Zellzahl pro ml.
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2.3.5 Selektion

Das hier verwendete Selektionssystem war die Neomycin/Geniticinresistenz, die
durch die vom neo — Resistenzgen des bakteriellen Transposons TnS kodierte
Aminoglucosid — Phosphotransferase APH(3‘) vermittelt wurde (Colbore-Garapin et
al.,, 1981). Ohne neo-Resistenzgen band das Amino — Glycosid — Antibiotikum
Geneticin an die 80S — Ribosomen und hemmte so die Translation; es wirkte also
nicht zytotoxisch, sondern zytostatisch. Dadurch variierte der nétige Zeitraum, um die
Zellen abzutéten, die kein Plasmid aufgenommen hatten; er war ebenfalls abhangig
von der Ausaatdichte, dem proliferativen Status und der GréRe des Kulturgefalles. In
der Regel schwankte er zwischen 14 — 20 Tagen. Das Medium wurde alle 2 Tage
gewechselt, so wurden die abgestorbenen Zellen entfernt und die Zufuhr von
frischen Medium und G418 gesichert, um die optimalen Bedingungen zu
gewahrleisten. Aulerdem wurden die Ansatze alle 2 Tage mikroskopisch kontrolliert,

um eine Zellteilung der positiven Klone zu uberwachen.

2.3.6 Herstellung eines stabilen Klons

Die Voraussetzung fur eine stabile Expression war die Integration der transfizierten
DNA in das Wirtsgenom. Dieses war durch die Selektion von 2 — 3 Wochen

gewahrleistet, so dass ein einzelner Klon isoliert werden konnte:

Nachdem das alte Medium abgesaugt und die Kultur 2 x mit PBS gewaschen wurde,
folgte das Losen der Zellkultur vom Boden der Zellkulturschale mit 2 — 3 ml Trypsin —
EDTA. Das Abdauen der Zellen wurde mit 5 ml Selektionsmedium gestoppt und die
Zellzahl bestimmt. In einer Reihenverdinnung wurden die Zellen bis zum Erreichen
einer Zellzahl von 60 Zellen/ml verdinnt. 1 ml dieser Suspension versetzte man mit
19 ml Selektionsmedium, so dass in einem Gesamtvolumen von 20 ml nur noch 60
Zellen vorhanden waren. Dieses wurde auf eine 96 — well — plate (~200 ul/well
gleichmalig verteilt, so dass die Verteilung < 1 Zelle/well betrug. Parallel wurde, falls
die Vereinzelung nicht funktioniert, 1 ml des Ansatzes 10° Zellen/ml ebenfalls mit 19
ml Selektionsmedium verdinnt und auf eine 96 — well — plate verteilt. Die Ansatze

wurden bei 37°C und 5% CO,-Gehalt im Inkubator inkubiert. In den darauffolgenden
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4 — 5 Wochen erfolgte eine genaue mikroskopische Kontrolle der Ansatze. Alle 1 — 2
Tage wurde Uberpruft, wie viele Zellen sich in einer Vertiefung befanden und ob es
zu einer optimalen Teilungsrate kam. Der Mediumwechsel erfolgt alle 2 — 3 Tage.
Nach 5 — 6 Wochen waren die Zellen zu 90 — 100 % konfluent, und es wurden von
ausgewahlten Klonen (ausgehend von einer Zelle) ein Teil des Mediums
abgenommen und im Aktivitatstest eingesetzt. Nach Feststellung der positiven Klone
(FVII-Aktivitat im Test) wurden ~2 Klone ausgewahlt, welche im Anschluf}

hochgezogen wurden.

2.3.7 Hochzucht

Da fir die Uberproduktion des FVIII — Proteins eine hohe Zellzahl bendtigt wurde,

wurden die Zellen bis auf eine Kulturschalengrof3e von 25 ml Medium hochgezogen.

Nach Bestimmung der positiven Klone wurde das Medium aus der 96 — well — Platte
abgesaugt und 50 pl Trypsin — EDTA in die betreffende Vertiefung geflllt. Nach einer
Inkubationszeit von ~5 min bei 37°C wurden die 50 ul in denen sich die abgeldsten
Zellen befanden, abgenommen und in eine 24 — well — Platte Gberfuhrt. Jedes well
wurde vorher mit 1 ml Selektionsmedium befullt. Es folgte die Inkubation der Platte
bei 37°C, bis die Zellen konfluent waren. In der Regel war dieser Zustand nach 5 — 7
Tagen erreicht. Es wurde erneut auf die nachst groRere Kulturschalengréflie
Ubertragen, indem das alte Medium abgesaugt und 200 ul Trypsin-EDTA zugegeben
wurde und, nach 5 min. Inkubation, bei 37°C die gesamten 200 ul Zellsuspension in
3 ml Selektionsmedium in eine 6 — well — Platte uberfihrt wurden. Nach 5 — 7 Tagen
Inkubation waren die Zellen konfluent. Es wurde so lange nach diesem Schema
verfahren bis die Kulturschale eine Volumengrofie von 25 ml erreichte (Uber 5 ml und
15 ml Zwischenstufen). Waren die Zellen bei diesem Volumen konfluent, konnte mit

der Induktion begonnen werden.

46



2. Material und Methoden

2.3.8 Induktion von CHO - Zellen

Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur Optimierung der Expression transfizierter
Gene. Die Steigerung der Genexpression durch Natriumbutyrat basiert auf der
Begulnstigung einer aktiven Chromatinform. Zusatzlich, zu einer Erhdhung der
transienten Expression, kann es auch zur vermehrten Bildung stabil transfizierter
Zellen fuhren (Koch — Brandt et al., 1993). Die Endkonzentration an Natriumbyturat
im Medium betrug 3 mM. Hierfir wurden von einem 300 mM Stock 5 ml auf ein

Mediumvolumen von 500 ml hinzugefugt.

2.3.9 Lyse von CHO - Zellen

Fur die Lysierung der CHO Zellen wurde ein Zell-Lyse-Puffer angefertigt.

150 mM NaCl
1% Nonidet P40
50 mM Tris HCI

Der Puffer wurde auf einen pH Wert von 8 eingestellit.

Die abzentrifugierten Zellen wurden in 1 ml des NP40 Puffers resuspendiert und fur
30 min auf Eis inkubiert. Danach folgte das Abzentrifugieren der Zellfragmente und
der Uberstand konnte direkt in die folgenden Aktivitatstest bzw. Antigen-ELISA
eingesetzt werde.

2.3.10 Herstellung und Lagerung von CHO — Stock — Kulturen

Sobald die Uberproduktion beendet war, wurden von den Zellen Stock — Kulturen
angefertigt, um bei Bedarf auf diese zurtickgreifen zu kdnnen.

Die Lagerung von Zellen bei —80°C kann fir kurze Zeit durchgefihrt werden, flr
einen langeren Zeitraum ist aber die Lagerung bei —196°C in flussigem Stickstoff
notwendig. Diese Art der Lagerung bewahrt die Zellen unter anderem vor

Kontamination und vor Variabilitat durch Subkultivierung. Als Schutzsubstanz diente
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Dimethylsulfoxid (DMSO). Sie verhindert die Kristallbildung innerhalb und auf3erhalb

der Zelle, sowie die partielle Dehydratation des Cytoplasmas.

Die Zellen wurden trypsiniert und in 5 ml Normalmedium aufgenommen. Nach 5 min.
Zentrifugation bei 500 g wurden die Zellen in 2 ml Medium resuspendiert
(Zellsuspension). In Kryoréhrchen wurden 100 yl DMSO gegeben und 1 ml der
Zellsuspension hinzugefugt. Anschliefend wurden die Kryorohrchen in einen runden
Behalter gestellt, der in der Aulenwand 96%igen Alkohol enthielt. Dieses garantierte
ein schonenderes Einfrieren bei —80°C. Nach Lagerung der Zellen fur 12 — 48
Stunden bei —80°C wurden die Zellen, falls sie nicht in den nachsten 3 Wochen

bendtigt wurden, in spezielle Gestelle in der Flissigphase des Stickstoffs gelagert.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Bestimmung der FVIII — Aktivitat

Es wurde auf 2 verschiedenen Wegen die Aktivitat der verschiedenen FVIII-
Proteinvarianten bestimmt. Beide Methoden basieren auf der Aktivierung eines
chromogenen Substrates, wobei eine Bestimmung maschinell am ,MLA Electra
900C* und die andere manuell am Photometer durchgefuhrt wurde. In beiden
Testsystemen wurde das mit rFVIII angereicherte Zellkulturmedium wie eine

Plasmaprobe behandelt und eingesetzt.

2411 Electra — maschinell

Bei diesem Test wurde das kommerziell verfiigbare Bestimmungssystem ,Dade®
Faktor VIII Chromogen® der Firma Behring verwendet. In diesem chromogenen Test
wurde der rFVIII in der Probe erst durch Thrombin aktiviert. Der so aktivierte FVIII
(FVIlla) beschleunigt dann die Umwandlung des Faktor X zu Faktor Xa. Fur diese
Reaktion war die Anwesenheit von aktivierten Faktor IX (FIXa), Phospholipiden und
Calciumionen notwendig. Die FXa — Aktivitat wurde durch Hydrolyse eines FXa —

spezifischen p-Nitroanilid — Substrates gemessen. Bei diesem FVIII — Aktivitatstest
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handelte es sich um einen indirekten Nachweis, d.h., es wurde die Ausgangsmenge
des freigesetzten p-Nitroanilin (pNA), gemessen bei 405 nm, bestimmt, die

proportional zur FXa — Aktivitat war, somit ebenfalls zur FVIII — Aktivitat der Probe.

Reaktionsschema:
FVIII + Thrombin > FVllla
EX FVIlla, FIXa, Phopholipide, > FXa

/

CH30CO-D-CHG-Gly-Arg-pNA (farblos) FX&8,.  CH30CO-D-CHG-Gly-Arg-OH

Der gesamte Reaktionsablauf wurde maschinell vom MLA Electra 900C
durchgefuhrt.

Die Mediumproben wurden bis zur Bestimmung der FVIII-Aktivitat, direkt nach
Abnahme von der Zellkultur, auf Eis gelagert. Zur Bestimmung wurden die Proben
1:41 mit NaCl 0,9%ig verdinnt. Die Analyse der Aktivitatswerte erfolgte durch die
Maschine, welche die Ergebnisse Uber eine gespeicherte Eichkurve bestimmte. Zur
Kontrolle der Eichkurve wurden 2 Kontrollplasmen (P + N) vor jeder Bestimmung

eingesetzt.

24.1.2 Immuno — manuell

Die Bestimmung der FVIII — Aktivitat erfolgte mit dem Kit ,Immnochrom FVIII : C*
von Hyland Immuno Diagnostics. Das Testprinzip beruhte auf dem gleichen
Reaktionsablauf wie bei dem Test von Behring, die Proben und die Referenzen

wurden allerdings von Hand pipettiert. Um Abweichungen zu kontrollieren, wurden
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Doppelbestimmungen  durchgefuhrt. Um  Abweichungen  durch  zeitliche
Verzdgerungen beim Pipettieren zu Uberprifen, wurden die Ansatze einer Eichkurve
am Anfang und am Ende pipettiert. Nachdem die Reagenzien (A, B und das
Substrat-Puffer-Gemisch) in den vorgegebenen Mengen an Aqua dest. geldst waren,
wurden sie 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie im Test eingesetzt
werden konnten. Die Medienproben wurden 1:41 mit FVIII — Verdinnungspuffer
(Imidazol, NaCl, Albumin, pH 7,4; im Kit enthalten) verdinnt (50 yl Probe + 2 ml

Puffer). Die gesamte Bestimmung erfolgte nach der Endpunktmethode bei

Raumtemperatur.

Testdurchfuhrung
Reagenz A (Phospholipide, Albumin) 100 pl
Reagenz B (FIV, FX, Ca2+, Thrombin, Albumin) 100 pl
Plasma 1:41 100 pl
Inkubation 5 min

Substrat-Puffer-Gemisch (Imidazol, NaCl, Albumin,

Tris, EDTA) 500 pl
Inkubation 3 min
Essigsaure 20% Messung E 405

nm

Die 1. Messung wurde sofort nach Abstoppen der Probe mit 20%iger Essigsaure in
einer Klvette (mit einer Schichtdicke von 1 cm) im Photometer bei 405 nm
durchgefiihrt. Nach 30 min. Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Messung
wiederholt, um evtl. Abweichungen durch verzogerte Reaktionen zu kontrollieren.

Aus den Werten des Referent Standards, dessen Kalibrierung gegen einen
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internationalen Standard erfolgte, wurde eine Bezugskurve erstellt. Aus dieser
konnten die gemessenen FVIII — Aktivitaten direkt abgelesen werden. Um genauere
Werte zu erhalten, wurde die Geradengleichung der Bezugskurve erstellt (Excel 5.0)

und die FVIII — Aktivitaten rechnerisch bestimmt.

2.4.2 Bestimmung der FVIII — Antigen — Konzentration mittels ELISA

Die Bestimmung der FVIII — Antigen — Konzentration (FVIII:Ag) erfolgte Uber einen
Enzym — Immuno — Assay (Immunozym FVIII:Ag) von Hyland Immuno Diagnostics.
Bei diesem Test wurde die FVIII:Ag — Konzentration unabhangig von seiner Aktivitat
mittels monoklonaler Antikdrper bestimmt. Die eingesetzten Antikérper waren gegen
Epitope auf der intakten leichten Kette des FVIII — Moleklls gerichtet. Der Test
basierte auf dem Prinzip eines 2 — Schritt — ELISAs.

Testprinzip:

Bei dem 1. Antikoérper, welcher an die Oberflache der Vertiefung des ELISA-
Teststreifens gekoppelt war, handelte es sich um einen monoklonalen Anti — FVIII —
Antikorper. Es wurden nun die Proben mit dem FVIII in den Vertiefungen inkubiert, so
dass FVII:Ag an die immobilisierten Antikérper gebunden wurde. Unspezifische
Probenbestandteile aus dem Medium wurden durch einen Waschschritt entfernt. Es
folgte eine Konjugatreaktion, bei der das gebundenen FVIII:Ag mit einem Anti —
FVIII:Ag — Antikorper - Peroxidase — Konjugat Uberschichtet wurde. Ungebundenes
Konjugat wurde in einem weiteren Waschschritt entfernt. Bei der 3. Reaktion
(Substratreaktion) oxidierte die Peroxidase des Konjugates mit H,O, das Chromogen
zu einer blau gefarbten Substanz. Die Zugabe von Schwefelsdure stoppte diese
Reaktion und bewirkte einen Farbumschlag nach gelb (Abb. 13). Die Intensitat der
gelben Farbe war direkt proportional zur FVIII:Ag — Konzentration. Sie wurde
photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt und Uber eine

Bezugskurve quantitativ bestimmt.
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Chromogen

Schwefelsdure

monoklonaler Anti — FVIIl : AG — Peroxidase-
Konjugat

T monoklonaler Anti — FVIII — Antikérper

Abb. 13: Antigen-ELISA. Indirekter Nachweis von FVIII:Ag. Die monoklonalen

FVIII-Antikbrper lagen schon gekoppelt an dem Reaktionsgefal} vor.

Vor Testbeginn wurden alle benotigten Komponenten nach Angaben des Herstellers
vorbereitet. Fur die FVIIIl — Proben wurde eine geringe Konzentration angenommen
und somit nur 1:5 mit FVIIl:Ag — Inkubationspuffer (im Kit enthalten) verdinnt und
10s gevortext. Die gleiche Vorgehensweise erfolgte bei den Referenzen und den

Kontrollplasmen.
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Testablauf:

Probeninkubation

Pipettieren der verdunnte Referenzer

Kontrollplasmen und Proben in die

Testvertiefungen, 200 pl

Teststreifen mit Folie abdecken.

Inkubation bei Raumtemperatur 120 min
Waschen Waschpuffer H 3 x 200 pl
Konjugatreaktion Pipettieren der Konjugatgebrauchs-

I6sung in die Testvertiefung, 200 pl

Teststreifen mit Folie abdecken.

Inkuation bei Raumtemperatur 60 min
Waschen Waschpuffer H 3 x 200 pl
Substratreaktion Substratlésung in Testvertiefungen

pipettieren, 200 ul

Testvertiefungen mit frischer Folie

abdecken.

Inkubation bei Raumtemperatur 30 min
Stoppen Stopplosung in Testvertiefungen 50 ul

pipettieren.
Messen ELISA — Reader, 405 nm 10 s schdutteln,

Messung in-
nerhalb von 10

Minuten
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Durch die Differenzwellenlangenmessung bei 450 nm und bei 690 nm wurde die
Prazision der Messung erhoht, da durch 690 nm eventuelle Stérungen im Kunststoff
der Platte heraus gefiltert wurden. Um Fehler durch zeitliche Ungenauigkeiten zu
kontrollieren, wurden die Referenzen am Anfang und am Ende des Testes pipettiert.
FUr die einzelnen Proben erfolgte eine Doppelbestimmung. Die Auswertung des
Testes erfolgte Uber eine Bezugskurve, die aus den Werten der Kalibratoren erstellt
wurde. Um moglichst genaue Werte zu erhalten, wurde die Geradengleichung der
Bezugskurve erstellt (Excel 5.0) und die Werte fur FVIIII:Ag rechnerisch bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der Technik

Zu Beginn der Arbeit existierte im Institut fur Experimentelle Hamatologie und
Transfusionsmedizin an der Universitdt Bonn keine geeignete Infrastruktur zur
Herstellung rekombinanter mutierter Proteine. Wahrend eines 6 monatigen
Aufenthaltes in der Arbeitsgruppe von Prof. J.-M. Saint-Remy am Institut ,Center for
Molecular and Vascular Biology“, University of Leuven, Belgien erwarb ich
eingehende Kenntnisse zu den erforderlichen Materialien, Techniken und Geraten.
Nach meiner Ruckkehr nach Bonn richtete ich ein Zell-Labor mit allem erforderlichen
Equipment ein und transferierte das Knowhow zur Herstellung und Expression
rekombinanter mutierter Proteine. Nach einigen Modifikationen der Methoden gelang
es mir, ein stabiles System zur Expression von FVIII-Proteinen von Wildtyp und
mutierter Variante in CHO-Zellen zu etablieren. Abbildung 14 zeigt eine

Zusammenfassung der Methoden, die im Folgenden im Detail erklart sind.

Mutagenese
| Molekularbiologische
Transformation in DH5a-Zellen Methoden
Sequenzierung l
Transfektion von
CHO-Zellen
Zellbiologische
Methoden Selektion
Isolation
l Stabiler Klon
Aktivitatstest

‘ Proteinbiochemie ‘

Antigen-ELISA

Abb. 14: Darstellung der angewandten und etablierten Methoden als

Flussdiagramm.
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3.2 Herstellung der unterschiedlichen Expressionsvektoren

In dem Expressionsvektor pcDNA3 wurde im ersten Schritt die FVII-Wt-cDNA

eingebaut und anschliel3end mittels Mutagenese (s. 2.2.2) die Mutationen eingefthrt.

3.2.1 Ausgangsvektor pcDNA3

Ausgehend von dem kauflichen Vektor pcDNA3 (5,4 kb) wurde Uber die Xho I-
Schnittstelle an der Nukleotidposition 972 (,multiple cloning site“ von pcDNA3) das
FVIII-Wt-Gen einkloniert, so dass eine Expressionskassette bestehend aus CMV-
Promotor, FVIII-cDNA und BGH pA entstand (Abb. 15).

Abb. 15: Ausgangsvektor pcDNA3 von Invitrogen. Uber die vorhandene
Schnittstelle Xho | wurde das Faktor-VIII-Wt Gen kloniert.
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Als Selektionsmarker enthielt das Plasmid neben dem Ampicilin-Resistenzgen (Amp~
— ORF, Nukleotidposition 4450 — 5310) auch das Neomycin-Resistenzgen (Neo® —
ORF, Nukleotidposition 2151 — 2932). Vor dem Einklonieren des FVIII-Gens bestand
der Vektor aus 5446 Nukleotiden, danach aus 12524 Nukleotiden.

3.2.2 Mutagenese von pcDNA3fVIII

Das Einfihren von Mutationen in die FVIII-cDNA erfolgte mittels Mutagenese
(Invitrogen Mutagenese-Kit). Hierzu wurde Uber eine PCR unter Verwendung der
Pfu-Turbo-Polymerase beide Strange des Plasmides repliziert (s. 2.2.2). Sowohl der
Sense- als auch der Antisense-Primer enthielten den gewlnschten Basenaustausch,
so dass Uber die PCR die unterschiedlichen Mutationen eingefuhrt werden konnten.
Die PCR war sehr schwierig, da der Expressionsvektor pcDNA3FVIIIWt eine Grolke
von 12524 bp hatte. Die Primerlange betrug in der Regel 30 bp, um die Bindung der
Primer, die die Mutation enthielten, an das Template trotz der Fehlpaarung zu
gewahrleistet. Die Pfu Turbo Polymerase war in der Lage, den gesamten Vektor
ohne Fehler zu replizieren und bendtigte fur eine Kopie des maternalen Stranges 25
min. Da die Zyklenzahl nach Vorschrift des Herstellers nicht gréf3er als 16 sein sollte,
war das PCR-Produkt sehr schwach, z. T. nicht sichtbar (Abb. 16).

Bahn 1 2 3 4 5 6 7

10 000
bp

2 000 bp

1500 bp

1 000 bp

Abb. 16: Beispiel fur die PCR vermittelte Amplifikation der mittels
Mutagenese hergestellten mutierten Plasmide. Auf Bahn 1 sind 1 pl des
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DNA GroéRenstandards (Eurogentec, Smart Ladder), auf Bahn 2 — 7 10 pl des
PCR Produktes nach der Mutagenese-PCR aufgetragen, wobei die Produkte
in den Bahnen 2 — 5 sehr schwach waren.

Trotz des nicht sichtbaren PCR-Produktes nach Mutagenese-PCR erfolgte
anschlieBend ein Verdau mit der Dpn | Endonuclease, welche spezifisch an
methylierter bzw. hemimethylierter DNA und somit nur den maternalen Strang, der
als Template diente, verdaute. Nach diesem Verdau wurde die uber PCR gewonnene
DNA in XL-10 Gold Zellen (Bakterien) transformiert. Diese Zell-Linie wurde fur die
Transformationen verwendet, da sie in der Lage war, die offenen Strange zirkular zu
schlieen. Nachdem die Zellen gewachsen waren, wurden die Plasmide isoliert und
ihre Konzentration auf einem Agarosegel bestimmt. Die Konzentration der Plasmide

war allerdings sehr gering und auf dem Gel nicht sichtbar (ohne Abbildung).

Da wir fUr die weiteren Versuche eine hohere Ausbeute bendtigten, wurde eine Maxi-
Praparation durchgefiuhrt. Da auch diese nicht den gewilnschten Erfolg zeigte,
erfolgte eine erneute Transformation des isolierten Plasmides aus XL-10 Gold Zellen
in Dh5a - Subcloning Zellen (ein anderer Bakterienstamm). Nach der Plasmid-
Praparation aus dieser Zell-Linie wurden 2 ul auf in Agarosegel aufgetragen (Abb.
17). Auf allen Bahnen zeigten sich jetzt die gewlunschten Plasmide in ausreichender
Menge.

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Abb. 17: Plasmide pcDNA3 nach der Isolierung aus DH5a Zellen. Auf
Bahn 1 und 20 wurde der DNA GroRRenstandard (Eurogentec, Smart Ladder)
aufgetragen, auf Bahn 2 und 3 Pro928Arg, auf Bahn 4 und 5 Val993Leu, auf
Bahn 6 und 7 Glu1038Lys, auf Bahn 8 und 9 Asp1241Glu, auf Bahn 10 und 11
Arg1310Gly, auf Bahn 12 und 13 Asn1441Lys, auf Bahn 14 und 15
Pro1462Leu, auf Bahn 16 und 17 Glu1579Asp und auf Bahn 18 und 19

Ala1591Asp. Es wurden jeweils 2 pl des isolierten Plasmides aufgetragen.

3.2.3 Sequenzanalyse

Um sicher zu gehen, dass der gewunschte Aminosaureaustausch mittels der
Mutagenese stattgefunden hat, wurde von jedem Plasmid jeweils die Region des
Austausches in Leserichtung (5’-3’) und gegen die Leserichtung (3’-5’) sequenziert.
Als Beispiel ist in Abb. 18 ein Teil der FVIII-Sequenzierung (5’-3’) gezeigt, die auf
Proteinebene zu einem Aminosaureaustausch von Alanin nach Serin an der
Aminosdureposition 1591 fiihrt. Uber das Programm CEQ erfolgte ein
Sequenzvergleich mit FVIII-Wildtyp-DNA.

Abb 18: Beispiel einer Sequenz. Teilsequenz der Mutation Ala1591Ser, bei
der ein Basenaustausch von G—T erfolgte (AAA ACA GCT TTT — AAA ACA
TCTTTT)
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Nach diesem Verfahren wurden alle eingefuhrten Mutationen Uberpruft.

Die

nachfolgende Tabelle zeigt schematisch alle durchgefiihrten Basenaustausche mit

der daraus resultierenden Aminosaureveranderung. Ebenfalls aufgefuhrt sind die

Wildtyp-FVIII-cDNA und Wildtyp-FVIII-Proteinsequenz der veranderten Region.

Wildtyp Mutation 928:
Lys Ser Ser Pro Leu Thr Lys Ser Ser Arg Leu
wt AAG TCA TCT CCC CTT ACT 928 AAG TCA TCT CGC CTT
Wildtyp Mutation 993:
Leu Phe Lys Val Ser lle Leu Phe Lys Leu Ser
wt TTA TTC AAA GTT AGC ATC 993 TTA TTC AAA CTT AGC
Wildtyp Mutation 1038:
Ser Asp Thr Glu Phe Lys Ser Asp Thr Lys Phe
wt AGT GAC ACT GAG TTT AAA 1038 AGT GAC ACT AAG TTT
Wildtyp Mutation 1241:
Arg Ser Tyr Asp Gly Ala Arg Ser Tyr Glu Gly
wt AGG TCA TAT GAC GGG GCA 1241 AGG TCA TAT GAG GGG
Wildtyp Mutation 1310:
Val Thr GIn Arg Ser Lys Val Thr GIn Gly Ser
wt GTC ACG CAA CGT AGT AAG 1310 GTC ACG CAA GGT AGT
Wildtyp Mutation 1441:
Ala Lys Lys Asn Asn Leu Ala Lys Lys Lys Asn
wt GCC AAA AAA AAT AAC CTT 1441 GCC AAA AAA AAA AAC
Wildtyp Mutation 1462:
Val Gly Ser Leu Gly Thr Val Gly Ser Pro Gly
wt GTT GGC TCC CTG GGG ACA 1462 GTT GGC TCC CCG GGG
Wildtyp Mutation 1579:
Pro Lys Glu Glu Trp Lys Pro Lys Glu Asp Trp
wt CCA AAA GAA GAG TGG AAA 1579 CCA AAA GAA GAT TGG
Wildtyp Mutation 1591:
Glu Lys Thr Ala Phe Lys Glu Lys Thr Ser Phe
wt GAA AAA ACA GCT TTT AAG 1591 GAA AAA ACA TCT TTT

Thr
ACT

Ile
ATC

Lys
AAA

Ala
GCA

Lys
AAG

Leu
CTT

Thr
ACA

Lys

Lys
AAG
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Bei allen rekombinanten Proteinen zeigten sich in der Sequenzierung der geplante
Basenaustausch und somit auch der gewlinschte Aminosaureaustausch. Im Umfeld
von ca. jeweils 100 bp vor und hinter dem Austausch war die Sequenz ohne weitere
Mutationen. Es erfolgte keine komplette Sequenzierung des mutierten Plasmides, da
dieses fur jedes Plasmid 40-45 Sequenzieransatze pro Leserichtung bedeutet hatte.
Allerdings war eine unbeabsichtigte Einflhrung von eventuellen zusatzlichen
Mutationen relativ unwahrscheinlich, da fur die PCR die Pfu-Polymerase verwendet

wurde.

Insgesamt wurden neben dem Wildtyp 9 rekombinante FVIII — Proteine exprimiert
(Tab. 4).

AS-Austausch Nukleotid-Austausch
Pro928Arg CCC —» CGC
Val993Leu GTT > CTT
Glu1038Lys GAG — AAG
Asp1241Glu GAC —» GAG
Arg1310Gly CGT —» GGT
Asn1441Lys AAT - AAA
Leu1462Pro CTG —» CCG
Glu1579Asp GAG — GAT
Ala1591Ser GCT > TCT

Tab. 4: Basen- und Aminosaureaustausch der mittels Mutagenese
hergestellten rekombinanten FVIII-Proteine. Der Aminosaureaustausch
wird wie folgt angegeben: 1. Spalte: Aminosaure Wildtyp / Aminosaureposition

/| ausgetauschte Aminosaure, 2. Spalte: Basen original - Basen verandert.
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3.3 Expression des FVIII-Wildtyps und der FVIlI-Mutanten in Zellkultur

Zur Expression von FVIII-Wildtyp und FVIII-Mutanten wurden die Plasmide mittels
Elektroporation in CHO- (Chinesische Hamster Ovar) Zellen eingefuhrt (transfiziert).
Da diese zum Wachstum ein Medium bendtigten, dass 10% fotales Kalberserum
(FKS) enthielt, wurde dieses - um auszuschlielen, dass aktive Proteasen des FKS
mit den sezernierten FVIII-Proteinen reagierten — durch Hitze inaktiviert. Am
effektivsten fur die Transfektion erwies sich der Ansatz mit 20 - 25 pg Plasmid auf
1x10° CHO-Zellen. Der Transfektionsansatz wurde nach Elektroporation 48 Stunden
mit Normalmedium ohne Wechsel inkubiert, damit sich die Zellen vom Stress der
Elektroporation erholen konnten. Nach dieser Ruhephase wurde dem Zellmedium
Geneticin zugesetzt, so dass nur die Zellen weiter gewachsen sind, die das Plasmid
und somit die Geneticin-Resistenz enthielten. Die Selektionsphase dauerte in der
Regel 14-20 Tage, da das verwendete Geneticin nicht zytotoxisch, sondern

zytostatisch wirkte (s. 2.3.5).

Im Anschluss erfolgte die "Vereinzelung der Zellen" zur Herstellung eines stabilen
Klones, d.h., es sollte eine Kultur aus einer einzigen Zelle entstehen. Hierflr wurden
ca. 60 Zellen auf eine 96-well-Platte verteilt, und durch die tagliche mikroskopische
Kontrolle wurde genau protokolliert, wie sich die Zellen entwickelten. Nach einer
kurzen Anlaufphase von ca. 4-5 Tagen war die Teilungsrate vergleichbar mit
untransfizierten CHO-Zellen. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie in die
nachst grolRere Inkubationseinheit Uberfuhrt. Die Prozedur wurde insgesamt 7-mal
bis zu einer maximalen Kulturschalengrof3e von 25 ml (Uber 24-, 12-, 6- well Platten,
sowie 5 ml, 15 ml Kulturschalen) (s. 2.3.6 und 2.3.7) durchgefuhrt.

3.4 Experimentelle und funktionelle Charakterisierung des FVIII-Wildtyps

und der FVIII-Protein-Varianten

Nachdem die Zellen in der 25 ml Kulturschale komplett konfluent waren, wurde
jeweils nach 24 und nach 48 Stunden eine Probe entnommen, ohne dass es
zwischenzeitlich zu einem Mediumwechsel kam. Es folgte eine sofortige FVIII-

Aktivitats- und Antigen- Bestimmung. In den Aktivitats- und Antigen- Bestimmungen
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wurden sowohl die MedienlUberstande als auch die Zell-Lysate eingesetzt (nach 48
Std.). Die Bestimmung der FVIII-Aktivitaten erfolgte chromogen Uber 2 verschiedene
Testsysteme, um eventuelle Fehler durch Verdinnungen (im Electra und manuell) zu
vermeiden (s. 2.4.1).

Aus den Daten der experimentellen Bestimmung der Aktivitat und des
Antigengehaltes wurde, flr jeden unterschiedlichen CHO-Klon, die spezifische

Aktivitat und das Sekretionsverhalten ermittelt.

3.4.1 Aktivitatsbestimmung

Nach 48 Stunden wurde das Medium abgenommen. Gleichzeitig wurden die Zellen
mit 1 ml NP-40 Puffer lysiert, abzentrifugiert und der Uberstand ebenfalls in den Test
eingesetzt. So sollte die Menge an FVIII, die noch nicht sezerniert worden war, sich
also noch in der Zelle befand, bestimmt werden. Die Bestimmungen der FVIII-
Aktivitat (FVIII:C) erfolgte uber 2 chromogene Testsysteme, die beide uber das
gleiche Prinzip den FVIII nachweisen (s. 2.4.1). Die Messungen erfolgten in %, wobei

100% als 1 U/ml definiert waren.

Zur Bestimmung der FVIII:C erfolgte sowohl bei dem Aktivitatstest Electra (s. 2.4.1.1)
als auch bei der manuellen Messung Uber den Immuno FVIII:C Kit (s. 2.4.1.2) eine
Doppelbestimmung. Die in den beiden Testsystemen ermittelten Werte waren
ahnlich. Aus allen FVIII:C Einzelwerten wurde der Medianwert ermittelt (s. Tabelle 5
und Abb. 19).

Anhand der bestimmten FVIII.C-Werte (Tab. 5) wurden die Proteinvarianten in 4
Gruppen eingeteilt:
Gruppe 1:  Argl1310Gly und Val993Leu

FVIII:C: Zellmedium 8-10 mU/ml / Zell-Lysat 60-61 mU/ml
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Gruppe 2:  Glul038Lys, Asnl1441Lys, Glul579Asp und Alal591Ser
FVIII:C: Zellmedium 2,5-4 mU/ml / Zell-Lysat 54-58 mU/ml

Gruppe 3:  Pro928Arg und Asp1241Glu
FVIII:C: Zellmedium 7,4-8,5 mU/ml / Zell-Lysat 20-38 mU/ml

Gruppe 4:  Prol462Leu

FVIII:C: Zellmedium 0 mU/ml / Zell-Lysat 64 mU/mi

Proteinvariante FVIII:C medium FVIII:C zell-Lysat
[mU/mlI] [mU/mlI]
(Electra/lmmuno) | (Electra/lmmuno)
Wildtyp 8(7,4/8,7) 54 (56 / 52)
Gruppe 1:

Arg1310Gly 8(7,3/8,9) 61 (58 / 64)
Val993Leu 10 (10,9/10) 60 (59/61)
Gruppe 2:

Glu1038Lys 3,6 (3,8/3,4) 56 (56 / 55)

Asn1441Lys 2,5(2,3/2,6) 54 (52 / 55)

Glu1579Asp 3(3/2,8) 56 (57 / 55)

Ala1591Ser 4(4,1/4) 58 (59 /57)
Gruppe 3:

Pro928Arg 7,4(6,8/7,9) 38 (39/37)

Asp1241Glu 8,5(8,5/8,5) 20 (271 12)
Gruppe 4:

Pro1462Leu 0(0/0) 64 (62 / 66)

Tabelle 5: Durchschnittliche

FVIll-Aktivitatswerte  (FVIII:C)

der

verschiedenen FVIII Proteinenvarianten. Der erste Wert in Klammern gibt
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den Uber den Electra ermittelten durchschnittlichen FVIII:C-Wert an, der zweite
Wert in Klammern gibt den manuell Udber Immuno ermittelten
durchschnittlichen FVIII:C-Wert an. Jeder FVIII:C-Wert ist der Medianwert aus

mindestens 4 FVIII:C Messungen.

Im Rahmen der Arbeit wurden 2 Transfektionsexperimente mit dem FVIII-Wildtyp

durchgefuhrt. Das rekombinante FVIII/Wt Protein lieferte im ersten und zweiten

Transfektionsansatz vergleichbare Werte.

Vergleich der Aktivitaten: FVIIl wt - Gruppe 1 Vergleich der Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 2
70+
70+
60
604
50
504
= £ 40l
E 40 5 40
B BFVIIC Zel-Lysat E a
o " e FVIII:C Zell-Lysat
= BFVIIIC Medium S a0 . i
z 2 o @FVIIE:C Medium
204 20
104 10
0 0
wt Arg1310Gly Val993Leu wt Glu1038Lys Asn1441lys Glu1579Asp Ala1591Ser
Proteinvariante Proteinvariante
Vergleich der Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 3 Vergleich der Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 4
704
70+
604 60
504 504
E 4] =
2 40 g 404
£ E
Q BFVIIC Zell-Lysat o QFVIIIC Zell-Lysat
S 304 @FVIII:C Medium E 304 @FVIIEC Medium
201 20
10 10
o 04
wt Pro928Arg Asp1241Glu wt Pro1462Leu
Proteinvariante Proteinvariante

Gruppe 3 Gruppe 4
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Abb. 19: Vergleich der FVIII.C bei den verschiedenen rekombinanten
FVIll-Proteinvarianten. Es wurden jeweils die Aktivitaten der im Medium
sowie im Zell-Lysat durch Mehrfachmessungen bestimmten Werte

aufgetragen.

Der Vergleich der Aktivitatswerte der Gruppe 1 zeigte, dass die eingeflhrten
Mutationen keinen Einfluss auf die Aktivitat der Proteine hatten. Sowohl im Zell-Lysat
als auch im Medium waren nur leichte Abweichungen gegenuber dem Wildtyp zu

erkennen.

Kaum eine Abweichung zeigten die Werte der Protein Varianten der Gruppe 2 im
Vergleich zur Aktivitdt vom Wildtyp innerhalb des Zell-Lysates. Die hochste
Abweichung in diesem Fall lag bei 7%. Anders sah es bei den Aktivitdten im
Medienuberstand aus. Hier war deutlich zu erkennen, dass die mutierten Formen des
FVIlI-Proteins zum Teil Uber die Halfte an Aktivitat verloren hatten. Die Protein
Varianten Glu1038Lys, Asn1441Lys besalden nur noch ~ 31% der Aktivitat verglichen
mit der des Wildtyps. Die Variante Ala1591Ser hatte die hdchste Restaktivitat in
dieser Gruppe von Proteinen mit ~ 50%. Die Proteinvariante Glu1579Asp wies nur

noch eine Aktivitat von ~ 37,5% auf.

Eine starke Streuung der FVIII:C-Werte im Zell-Lysat bestand bei Gruppe 3. Die
Aktivitat bei Variante Pro928Arg war, im Vergleich zum FVIII-WIldtyp, um 30% im
reduziert. Bei der Varianten Asp1241Glu zeigte sich sogar eine Reduktion der
Aktivitat um 63%. Den gegenuber lagen die Aktivitatswerte im Zellkulturiberstand

nah beieinander. Die Abweichungen betrugen nur + 7,5%.

Im Zelllysat der Gruppe 4 (Pro1462Leu) wurde nach Lyse der Zellen eine erhdhte
FVIII-Aktivitat gegenuber der Wildtyp-FVIII-Aktivitat von 18,5% nachgewiesen. Im
Medienuberstand dagegen wurde bei allen Messungen weder Aktivitat noch Antigen

nachgewiesen. Das Protein wurde von den CHO Zellen nicht sezerniert.
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Zusammenfassend waren folgende Tendenzen festzustellen:

Die bei Gruppe 1 bestimmten Aktivititen lagen im Zell-Lysat sowie im
Zellkulturiberstand im Bereich der FVIII:C des Wildtyps. Ein ahnliches Bild zeigte
sich auch bei der Analyse der Aktivitat im Zell-Lysat der Gruppe 2, allerdings war die
FVIII:C im Medienuberstand nur halb so hoch wie beim Wildtyp. Umgekehrt
verhielten sich die Messergebnisse bei Gruppe 3: nur 20-50% der Aktivitat des
Wildtyps wurden im Zell-Lysat detektiert, wobei der FVIIEC Gehalt im
Medienuberstand vergleichbar war mit dem normalen FVIII. Bei Gruppe 4 wurde im
Zell-Lysat ungefahr die gleiche Aktivitat wie die des FVIII Wildtyps bestimmt. Im

Medientberstand wurde keine FVIII:C nachgewiesen.

3.4.2 Antigenbestimmung

Um nicht nur die Aktivitat, sondern auch die Menge an rekombinantem Protein im
Zellkulturiberstand sowie in den Zellen nachzuweisen, wurden jeweils 200 pl der
entnommenen Proben des Zellmediums und des Zell-Lysates in einem Antigen-
ELISA (s. 2.4.2) eingesetzt. So konnte auch synthetisiertes, aber inaktives bzw.
geringer aktives Protein nachgewiesen werden. Fur die Bestimmung der FVIII:Ag-
Konzentration in der Zelle wurden diese, nach dem letzten Mediumwechsel, nach 48
Stunden geerntet. Nach Zentrifugation, Lyse und erneuter Zentrifugation konnte das
nun im Uberstand befindliche FVIII-Protein im FVII-ELISA detektiert werden.

Die FVIII:Ag-Messungen wurde in % angegeben, wobei 100% als 1 U/ml FVIII:Ag
definiert waren. Das entspricht der Konzentration des FVIII-Proteins im humanen
Plasma von 0,15 pg/ml. Die anhand der Aktivitdt vorgenommene Gruppeneinteilung
bestatigte sich bei der bestimmten Antigenkonzentration, weil die FVIII:Ag Werte der
Proteinvarianten den FVIII:C-Werten sehr ahnlich waren (Tab. 6 und Abb. 20).
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Proteinvariante FVIIE:AQ medium | FVIEEAQ zeii-Lysat
[ng/ml] [ng/ml]
Wildtyp 1 7,5
Gruppe 1:
Arg1310Gly 1,2 8
Val993Leu 1,7 9,5
Gruppe 2:
Glu1038Lys 0,7 9,7
Asn1441Lys 0,5 7,6
Glu1579Asp 0,5 8,7
Ala1591Ser 0,7 9,2
Gruppe 3:
Pro928Arg 0,5 4
Asp1241Glu 0,8 2
Gruppe 4:
Pro1462Leu 0 10,7

Tabelle 6: Durchschnittliche FVIII-Antigenkonzentration (FVIII:Ag) der
rekombinanten FVIII-Protein-Varianten exprimiert in CHO Zellen. Jeder

FVIII:Ag ist der Medianwert aus mindestens 4 FVIII:Ag Messungen.

Im graphischen Vergleich der rekombinanten mutierten Protein-Varianten mit dem

Wildtyp werden die Unterschiede der einzelnen Gruppen deutlich (Abb. 20).

68



3. Ergebnisse

Vergleich der Antigenkonzentration: FVIIl wt - Gruppe 1 Vergleich der Antigenkonzentration: FVIIl wt - Gruppe 2
12+

12

ol 10

8| 81
£ g
k) 2
£, S
< BFVII:Ag Zell-Lysat £ BFVII:Ag Zell-Lysat
s BFVIIAg Meduim z BFVII:Ag Meduim

4 4

2 2

0 o

wt Arg1310Gly Val993Leu wt Glu1038Lys Asni44ilys Glu1579Asp Ala1591Ser

Proteinvariante Proteinvariante

Gruppe 1 Gruppe 2

Vergleich der Antigenkonzentration: FVIIl wt - Gruppe 3 Vergleich der Antigenkonzentration: FVIIl wt - Gruppe 4
12+
124
104
104
8 N
£ £
£ . B
2 BFVII:Ag Zell-Lysat 2 6 DOFVII:Ag Zell-Lysat
z BFVII:Ag Meduim E BFVII:Ag Meduim
4 44
2 2
0. 04
wt Pro928Arg Asp1241Glu wt Pro1462Leu
Proteinvariante Proteinvariante

Abb. 20: Vergleich der FVII:Ag bei den verschiedenen rekombinanten
FVIl-Proteinvarianten. Es wurden jeweils die Antigenkonzentrationen der im
Medium sowie im Zell-Lysat durch Doppelmessungen bestimmten Werte

aufgetragen.

Beim Vergleich der Antigenkonzentration der Gruppe 1 mit dem Wt FVIII zeigte sich,
dass es bei der Proteinvarianten Arg1310Gly im Zell-Lysat sowie im
Medienuberstand zu einem geringfugig hoherem FVIII Spiegel im Vergleich zum
Wildtyp kam. Die bestimmten Werte lagen allerdings, wie auch schon bei den
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bestimmten Aktivitdten, im Bereich der Werte des Wildtyps. Die Erhéhung der
FVIII:Ag bei der Varianten Val993Leu war hoher, sowohl im Zell-Lysat als auch im
Zellkulturiberstand. Im Zell-Lysat war der Antigenlevel 27% hoher als beim Wildtyp,

im MedienUberstand 70%.

Bei allen Proteinvarianten der Gruppe 2 waren die Werte fur den Antigengehalt im
Zell-Lysat im Durchschnitt hoher als beim Wildtyp, bei der Protein-Variante
Glu1038Lys sogar um ~ 30%. Der Antigengehalt im Medienuberstand war im
Vergleich zum Wildtyp geringer. Bei den Protein-Varianten Glu1038Lys und
Ala1591Ser lag die Reduktion bei 30%. Die Protein Varianten Asn1441Lys und
Glu1579Asp hatten einen Restantigengehalt von 53% bzw. 45%.

Der Vergleich der Antigen-Gehalte der FVIII Mutanten der Gruppe 3 mit dem Wildtyp
im Zell-Lysat zeigte wesentlich niedrigere Werte fur die Proteinvarianten. So betrug
der Antigengehalt fur die FVIII-Variante Pro928Arg nur 53%, fur die Variante
Asp1241Glu nur 27% des FVIII/Wt Antigengehaltes. Im Medientuberstand war die
Antigenkonzentration ebenfalls niedriger als die des Wildtyps. Sie betrugen fur
Pro928Arg 50% und fur Asp1241Glu 80% des Wildtyp.

Beim Vergleich der Antigengehalte der Gruppe 4 mit dem Wildtyp zeigte sich
ebenfalls ein ahnliches Bild wie bei den Aktivitaten. Der Wert fir den Antigengehalt
der Proteinvariante Pro1462Leu war im Vergleich zum Wildtyp im Zell-Lysat um 43%

héher. Im Medienuberstand fehlte das Protein ganzlich.

Zusammenfassend war festzustellen, dass in Gruppe 1 im Wesentlichen ahnlich viel
FVIII:Ag exprimiert und auch von den Zellen sezerniert wurde wie beim Wildtyp. Der
Vergleich des Antigengehaltes der Gruppe 2 mit dem des Wildtyp zeigte einen
vergleichbaren Antigengehalt im Zell-Lysat und einen niedrigeren Antigen-Spiegel im
Zellkulturiberstand. Zu einer Reduktion der Antigenkonzentration kam es bei den
Proteinvarianten der Gruppe 3 im Zell-Lysat sowie im Medium. Bei Gruppe 4 war im
Zell-Lysat der Antigengehalt im Vergleich zum normalen FVIII héher, dagegen wurde

im Medienlberstand kein Antigen nachgewiesen.
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3.4.3 Spezifische FVIII Aktivitat

Fur den FVIII Wildtyp und alle rekombinanten Proteinvarianten wurden sowohl die
Aktivitat als auch die Antigenkonzentration (s. 3.4.1 und 3.4.2) bestimmt. Dabei
erfolgten die Bestimmungen aus demselben Aliquot. Die bestimmte Aktivitat wurde
ins Verhaltnis zu dem in derselben Probe detektierten Antigen gesetzt
(FVII:C/FVIII:Ag). Dieses Verhaltnis, die spezifische Aktivitat, erlaubte eine Aussage
Uber die Aktivitat des jeweiligen Proteins im Verhaltnis zu seiner vorhandenen
Antigenmenge. Da bei der gesunden Bevolkerung die Aktivitat im Durchschnitt 1
U/ml und der dazugehériger FVII:Ag 0,15 ug/ml betragt, ergibt sich fur die
spezifische Aktivitat im Poolplasma ein Idealwert von 6,67 U/ug.

Von den einzelnen Werten wurde der Medianwert ermittelt. Die nachfolgende

Graphik (Abb. 21) zeigt die Ergebnisse der einzelnen Gruppen, jeweils im Vergleich
zum FVIII-Wildtyp.
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Vergleich der spez. Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 1

Bspez. FVIIC Zel-Lysat
@spez. FVII:C Medium

spez. FVIIIC [Ulug]

wt Arg1310Gly Val993Leu

Proteinvariante

spez. FVIII:C [U/pg]

Vergleich der spez. Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 2

Bspez. FVIII:C Zell-
Lysat

@spez. FVIII:C
Medium

Asn1441Lys Ala1591Ser

Proteinvariante

Gruppe 1

Gruppe 2

Vergleich der spez. Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 3

84 Bspez. FVIIIC Zell-Lysat
@spez. FVIII:C Medium

spez. FVIIIC [Ulug]

wt Pro928Arg  Asp1241Glu

Proteinvariante

spez. FVIII:C [U/ug]

Vergleich der spez. Aktivitat: FVIIl wt - Gruppe 4

B spez. FVII:C Zell-Lysat
@ spez. FVII:C Medium

wt Pro1462Leu

Proteinvariante

Gruppe 3

Gruppe 4

Abb. 21:. Spezifische Aktivitdten im Vergleich. Es wurden jeweils die

Aktivitaten der im Medium sowie im Zell-Lysat bestimmten Werte aufgetragen.

In Gruppe 1 waren die spezifischen Aktivitdten der Proteine im Zell-Lysat sowie im

Medienuberstand mit der des Wildtyps vergleichbar, d.h., dass diese Mutationen

keinen Einfluss auf die Funktion und die Expression der Proteine hatten. Auch der

Vergleich der spezifischen Aktivitat innerhalb der einzelnen Proteinvarianten zeigte
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keinen deutlichen Unterschied bei der sezernierten (Medienlberstand) und der im

Zell-Lysat nachgewiesenen Form.

Bei den Proteinvarianten der Gruppe 2 gab es im Zell-Lysat keine auffalligen
Veranderungen. Nur die Proteinvariante Glu1038Lys war in der spezifischen Aktivitat
reduziert. Asn1441Lys zeigte hier gegenuber dem Wildtyp sogar eine 99 %ige
Ubereinstimmung. Anders sah die Situation im Medienlberstand aus. Im Vergleich
zum Wildtyp war die grof3te Abweichung bei der spezifischen Aktivitat mit 55% bei
der Mutation Glu1038Lys zu sehen. Bei den anderen Varianten in dieser Gruppe
waren die Abweichungen zwischen —42% (Asn1441Lys) und -17,5% (Glu1579Asp).
Auffallig war, dass sich bei zwei Proteinvarianten (Glu1038Lys und Asn1441Lys) die
Werte fur die spezifische Aktivitat der im Medienuberstand und der im Zell-Lysat

nachgewiesenen Form um 40% unterschieden.

Beim Vergleich der spezifischen Aktivitaten innerhalb der 3. Gruppe zeigte sich eine
generelle Erhohung der spezifischen FVIII-Aktivitdten im Zell-Lysat und im
Zellkulturiberstand gegenuber dem FVIII/Wt. Im Zell-Lysat war die spezifische
Aktivitat der Proteinvariante Pro928Arg um 33% hoher als der Wildtyp, die
Proteinvariante Asp1241Glu war um 38% erhoht. Im Medienlberstand kam es bei
der Proteinvariante Pro928Arg sogar zu einer Verdoppelung der spezifischen
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Die Proteinvariante Asp1241Glu hatte einen um
27,5% erhohten Wert. Auffallig war der Unterschied der spezifischen Aktivitat bei der
sezernierten und nicht-sezernierten Form der Proteinvarianten Pro928Arg. Die

Abweichung untereinander betrug 42%.

Die Abweichung der spezifischen Aktivitat des Proteins aus der 4. Gruppe im Zell-
Lysat war mit -10% nur minimal. Da diese Proteinvariante nicht sezerniert wurde,

waren keine Werte Uber die spezifische Aktivitat im Medienuberstand ermittelbar.

Es zeigte sich beim Vergleich der spezifischen Aktivitdten der rekombinanten
Proteinvarianten mit der des Wildtyps, dass es bei Gruppe 1 nur zu geringfugigen
Abweichungen kam, bei Gruppe 2 die Werte generell geringer waren und bei Gruppe
3 generell hdher. Bei 3 Proteinen (Glu1038Lys, Asn1441Lys und Pro928Arg) zeigten
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sich Unterschiede in der spezifischen Aktivitat bei der sezernierten und nicht-

sezernierten Form.

3.4.4 Sekretionsverhalten

Um das Sekretionsverhalten der jeweiligen Proteinvarianten zu studieren, wurde
nach 48 Stunden eine Medienprobe entnommen. Nach der dieser Enthahme wurden
die Zellen trypsiniert und nach Zentrifugation lysiert. Anhand der Gesamtmenge (Zrvy
Medienuberstand + Zell-Lysat) konnte der sezernierte Anteil (FVII:Agmedium)
bestimmt werden.

In der folgenden Tabelle (Tab. 7) ist fur alle Proteinvarianten die gesamt exprimierten
FVIlI-Proteinmengen (Medienubertand + Zell-Lysat) aufgefuhrt und dem Anteil an
FVIILAg im  Zellkulturiberstand gegenubergestellt. Das Volumen des
Zellkulturmediums betrug in allen Fallen 25 ml. In dem Antigen ELISA wurde der
FVIII:Ag pro ml bestimmt. Um eine Aussage Uber das Sekretionsverhalten treffen zu
konnen, erfolgte eine Hochrechnung auf die Gesamtvolumenmenge. Die
Sekretionsrate bezog sich auf einen Zeitraum von 24 Stunden. Da der FVIII zur
Stabilisierung den ,von-Willebrand—Faktor (vWF) bendtigt, wurde dieser der
Zellkultur durch 10% FKS zur Verfigung gestellt.
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Proteinvariante FVIII:Aggesamt FVIII: Agmedium
[ng] [ng bzw. (%)]
Wildtyp 32,5 25 (77)
Gruppe 1:

Arg1310Gly 38 30 (79)
Val993Leu 52 42,5 (82)
Gruppe 2:

Glu1038Lys 27,2 17,5 (64)

Asn1441Lys 20,9 13,3 (64)

Glu1579Asp 20 11,3 (57)

Ala1591Ser 26,7 17,5 (66)
Gruppe 3:

Pro928Arg 15,3 11,3 (74)

Asp1241Glu 22,8 20,8 (91)
Gruppe 4:

Pro1462Leu 10,7 0 (0)

Tab. 7: FVIII:Ag im Medium und im Zell-Lysat. Dargestellt ist in der ersten
Spalte die Gesamtmenge des FVIII:Ag, die sich aus der im Medienuberstand
und im Zell-Lysat bestimmten Menge an Antigen zusammensetzt (wird jeweils
als 100% gesetzt). Die zweite Spalte zeigt den Anteil an FVIII:Ag, der in 25 ml
Medium nachgewiesen wurde und, diesen Anteil auf die Gesamtmenge
bezogen, in % ausgedruckt (). Dieser prozentuale Anteil wird im Folgenden als

Sekretionsrate bezeichnet.
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Im Folgenden (Abb. 22) sind die Sekretionswerte (Anteil FVIII:Ag im Medium) im

Vergleich der einzelnen Gruppen zum Wildtyp dargestellt:

Vergleich der Sekretionsrate: FVIIl wt - Gruppe 1 Vergleich der Sekretionsrate: FVIIl wt - Gruppe 2
90+
90+ 80-
801 70-
70 —
< S 604
= %) < 50
S 50 O Sekretion 2
= > i .
T 401 2 40 O Sekretion
g 30 # 304
20 20+
10 10
0- wt Arg1310Gly  Val993Leu 0+
wt Glu1038Lys Asn1441lys Glu1579Asp Ala1591Ser
Proteinvariante . .
Proteinvariante
Gruppe 1 Gruppe 2
Vergleich der Sekretionsrate: FVIIl wt - Gruppe 3 Vergleich der Sekretionsrate: FVIIl wt - Gruppe 4
90+ 901
80 80
701 704
T 601 . 60
‘OE' 50 O Sekretion S 50 O Sekretion
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— T X
* 3 30
30+
@) 20+
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10+ 0
wt Pro1462Leu
0- wt Pro928Arg Asp1241Glu Proteinvariante
Proteinvariante

Gruppe 3

Gruppe 4

Abb. 22: Sekretionsverhalten der verschiedenen FVIlI-Proteinvarianten
im Vergleich zum FVIII-Wildtyp. Ermittelt wurde der sekretierte, prozentuale

Proteinanteil der jeweiligen FVIII-Proteinvarianten.

Die Sekretion in Gruppe 1 im Vergleich mit dem Wildtyp schien von den Mutationen

nicht beeinflusst zu sein, da sich die Sekretionsrate der drei Proteinvarianten nur um

max. 5% voneinander unterschieden.

76
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Bei der Sekretionsrate der 2. Gruppe waren die Werte fur die Mutanten tendenziell im
Vergleich zum Wildtyp niedriger. Wahrend der Wildtyp eine Sekretionsrate von 77%
aufwies, zeigten die Proteinvarianten Sekretionsraten zwischen 56% und 66%. In
diesem Fall schienen die Mutationen einen gewissen Einfluss auf die Sekretion der

Proteine zu haben.

Die Sekretionsrate der Mutation Asp1241Glu betrug 87,9% und war somit hoher als
die der des Wildtyps (Sekretionsrate: 77%). Fur die Mutation Pro928Arg kam es zu
einer Reduktion der Sekretion, sie lag bei 73,8%. Fur die Proteine der 3. Gruppe lie

sich somit keine einheitliche Aussage treffen.

Die FVIII Protein Variante der Gruppe 4 (Leu1462Pro) konnte im Medienuberstand
nicht nachgewiesen werden und wurde somit von den CHO-Zellen nicht ins Medium

sezerniert.

Insgesamt stellte man fest, dass bis auf die Mutation Pro1462Leu alle rekombinanten
Proteine sezerniert wurden. Die hochste Sekretion zeigte dabei die Gruppe 1. Die
Proteinvariante Asp1241Glu wurde von allen untersuchten Proteinen am besten

sezerniert.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Die Bedeutung der B-Domane des FVIII-Proteins ist bis heute nicht genau geklart.
Das wesentliche Ziel der Arbeit war, die Rolle der B-Domane naher zu untersuchen.
Bekannt ist, dass die B-Domane flr die eigentliche Aktivitat des Proteins keine Rolle
spielt, da sie im Laufe der Prozessierung und Aktivierung herausgeschnitten wird
(Toole et al., 1986) und sich das aktive Protein aus den Domanen A1-A2-A3-C1-C2
zusammensetzt. Daher konnen Hamophilie-A-Patienten auch mit einem
Gerinnungskonzentrat, das den FVIII ohne B-Domane enthalt, erfolgreich therapiert

werden.

Mehrere Gruppen haben Mitte der 80er Jahre FVIII-Proteine mit unterschiedlichen B-
Domanen-Deletionen bzw. verklrzten B-Domanen rekombinant exprimiert (Eaton et
al, 1986; Sarver et al, 1987; Meulien et al, 1988; Langner et al, 1988; Toole et al
1986; Pittman et al, 1993; Sandberg et al, 1995; Donath et al, 1995). Alle Gruppen
stellten fest, dass es ohne die B-Domane zu einer Erhdhung des Expressionsniveau
bis zum 17fachen kam. Verantwortlich daftr war eine hohere Menge an mRNA und
somit auch der Translationsprodukte (Pittman et al., 1993; Dorner et al., 1987). Die
Verkurzung der B-Domane wirkte damit den im FVIII Protein naturlich vorhandenen
inhibitorischen Sequenzen entgegen, die durch Einfluss auf das mRNA-Transkript die
Expression beeinflussen. Diese befinden sich in der A1- und A2- Domane und
umfassen die Nukleotide 1375-2277. Diese Sequenzabschnitte reduzieren die
mMRNA- Menge um das bis zu 10fache (Lynch et al, 1993; Hoeben et al, 1995).

Eine Moglichkeit zur Klarung der Rolle der B-Domane ist die Betrachtung der
Mutationsverteilung im FVIII-Gen und deren Auswirkungen auf die funktionellen
Eigenschaften des Proteins. Im Rahmen des Deutschen Humanen Genom Projektes
untersuchte ein Konsortium die unmittelbare Ursache der Hamophilie A mittels
Hochdurchsatz-Mutationsscreening und Sequenziertechniken. Zurzeit umfasst das
untersuchte Kollektiv 2050 Hamophilie-A-Patienten. Anhand der Auswertung der
Daten zeigte sich, dass sich bei der schweren Form der Hamophilie A in 98,5% der
Falle ursachliche Mutationen im FVIII-Gen nachweisen lassen.

In einer Studie von Oldenburg et al. (2003) wurde die Mutationsverteilung bei 645

Patienten mit schwerer Verlaufsform der Hamophilie A untersucht. Dabei stellte sich
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heraus, dass die Intron-22-Inversion, die ein Auseinanderreilen des Faktor VIII-Gens
bewirkt, den Hauptanteil an Mutationen (~ 50%) ausmacht, gefolgt von kleinen
Deletionen/Inversionen (14,1%), Stop-Mutationen (12,8%) und Missense-Mutationen
(12,7%). Grolde Deletionen kamen in 4% der Falle vor, Spleifstellenmutationen in
3,5% und Intron 1 Inversionen, die ebenfalls das FVIII-Gen auseinander rei3en,
sogar nur in 1,2%. Bei 1,5% der Patienten waren keine Mutationen — auch nach

Komplettsequenzierung - diagnostiziert worden (Klopp et al., 2002; Uen et al., 2003).

Bei der naheren Betrachtung der Mutationsverteilung in der B-Domane fallt auf, dass
im Bereich innerhalb der Thrombinschnittstellen (90% der FVIII-B-Doméane)
Missense-Mutationen sehr selten sind, obwohl die B-Domane 40% des reifen FVIII-
Proteins ausmacht. Insbesondere die CpG-Dinukleotide, die als Mutationshotspot
bekannt sind und an denen in dem ubrigen FVIII-Protein 40% der Mutationen liegen,
sind in der B-Domane praktisch nicht von Missense-Mutationen betroffen. Im
Gegensatz dazu sind andere Mutationstypen, wie kleine Deletionen/Insertionen, die
zu trunkierten Proteinen flhren, in der B-Domane in der zu erwarteten Haufigkeit zu
finden. Diese Ergebnisse der Mutationsanalysen zeigen, dass Missense-Mutationen
in der B-Domane ganz offensichtlich selten oder gar nicht zu einem hamophilen
Phanotyp fuhren. Damit vereinbar ist, dass die B-Domane nicht zur FVIII-
Proteinaktivitat beitragt und daher Veranderungen einzelner Aminosauren
offensichtlich ohne Konsequenz fur die Proteinfunktion sind. Andererseits wirde man
erwarten, dass Missense-Mutationen an Glykosylierungstellen (Asparaginsaure-
Mutationen) die Sekretion des FVIII-Proteins beeinflussen, weil die Glykosylierungen
bei den Wechselwirkungen mit Chaperonen flr die Sekretion notwendig sind.

Bei Kaukasiern sind nur 2 Polymorphismen in der B-Domane des FVIII-Gens
beschrieben. An der Aminosaureposition Ser1269Ser mit einer Frequenz von
0,937/0,063 (Klopp et al., 2002) und an der Aminosaureposition Asp1241Glu mit
einer Frequenz von 0,73/0,27 (Gitschier et al., 1984; Higuchi et al., 1991b; Lin et al.,
1993). Es ist erstaunlich, dass lediglich 2 Polymorphismen (,Single Nucleotide
Polymorphisme®, SNP) in der B-Domane auftreten, diese also hochst konserviert ist,
was, trotz Nicht-Beteiligung an der FVIII-Aktivitat, auf eine wichtige Bedeutung der B-

Domane hinweist. Ganz offensichtlich werden SNPs in diesem Bereich nicht toleriert.
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Diese Befunde stehen scheinbar im Widerspruch zueinander. Beide Aspekte wollten
wir naher in unserer Arbeitsgruppe untersuchen. Hinsichtlich der Verteilung von
SNPs haben wir 560 Allele von gesunden Blutspendern untersucht und neben den
beiden bekannten Polymorphismen lediglich 6 weitere Allelvarianten an 5 Positionen
gefunden (Tab. 8), wobei es nur bei 3 SNPs zu einem Aminosaureaustausch kam (*).
Die Haufigkeit der SNPs ist also auch in dieser Untersuchung sehr gering, was die
Vermutung einer funktionellen Bedeutung der B-Domane bestarkt. Schliet man die
beiden haufigen Polymorphismen an den Aminosaurepositionen 1241 und 1269 aus,

ist in der B-Domane nur 1 von 250 000 Basenpaaren (6 von 1 512 600 bp) verandert.

Codon Nukleotid- Aminosaure- Frequenz Frequenz
Position Austausch absolut
794 2439 Leu>Leu 1/560 0,0018/0,998
831 2550 Leu>Leu 1/560 0,0018/0,998
981 2998 Pro>Ser* 2/560 0,0036/0,996
1038 3170 Glu>Ala* 1/560 0,0018/0,998
1241 3780 Asp>Glu* 151/560 0,27/0,73
1269 3864 Ser>Ser 39/s60 0,07/0,93
1667 5058 Thr>Thr 1/560 0,0018/0,998

Tab. 8: Verteilung von Polymorphismen (SNP) in der FVIII-B-Doméne bei 330
Blutspendern. Die absolute Frequenz zeigt die gefundene Anzahl an
Polymorphismen pro 560 untersuchter Allele an. Bei 3 Polymorphismen kam es

zum Aminosaureaustausch (*).

Es scheint ein hoher Selektionsdruck zu bestehen, der die Entstehung einer grof3en
Anzahl an SNPs offensichtlich verhindert.

Diese Daten unterstreichen sehr eindrucksvoll die hohe Konserviertheit der B-
Domane beim Menschen. Allerdings existiert eine hohe Variabilitdt zwischen den B-
Domanen verschiedener Spezies und zwischen den B-Domanen von FVIII und FV
(Abb. 23). Beide Proteine katalysieren in sehr ahnlichen Proteinkomplexen, mit Hilfe
von Calcium und Phospholipiden, die Aktivierungen von Gerinnungsfaktoren an

unterschiedlichen Stellen in der Gerinnungskaskade. Der FVIII agiert im Tenase-
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Komplex, wo er an der Aktivierung des Faktor X beteiligt ist (s. Abb. 3). Der FV,
gebunden im Prothrombinase -Komplex, katalysiert die Aktivierung von Faktor Il zu

la.

Humaner FVIII ’ B ‘ 907 Aminosauren (AS)
836 AS, keine Homologie zu
Humaner FV ’ B ‘ FVIIl human
’ B ‘ 905 AS, Homologie 58% zu
Hund FViIl FVIIl human
880 AS, Homologie 49% zu
Maus FVill ’ B ‘ FVIII human
AS, H logi %
Schwein FVIII ’ B ‘ 689 AS, Homologie 38% zu

FVIII human

Abb. 23: Gr6RBen- und Homologievergleich zwischen den FVIII-B-
Domanen verschiedener Spezies bzw. des FV des Menschen. Angegeben

sind die Anzahl an Aminosauren und die Homologie zum humanen FVIII.

Zu Beginn unserer Arbeit gab es keine in Expressionsversuche mittels Mutagenese
in der B-Domane des FVIII-Gens, um funktionelle Bereiche oder eine direkte
Beteiligung der B-Doméane an der Aktivitat des Proteins zu klaren. Da uns zu diesem
Zeitpunkt nur eine eigene Missense-Mutation innerhalb unserer Mutationsanalysen
aufgefallen war, nahmen wir die HAMSTeRS Datenbank zur Hilfe. Hier fanden wir 6
Patienten, bei denen aulder einer Missense-Mutation in der B-Domane keine weiteren
Mutationen im FVIII-Gen vorlagen. Die Patienten waren entweder an einer
mittelschweren oder schweren Form der Hamophilie A erkrankt. Um zu klaren, ob die
Mutation, die bei dem Patienten diagnostiziert wurde, tatsachlich kausal flr den

vorhandenen Phanotyp war, stellten wir Proteinvarianten mittels Mutagenese her und
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exprimierten sie in CHO-Zellen. Ziel war es, herauszufinden, ob die veranderten
rekombinant exprimierten FVIII-Proteine sich in ihren funktionellen und

sekretorischen Eigenschaften vom Wildtyp unterschieden.

4.1 Transfer der Methoden nach Bonn

Zu Beginn der Arbeit fehlte sowohl die Infrastruktur fur die geplanten experimentellen
Untersuchungen im Jnstitut  far Experimentelle Hamatologie und
Transfusionsmedizin®, Universitat Bonn, sowie die Methode der in-vitro-Mutagenese
fur ein so grolRes Gen wie das FVIII-Gen (7,2 kb). Daher erfolgte ein halbjahriger
Aufenthalt in Belgien in der Arbeitsgruppe von Prof. J.-M. Saint-Remy am ,Center for
Molecular and Vascular Biology“, University of Leuven (Jacquemin et al., 2000) zum
Erlernen der Techniken. Der Aufenthalt wurde von der ,Gesellschaft fur Thrombose

und Hamostaseforschung“ (GTH) im Rahmen eines Stipendiums geférdert.

Bei dem in Belgien verwendeten Vektor (pGCsamFVIll von R. A. Morgan) handelte
es sich um ein 11 kb grolles Konstrukt, das eine 5 kb grol3e FVIII-cDNA ohne
genetische Information der B-Domane enthielt (FVIIIBdd). Dieser Vektor wurde flr
die Expressionsstudien der in Leuven untersuchten C- und A- Domanen verwendet.
Zur EinfUhrung einer Mutation in diesen Vektor wurde, mittels ,Overlapping-PCR", die
Region um den Basenaustausch amplifiziert und, nach einem Restriktionsverdau des
Ausgangsvektors und des PCR-Produktes, beide Fragmente ligiert. Der
Basenaustausch wurde mittels Sequenzierung uberpruft. Die Expression der
veranderten FVIII-Proteine erfolgte in CHO-Zellen, die eine gute Ausbeute an Protein
lieferten (bis zu 10% FVIII:C). Eine Expression des FVIII-Proteins in Bakterien ist
aufgrund seiner Komplexitat nicht moglich. Es musste eine rekombinante Expression
in einem Zellsystem erfolgen, welches in der Lage war, die rekombinanten Proteine
zu synthetisieren, richtig zu falten, mit postranslationalen Modifikationen zu versehen,
die dem nativen Protein entsprechen und zu sezernieren. Diese Voraussetzungen
erfillen Saugetierzellen; diese kdnnen die Glykosylierungen an den Asparagin- und
Serinresten vornehmen sowie andere postranslationale Modifizierungen, wie

proteolytische Prozesse von Propeptiden, y-Carboxylierung von
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Glutaminsaureresten, Hydroxylierung von Asparaginsaure- und Prolinresten und

Sulfatierungen von Tyrosinresten durchfiihren (Kaufman et al., 1992).

Nach Ruckkehr aus Belgien sollten diese Methoden in Bonn mit einem, die komplette
FVIII-cDNA enthaltenden Expressionsvektor etabliert werden. Die komplette cDNA
wurde uns dabei in Form des Expressionsvektors pCl FVIII von Herrn PD Dr. Rainer
Schwaab zur Verfugung gestellt (Haack et al., 1999). Nach einigen Versuchen
stellten wir fest, dass die in Belgien verwendeten Methoden nicht auf den Vektor
Ubertragbar waren, weil sich, durch das Vorhandensein der B-Domane, der DNA-
Anteil des Vektors um 2,2 kb vergrolRert. Dieses hatte zur Folge, dass sich die
Anzahl der ,Single-Restriction-Sites®, die fur das Einfugen des uber ,Overlapping-
PCR" hergestellten Fragmentes in den Expressionsvektor bendtigt wurden, kaum
mehr zur Verfugung standen. Es gelang uns zwar die Fragmente mittels PCR
herzustellen, allerdings hatten diese, bedingt durch die weit auseinander liegenden
Restriktionsseiten, eine Grofle von bis zu 4000 kb. Die folgende Ligation mit dem
ebenfalls verdauten Ausgangsvektor zeigte trotz mehrfacher Versuche keinen Erfolg.
Wir fuhrten daher die Mutagenese mittels des ,QuikChange® XL Site-Directed

Mutagenesis Kit“ (Stratagene) durch.

Fur die erforderlichen zellbiologischen Arbeiten war zunachst die Neueinrichtung
eines Zelllabors erforderlich. Nach einigen Anlaufschwierigkeiten und Modifikation
der in Leuven erlernten Methoden, ist es uns im Verlauf dieser Arbeit erfolgreich
gelungen, ein effektives und stabiles Expressionssystem fir rekombinante FVIII-
Proteine zu entwickeln und in Bonn zu etablieren, das uns weitere funktionelle

Studien von Missense Mutationen ermaoglicht.

4.2  Herstellung und Verwendung der Expressionsvektoren

Aufgrund der fehlenden B-Domane in dem Expressionsvektor pGCsamFVIll,
mussten wir einen anderen Vektor verwenden (pCIFVIllwt). Dieser Wechsel stellte
sich im Verlauf der Arbeit als sehr schwierig heraus. Nach Transfektion des
Expressionsvektors pCIFVIlIwt zeigte sich, dass das Expressionslevel in CHO Zellen

am Rande der Nachweisgrenze (<1% fur FVIII:C und FVIII:Ag) lag und somit der
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Expressionsvergleich problematisch war. Auch nach Induktion der Zellen mit Natrium
-Butyrate konnten wir kein hdheres FVIII-Niveau feststellen. Wir erhielten daraufhin
von Dr. Thorsten Tonn (Frankfurt) den Expressionsvektor pcDNA3FVIII (Abb. 15).
Dieser enthielt den SV40 Enhancer, der in der Lage war, die Expression von
rekombinanten Proteinen um das 2,5-fache zu erhéhen (Dorner et al., 1987 und
1989; Kaufman et al., 1989; Hoeben et al., 1995).

Nach erfolgreicher Mutagenese und Transformation in den mitgelieferten XL Gold
Zellen, wurden die Plasmide aus diesen Zellen aufgereinigt und ihre Grole auf
einem Agarosegel gepruft. Es war eine nur sehr schwache Bande zu erkennen (s.
Abb. 16), die anzeigte, dass die Konzentration des Plasmides nicht fur eine
Sequenzierung und Transfektion in CHO-Zellen ausreichte. Auch durch eine Maxi-
Praparation konnte die Konzentration des Plasmides nicht ausreichend erhoht
werden. Um dieses Problem zu beheben, wurden die aus den XL Gold
aufgereinigten Plasmide erneut transformiert. Hierfir verwendeten wir Dh5a Zellen,
da wir in vorherigen Versuchen sehr gute Erfahrungen mit dieser Zelllinie gemacht
hatten. Die Konzentration erhdhte sich um das 10fache und war somit ausreichend

fur die folgenden Versuche.

Nach den ersten Transfektionsansatzen zeigte sich, dass das Expressionslevel

dieses Vektors zwar gering, aber dennoch fur unsere Zwecke ausreichend war.

4.3 Funktionelle Charakterisierung von Missense FVIII Proteinvarianten im
Vergleich zum Wildtyp-Protein

Die Auswahl der Missense Mutationen und Polymorphismen erfolgte zum einen aus
der HAMSTeR’S Datenbank und zum anderen aus eigenen vorhandenen Daten. Die
Mutationen Val993Leu und Glu1579Asp und waren mit einer schweren Form der
Hamophilie A assoziiert. Keine Angaben Uber den Schweregrad waren bei den
Proteinvarianten Ala1591Ser und Asn1441Lys vorhanden. Die Variante Glu1038Lys
wurde bei einem Patienten mit einer mittelschweren Verlaufsform identifiziert. An der
Aminosaureposition 1038 ist zum einen eine Genvariante zu finden, bei der es zu

einem Austausch von Glutaminsaure nach Alanin (Ala) (s. Tab. 8) kommt, als auch
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eine Missense Mutation mit einer Veranderung von Glutaminsaure nach Lysin (Lys)
kommt (Tab. 9). Glutaminsaure (Glu) gehort, wie Lysin, zur Gruppe der Aminosauren
mit geladenen polaren Seitenketten. Alanin dagegen besitzt eine unpolare
Seitenkette. Auf den ersten Anschein sind sich Glu und Lys ahnlich, allerdings ist die
Ladung der Seitenketten nicht identisch. Glutaminsaure besitzt einen COO Rest,
Lysin einen NH3'-Rest. Aufgrund der Assoziation der Glu1038Lys mit einer
mittelschweren Verlaufsform der Hamophilie A, haben wir uns fur diese Variante
entschieden. Bei dem Aminosaureaustausch nach Alanin lag kein hamophiler
Phanotyp vor. Bei Leu1462Pro fehlten sowohl die Angaben zu den Laborparametern

als auch zum klinischen Verlauf (s. Tab. 9).

Variante | FVIII:C | FVIII:AG | Schweregrad Referenz

Pro928Arg 2 k.A. k.A. Chan et al (1996), (ebenfalls
Intron22 Inversion)

Val993Leu K.A. k.A. schwer Becker et al (1996)
Glu1038Lys 2 10-20 mittel Higuchi et al (1991a)
Asn1441Lys 6 7 k.A. McGinniss et al (1993)
Leu1462Pro | k.A: K.A. k.A. McGinniss et al (1993)
Glu1579Asp | < 1 K.A. schwer Chuansumrit et al (unpublished)
Ala1591Ser | <1 k.A. k.A. Chan et al (1996)

Tab. 9: Patientenphanotyp und Referenz der nattrlich vorkommenden FVIII
Proteinvarianten.

k. A. = keine Angaben

Neben diesen nativen Proteinvarianten haben wir auch die Auswirkung von 2
Polymorphismen untersucht. Bei der Proteinvarianten Asp1241Glu handelte es sich
um einen der 2 haufigen Polymorphismen in der B-Domane (Tab. 8). Die Variante
Pro928Arg stellt wahrscheinlich ebenfalls einen Polymorphismus dar. Sie wird in der
HAMSTeR’s Datenbank unter den Punkt-Mutationen gefuhrt, obwohl bei dem
betroffenen Patienten ebenfalls eine Intron 22 Inversion diagnostiziert wurde. Die

Mutation an der Aminosaureposition Arg1310Gly wurde von uns als eine
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Punktmutation erfunden und ausgewahlt, da dies ein Beispiel flr einen Mutations-
Hotspot an CpG-Dinukleotiden darstellt. Diese Genvariante war damit rein artifizieller

Natur.

4.3.1 Aktivitat, Antigen und spezifische Aktivitat

Die funktionelle Charakterisierung der Proteinvarianten erfolgte Uber die Bestimmung
der Parameter flr die FVIII-Aktivitat und des FVIII-Antigengehaltes. Rechnerisch
bestimmte sich daraus die spezifische Aktivitat. Durch Untersuchung dieser
Parameter im Zell-Lysat und im Medium des Wildtypproteins und der Protein-

Varianten, lie3en sich Aussagen zum Sekretionsverhalten treffen.

Die Bestimmung der Aktivitat erfolgte Uber 2 chromogene Testsysteme. Der Vortell
dieser Art der Bestimmung lag in der Verdlinnung der Proben mit dem Puffer und
damit der Verdunnung von Substanzen aus Medium und Zell-Lysat, welche die
Bestimmung storen konnten. In dem Medium war ein pH-Indikator vorhanden, der
sich bei niedrigem pH von rot nach gelb verfarbte und anzeigte, dass eine hohe
Konzentration an Stoffwechselprodukten im Medium vorhanden war, die sich toxisch
auf die CHO-Zellen auswirken konnten. Die rote Farbe verhinderte die Detektion des
gelben abgespalteten Farbstoffes. Durch die Verdinnung von 1:41 im Electra, sowie
bei dem manuellen Test bei Immuno (s. 2.4.1), storte der Indikator die Bestimmung
des FVIII nicht. Fir den chromogenen Test sprach ebenfalls der Einsatz von wenig

Volumen (min. 180 pl), um die FVIII-Aktivitat zu bestimmen.

Anhand der Aktivitat der veranderten FVIII-Proteine war zu erkennen, ob sie durch
Thrombin aktiviert werden konnten und somit in der Lage waren, die Reaktion von FX
zu FXa zu katalysieren. Die durchschnittiche Normalaktivitat von FVIII in der
Bevolkerung wird mit 100% angegeben. Dies entspricht einem Wert von 1 U/ml.
Allerdings treten physiologische Schwankungen zwischen 50 - 200% in der
Normalbevolkerung auf, ohne dass ein Krankheitswert vorliegt. Unser rekombinant
hergestelltes FVIII/Wt Protein hatte im Medientberstand eine Aktivitat von ~8 mU/ml
(0,8%).
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An den Werten des vorhandenen Antigengehaltes konnte eine Aussage uUber die
exprimierte Proteinmenge und, in Verbindung mit der Aktivitatsbestimmung, tber die
spezifische Aktivitaten der jeweiligen Proteinvarianten getroffen werden. Die
FVIIl:Ag-Konzentration im Medienuberstand betrug im Durchschnitt 1 ng/ml. Auch
hier ist der Wert im Vergleich zum Menschen (150 ng/ml) stark verringert. Allerdings
ist die Uberproduktion von Proteinen ohne Aufreinigung und Ankonzentration sehr
schwierig und mit dem Risiko verbunden, dass eine weitere Behandlung der Proteine
mit dem Verlust an Aktivitdt der Enzyme einhergehen kann. Aus diesem Grund

wurde auf diese Schritte in der Arbeit bewusst verzichtet.

Die spezifische Aktivitat ist definiert als der ,Quotient aus Aktivitat und der
dazugehdrigen Menge an Protein® und lasst eine Aussage Uber die katalytische
Effizienz des Proteins zu. Die spezifische Aktivitat des Wildtyp-FVIlI-Proteins beim
Menschen betragt rechnerisch 6,7 U/ug. Die spezifische Aktivitat des von uns
exprimierten rFVIII/Wt Proteins im Medienuberstand lag bei 8 U/ug, im Zell-Lysat bei
7,2 U/ug und entsprach damit, insbesondere im Zell-Lysat, dem Erwartungswert. Ein
Grund hierfur war, dass die bestimmten Werte im Zell-Lysat in einem besser

messbaren Rahmen lagen als bei den Messungen im MedienUberstand.

Rekombinanter FVIII/Wt, von CHO-Zellen produziert, wurde in der Vergangenheit
mehrfach sehr genau charakterisiert und mit dem aus Plasma isoliertem FVIII-Protein
verglichen. Dabei konnten keine Unterschiede in der Struktur der beiden Proteine
festgestellt werden. Die spezifische Aktivitat des rekombinanten Proteins lag vielfach
hoher als die des gereinigten Plasma-FVIIl (Kaufman, 1992b). Verantwortlich hierfur
war die geringere Reinheit und Konzentration der aus dem Plasma hergestellten

Proteine.

Ebenso wurden fur die Proteinvarianten Aktivitat, Antigen und sich die daraus
resultierende spezifische Aktivitat bestimmt und mit dem FVIII/Wt verglichen. Anhand

der funktionellen Eigenschaften wurden diese in 4 Gruppen eingeteilt.

Die Protein-Varianten der Gruppe 1 (Arg1310Gly: CpG-Dinukleotid und Val993Leu:
schwere Verlaufsform der Hamophilie) unterschieden sich in den FVIII:C- und

FVIII:Ag-Werten nicht wesentlich vom Wildtyp (s. Abb. 19 und 20); sie waren sowohl
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in ihrer Funktion sowie auch in der Sekretion nicht eingeschrankt und somit in ihren
funktionellen Eigenschaften mit dem Wildtyp vergleichbar. Die Missense-Mutationen

hatten bei den Proteinen dieser Gruppe keinen messbaren Einfluss auf das Protein.

Bei Gruppe 2 (Glu1038Lys: mittelschwere Verlaufsform, Asn1441Lys: keine
Angaben, Glu1579Asp: schwere Verlaufsform und Ala1591Ser: keine Angaben) war
festzustellen, dass FVIII:C und FVIII:Ag im Medium um die Halfte reduziert waren,
die Werte im Zell-Lysat aber in der Gro3enordnung vom Wildtyp lagen (s. Abb 19
und 20). Bei den Proteinvarianten dieser Gruppe war also das Sekretionsverhalten
eingeschrankt (Abb. 22). Ein moglicher Einfluss der Mutationen in der B-Domane des
FVIII-Proteins wahrend des Protein-Traffickings ist im nachsten Kapitel aufgefuhrt.
Die sich aus der Aktivitat und dem Antigengehalt berechnete spezifische Aktivitat
zeigte im Falle Glu1038Lys und Asn1441Lys eine starke Abweichung fur das im Zell-
Lysat und das im MedienlUberstand getestete Protein. Bei diesen Proteinen war die
spezifische Aktivitat bei dem im Zell-Lysat bestimmten Protein héher und damit naher
am Wildtyp (Abb. 21). In beiden Fallen wurde weniger aktives FVIII:C und FVIII:Ag im
Zellkulturiberstand nachgewiesen, allerdings war im Verhaltnis die Reduktion der
Aktivitat grolRer als die des Antigengehaltes (s. Abb. 19 und 20). Es liegt die
Vermutung nah, dass es sich bei einem Teil des FVIII-Proteins um inaktives Protein
handelte und somit die Unterschiede in der spezifischen Aktivitat zustande kommen,
da diese aus dem Quotienten FVIII:C/FVIII:Ag bestimmt wird.

Ebenfalls nur die Halfte der Aktivitats- und Antigen-Werte wurden im Zell-Lysat bei
den Proteinen aus Gruppe 3 (Pro928Arg und Asp1241Glu) detektiert. Im
Medienuberstand dagegen war die FVIII:C mit dem Wildtyp vergleichbar, da es hier
zu einer Reduktion des FVIII:Ag kam (Abb. 19 und 20). Die spezifische Aktivitat der
Proteinvarianten Glu1038Lys im Medienuberstand war nur noch halb so grof3, bei der

Proteinvarianten Pro928Arg doppelt so gro3 im Vergleich zum Wildtyp.

In unseren Experimenten wurde bei allen detektierten Proteinen FVIII-Aktivitat
nachgewiesen. Bei den Proteinen der Gruppen 1 bis 3 ist ausreichend Restaktivitat
im Zellkulturiberstand nachgewiesen worden, d.h., es ist aktives Protein in
ausreichender Menge sezerniert worden. Trotz einiger Abweichungen in FVIII:C und

FVIII:Ag rechtfertigen diese Mutationen daher nicht den in den betroffenen Patienten
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nachgewiesenen mittelschweren bis schweren hamophilen Phanotypen, da in allen
Fallen mindestens 50% des aktiven Proteins nachgewiesen wurden.

Nur bei der Proteinvarianten Leu1462Pro (Gruppe 4) scheint der Genotyp tatsachlich
fur den Phanotyp verantwortlich zu sein, weil hier weder in den Aktivitatstests, noch
in den Antigenbestimmungen im MedienlUberstand ein Protein nachgewiesen wurde.
Im Zell-Lysat dieser Proteinvarianten befand sich dagegen in ausreichender Menge
ein aktives Protein. Dieses war in seiner spezifischen Aktivitat durch die Mutation
nicht beeintrachtigt und war vergleichbar mit der des Wildtyps. In diesem Fall scheint

die Sekretion des Proteins durch die Mutation unterbunden worden zu sein.

4.3.2 Sekretionsverhalten

Alle rekombinanten Proteine, mit Ausnahme von Pro1462Leu, wurden in unseren
Versuchen gut sezerniert. Das weist daraufhin, dass es bei den betroffenen
Patienten einen anderen Defekt an anderer Stelle des Proteins oder in einem
anderen Protein geben muss, der bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht diagnostiziert
worden ist. Zwar unterschieden sich die Proteinvarianten in ihren funktionellen
Eigenschaften vom Wildtyp, aber ein Funktionsverlust der Proteinvarianten, der eine

Hamophilie A rechtfertigte, war nicht zu beobachten.

Die Proteinvariante Pro1462Leu wurde weder Uber den Aktivitatstests noch Uber den
Antigen-ELISA im Medienuberstand nachgewiesen. Im Zell-Lysat dagegen war ein
aktives Protein, das in seinen funktionellen Eigenschaften dem des Wildtyp-Proteins
entsprach, vorhanden. In diesem Fall kam es also zu keiner Sekretion des Proteins
aus der Zelle. Wahrend der Sekretion passiert das FVIlI-Protein mehrere Stationen

und erfahrt die verschiedensten Modifikationen:
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Transport im Endoplasmatischen Reticulum — Wechselwirkungen mit Chaperonen

Zu Beginn der Sekretion werden Proteine, die sezerniert werden sollen, mit einer N-
terminalen Signalsequenz von 13-36 zumeist hydrophoben Aminosduren an
membrangebundenen Ribosomen synthetisiert (Blobel und Dobberstein, 1975). Das
Faktor-VIII-Protein besitzt eine Signalsequenz von 19 Aminosauren. Das
entstehende Protein wird anschlielend cotranslational durch eine Pore (Sec61-
Translokon) in der ER-Membran in das ER-Lumen transloziert (Walter und Johnson,
1994; Rapoport et al.,, 1996). Da die GroRe der Pore fur den Transport gefalteter
Proteine nicht ausreicht, erreichen diese das ER-Lumen im entfalteten Zustand
(Beckmann et al.,, 1997; Hamman et al., 1997 und Hanein et al., 1996). Fur die
Reifung des Proteins sind verschiedenen Modifikationen notwendig, u. a. die
proteolytische Abspaltung der Signalsequenz, Glykosylierung des Proteins,
Ausbildung von Disulfidbricken, Hydroxylierung von Lysin- und Prolinresten etc.
(Helenius, 2001). Daher sind Faltung und die Kontrolle dieser strukturellen Integritat
sekretorischer Proteine eine Hauptfunktion des ER. Wahrend der Sekretion des
FVIlII-Proteins kommt es zu Interaktionen mit verschiedenen Enzyme, unter anderem
mit den Chaperonen Calnexin/Calreticulin und BiP im ER (Gething et al., 1997;
Kaufman et al., 1997 und Fallaux et al., 1996). Chaperone (englisch fir
»<Anstandsdame®) beinhalten selbst keine Information fur die Faltung des FVIII-
Proteins, sondern erleichtern durch die transiente Bindung an die neu synthetisierten
FVIl-Proteine einen langsamen und korrekten Faltungs- und

Assemblierungsprozess.

Das Chaperon BiP gehort zur Familie der 70 kDa Hitzeschock-Proteine (Hsp70). Es
macht ungefahr 5% des luminarischen Anteils an ER-Proteinen aus. Seine Synthese
wird durch die Akkumulation von Proteinvorlaufern (Normington et al., 1989) und
durch das Vorhandensein mutanter Proteine (Kozutsumi et al., 1988) induziert. Es ist
an der Faltung und am Schutz von Proteinen wahrend und nach zellularem Stref3
und am intrazellularen Transport beteiligt. Flr diese Funktion komplexiert es
exponierte hydrophobe Polypeptidsegmente und verhindern dadurch deren
unkontrollierte Faltung und Aggregation. Das BiP bindet an eine 110-Aminosaure
grolle Region in der A-Doméane des FVIII-Proteins (Swaroop et al., 1997). Die

Substratbindungsstellen von BiP erkennt seine Substrate durch Interaktion mit einer
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Sequenz aus 5 aufeinander folgenden Aminosauren (in komplett ausgestreckter
Form) (Wang et al.,, 1998). Die Wechselwirkung mit dem FVIII-Protein wird dabei
durch Zyklen von ATP-Bindung und —Hydrolyse gesteuert (Bukau und Horwich,
1998; Hartl et al., 1996). Der intrazellulare ATP-Gehalt ist somit limitierend flr den
FVIlI-Protein-Transport aus dem ER (Tagliavacca et al., 2000). Aber nicht nur ein
Mangel an ATP sondern auch eine Uberexpression von FVIII fihrt zu einer
Speicherung im ER (Morris et al., 1997 und Pittman et al., 1994).
Missense-Mutationen, die zu einer falschen Faltung des FVIII-Proteins flhren,
werden entweder komplett (schwere Verlaufsform der Hamophilie A) oder nur zu
einem Teil (mittlere bis mittelschwere Verlaufsform) in der Zelle zurickgehalten. BiP
ist auch an der Erkennung und am Abbau von falsch gefalteten Proteinen beteiligt.
Missgefaltete Proteine kdnnen im ER akkumulieren und so eine ER-Stre3-Antwort
(,Unfoldet-Protein-Response®, UPR) auslosen (Kohno et al., 1993; Kozutsumi et al.,
1988). BiP ist in der Lage, diese Proteinkomplexe zu erkennen und dient somit als
.,Messfuhler fur die UPR (Dorner et al., 1992; Morris et al., 1997; Kostova et al.,
2003):

In ungestressten Zellen liegt BiP im Komplex mit PERK (Transmembrankinase) vor.
Falsch gefaltete FVIII-Proteine konkurrieren mit PERK um die BiP-Bindungsstelle.
Kommt es nun zu einer Anhaufung dieser ungebundenen Proteine durch Blockierung
der Bindungsstellen durch missgefaltete Proteine, kann vermehrt ungebundenes
PERK oligomerisieren und in seiner jetzt aktiven Form den Initiationsfaktor 2a
(elF2a) phosphorylieren. Dieser wiederum behindert die Bildung des 43S
Translations-Initiations-Komplexes (Hinnebusch et al.,, 1994), wodurch die
Proteinsynthese vermindert und die Zufuhr weiterer Proteine ins ER gestoppt wird
(Harding et al., 1999; Prostko et al., 1992).

BiP selbst kann seiner eigenen Proteinsyntheseinhibition entgehen (Gulow et al.,
2002) und wird so selbst zu einem kritischen Parameter. Zu hohe Mengen an BiP
fuhren durch ein Uberangebot an Substratbindungsstellen zu einer Verzogerung der
UPR. Die Syntheserate der falsch gefalteten Proteine wird somit nicht gestoppt und
fuhrt zu einer Anhaufung des FVIII-Proteins in der Zelle. Niedrige Mengen an BiP
haben eine permanente Stress-Situation der Zelle zur Folge, weil PERK durch
Mangel an BiP-Bindungsstellen auch in Abwesenheit von missgefalteten Protein

oligomerisieren und so die Proteinsynthese stoppen kann.
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Der UPR folgt der ER associated degradation Prozess (ERAD) (Casagrande et al.,
2000; Friedlander et al., 2000; Ng et al., 2000; Travers et al., 2000). FVIlI-Proteine,
die im ER nicht in die korrekte Form gefaltet wurden, werden durch das ERAD
eliminiert, indem sie aus dem ER geschleust und zum endgultigen Abbau dem
Proteosom zugefuhrt werden (Klausner und Sitia, 1990; Plemper und Wolf, 1999 und
Pipe et al., 1996) (Abb. 24). In vorangegangenen Studien wurde ein hoher Anteil an
FVIII-Protein im ER detektiert (Pipe et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde
der Anteil an FVIII-Protein im Zell-Lysat bestimmt, allerdings wurde nicht differenziert,

in welchem Zell-Kompartiment sich dieser befand.

Calnexin, ein integrales Membranprotein, ist ein Glykoprotein-spezifisches ER
Chaperon (Ou et al., 1993), dessen ldsliches Analog Calreticulin ist (Peterson et al.,
1995). Eine Studie von Becker et al, 2004 hat gezeigt, dass das FVIlI-Protein mit
dem Calnexin im ER colokalisiert ist. Durch Calnexin wird die N-Glykosylierung
vermittelt, die eine entscheidende Rolle bei der Qualitadtssicherung von
Glykoproteinen im ER spielt (Helenius und Aebi, 2001; Parodi et al., 2000), d.h., dass
nur Proteine mit der richtigen Oligostruktur vom Calnexin erkannt und gebunden
werden. Auffallig ist, dass sich von insgesamt 25 Glukosylierungsstellen 19 in der B-
Domane befinden (Kumar et al., 1996; Kane et al., 1988; Cripe et al., 1992). Initiiert
wird die Glykosylierung durch die Anheftung einer Glykangruppe mit 3 Glukoseresten
am Stickstoff von Asparaginen im Lumen des ER. Dieses geschieht an Asparaginen,
die in einer Aminosaurefolge von Asparagin/X/Serin oder Thyrosin vorliegen. Man hat
festgestellt, dass an den Glykosylierungstellen eine kompaktere Faltung der
Polypeptidkette besteht. Die nachfolgende Behandlung durch die Glukosidasen | und
II, bei der nacheinander 2 der 3 Glukosereste wieder abgespalten werden und so
monoglycosylierte Asparaginreste entstehen, ist flr die Bindung des FVIII-Proteins
an das Chaperon notwendig (Pipe et al., 1998; Herbert et al., 1997; Vassilakos et al.,
1996) (Abb. 24). Ist das Protein richtig gefaltet, wird es, durch Abspaltung des letzten
Glukoserestes durch die Glucosidase II, vom Calnexin geldst (Abb. 24). Falsch
gefaltetes Protein kann durch die UDP-Glukose-Glukoprotein-Glukosyltransferase
(UGGT) erneut monoglykosyliert werden (Ellgaard und Helenius, 2001; Parodi et al,
2000) und so dem Calnexin wieder zugefuhrt werden. Ein Glukoprotein (FVIII) kann

so mehrfach dem Calnexin zugefuhrt werden (Ganau et al., 1991). B-Doméanen
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deletiertes FVIII Protein bindet signifikant schlechter an dieses Chaperon (Pipe et al.,
1998). Das bestarkt die Vermutung der Beteilung der B-Domane am
Proteinfaltungsprozess, was fur die Proteinsekretion Voraussetzung ist. Die genaue
Bindungsregion der B-Domane an das Chaperon ist noch unbekannt. Die
Proteinvarianten der Gruppe 2 werden nur zur Halfte (verglichen mit dem Wildtyp)
sezerniert. Das weist auf eventuelle Wechselwirkungen der 2. Halfte der B-Doméane
mit dem Calnexin hin, weil diese Missense-Mutationen in dem Teil lokalisiert sind.
Das Calnexin/Calretikulin-UGGT-System und BiP dienen dem Proteinfaltungsprozess
(zusammengefasst in Ellegaard und Helenius 2001 und Parodi et al., 2000).
Maoglicherweise kann BiP aber beim Wegfall des Calnexin/Calretikulin-UGGT-System
dessen Funktion ubernehmen (Molinari und Helenius, 2000) und somit die Funktion
der B-Domane aufheben. Das hatte aber zur Folge, dass nur ein Teil des
exprimierten Proteins sezerniert wird. Dieses konnte die Reduktion der
Sekretionsrate bei den Proteinen der Gruppe 2 erklaren, da es in diesem Fallen zu

einer verminderten Sekretion kam.

Faktor VIII ~93

\l/ Glukosidase |

2,

\l/ Glukosidase Il
Golgi-Apparat

. . Glukosidase Il
Calnexin Calretikulin

Interaktion vom Mannoserest %
mit ERGIC53 < <—— Mannosidasel —> E——
o 3

] ;

Abb. 24: Weg des FVIIl-Proteins durch das ER bis zur Sekretion. N-
gebundene Oligosaccharide werden im ER an die Aminosaure Asparagin an neu
synthetisierte Glukoproteine angehangt und durch die Glukosidasen | und Il
abgespalten. Langer zyklierende ungefaltete Proteine werden von der
Mannosidase | prozessiert und flr den Abbau markiert.
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Transportweg zum Golgi-Apparat — ERGIC 53 / MCDF2

Korrekt modifiziertes und gefaltetes FVIII-Protein verlasst das ER in Richtung des
Golgi-Apparates in COPII Vesikeln tUber die ER-exits-sites. Durch Interaktion mit dem
ERGIC53 gelangt das FVIII-Protein zum Golgi-Apparat. COPII Vesikel interagieren
mit kurzen hydrophoben Sequenzen der zu transportierenden Membranproteine
(Fiedler et al., 1996; Kappeler et al., 1997; Hauri et al.,, 2000). Das ER-Golgi
intermediare Compartiment 53 (ERGIC53) ist ein tubovesikulares membranumhdlltes
Intermediat zwischen ER und Golgi. Es dient der Sortierung und Konzentration der
zu transportierenden Proteine und der Rickflihrung von ER-standigen Proteinen zum
Abbau (Hauri et al., 2000). Diese Prozesse sind abhangig von der richtigen
Glykosylierung des FVIII-Proteins (Moussalli et al., 1999; Cunningham et al., 2003;
Nichols et al., 1998; Zhang et al., 2003).

Durch Missense-Mutationen hervorgerufene Missfaltung des FVIII-Proteins kann
einen Transportstop des FVIII-Proteins zur Folge haben. Diese Proteine werden dem
Abbauprozess zugefuhrt. So kdnnte auch Pro1462Leu fur eine falsche Faltung des
FVIlI-Proteins verantwortlich sein und somit fur die Ruckflhrung des Proteins in das
ER. Die Proteinvarianten Asn1441Pro koénnte ein Einfluss auf die
Glykosylierungsstelle an der Aminosaureposition 1442 haben und so den Transport

des Proteins in den Golgi-Apparat behindern.

Missense Mutationen in dem ERGIC53-Gen haben einen kombinierten Mangel von
FV und von FVIII zur Folge. 2 von 3 Patienten mit einem kombinierten FV/FVIII-
Mangel, weisen keine Expression von ERGIC-53 auf (Nichols et al., 1998 und 1999).
In diesem Zusammenhang wurde ein weiteres Protein, das ,multiple coagulation
factor deficiency gene 2“ (MCFD2), welches uber einen Calcium-lon mit dem ERGIC-
53 interagiert, identifiziert. Missense-Mutationen in der EF-2-Domane dieses Proteins
sind ebenfalls verantwortlich fur einen kombinierten FV/FVIII-Mangel (Zhang et al.,
2004). Allerdings haben Versuche mit Mutationen an den Glykosylierungsstellen in
der B-Domane gezeigt, dass auch Glykosylierungen aufl3erhalb der B-Domane und
eventuelle Protein-Protein-Interaktionen mit dem ERGIC-53 an der Sekretion beteiligt
sind (Cunningham et al., 2003).
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Transport innerhalb des Golgi-Apparates

Der Golgi-Apparat, bestehend aus einer Anzahl von membranumhdullter
Kompartimente, in Stapeln angeordnet, ist ein zentraler Ort fur alle Proteine, die
sezerniert und an die Zelloberflache transportiert werden sollen (Farquhar und
Palade, 1998; Warren und Malhotra, 1998). An dieser Stelle des Proteintransportes
kommt es zu einer Art Proteinstau. Der Golgi-Apparat scheint eine Art ,Nadelohr® fur
die zu sezernierenden Proteine zu sein. Es kommt vor, dass ein groRer Anteil des
neusynthetisierten Wildtyp Protein das ER nicht verlassen kann und abgebaut wird
(Petaja-Repo et al, 2000 und 2001; Schubert et al., 2000).

FUr den Transport des Proteins durch den Golgi-Apparat werden mehrere Modelle
diskutiert. Ein Modell stellt Transportvesikel in den Vordergrund. Angenommen wird
eine Proteinladung die anterograd in COPI-Vesikel von einer Zisterne zur nachsten
transportiert wird (Pelham, 1998). Der retrograde Transport vom Golgi-
Apparat/ERGIC zurtick zum ER wird ebenfalls mit Hilfe von COPI-Vesikeln geregelt
(Kappeler et al., 1997; Letourneur et al., 1994). Die zu transportierenden Proteine
interagieren mit Komponenten der COPI Hdille (Lanoix et al., 2001). Becker et al.
zeigten im April diesen Jahres, dass rekombinanter Wildtyp FVIII, B-Domanen
deletierter FVIII sowie der native FVIII in Kooperation mit COP 1-Transportvesikeln
transportiert werden. Somit liegt die Vermutung nah, dass die Anwesenheit der B-

Domane in diesem Schritt der Sekretion keinen Einfluss besitzt (Pittman et al., 1994).

Ein anderes Modell ist das Reifungsmodell. Dabei wird angenommen, dass von den
Exits sites (transitional ER) Vesikel abgeschnirt werden, die nach dem Abwerfen
ihrer Proteinhllle homotypisch fusionieren und so das ERGIC bilden. Fusionieren
mehrere ERGICs entsteht eine neue cis-Zisterne, die durch Reifung alle Golgi-
Stufen, bis hin zum Trans-Golgi, durchlauft. Zelleigene Proteine, die fir die
Modifikation der zu sezernierenden FVIII-Proteine bendtigt werden, werden mittels
COPI-Vesikeln an ihren Bestimmungsort transportiert, so dass immer ein Anteil von
Golgi-Enzymen vorhanden ist, um Protein zu modfizieren (Glick und Malhotra, 1998).
Das Reifungsmodell wird durch die Tatsache unterstitzt, dass auch Proteine wie das
FVIlI-Protein durch den Golgi-Apparat befordert werden mussen, die fur einen COPI-

Vesikeltransport zu grof3 sind (Stephens et al., 2002; Mironov et al., 1997).
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B-Domane

Das Gerinnungsprotein FV hat die gleiche Proteinstruktur wie das FVIII-Protein (A1-
A2-B-A3-C1-C2) und weist eine ~ 40 %ige Homologie zu den A- und C- Domanen
vom FVIII auf (Toole et al., 1992; Vehar et al., 1984; Jenny et al., 1987). Bei beiden
besteht die B-Domane nur aus einem gro3en Exon, das einen hohen Anteil an
Glykosylierungen an Asparaginresten vorweist. Allerdings ist zwischen beiden B-
Domanen keine Aminosaure-Homologie vorhanden (Hironaka et al., 1992; Kumar et
al., 1996; Kane et al., 1988; Cripe et al., 1992). Auch hat im Gegensatz zum FVIII-
Protein die B-Domane beim FV-Protein keinen Einfluss auf das Sekretionsverhalten
(Kane et al., 1990). FV ist nicht mit dem BiP assoziiert und fur die Sekretion des
Proteins wird somit auch kein ATP bendtigt (Pittman et al., 1994). Das
Expressionslevel des FV ist 10-mal hoher als das des FVIlI-Proteins, da der
Transport vom ER aus der Zelle ins Medium effektiver ist. Wahrscheinlich liegt eine

optimalere Faltung des Proteins und Interaktionen mit anderen ER Chaperonen vor.

Funktionelle Bereiche in der B-Domane des FVIlI-Proteins sind nicht bekannt.
Allerdings konnte unsere Mutationsanalyse der Proteinvarianten Pro1462Leu auf
einen funktionellen Bereich fur die Sekretion hinweisen. Mdglich ware auch, dass
durch die in vitro Mutagenese bei der Herstellung des rekombinanten Pro1462Leu
ein  zufalliger  Fehler  (Basenaustausch und daraus resultierender
Aminosaureaustausch) in die FVIII-Sequenz eingebracht wurde. Allerdings ist dieses
sehr unwahrscheinlich, da fir die PCR die Pfu-Polymerase verwendet wurde, die in

der Lage ist, Fehlpaarungen zu erkennen und zu reparieren.

Die Funktion der B-Doméane im Blut wird dahingehend gesehen, dass sie — neben
dem von-Willebrand-Faktor - aufgrund ihrer herausstehenden Position eine
Schutzfunktion flr den Rest des Proteins besitzt (Abb. 25) (Mosesson et al., 1990).
Dadurch wird das FVIII-Protein anscheinend vor ungerichteter und gerichteter
Proteolyse bzw. vor vorzeitiger Aktivierung durch das Thrombin geschutzt. So ist eine
schnellere (Eaton et al., 1986) und héhere (Meulien et al., 1988) Aktivierbarkeit durch

Thrombin fiir B-Doméanen-verkurzte-FVIII-Proteine beschrieben worden.
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Abb. 25: Schematisches Modell von FVIII vor der Aktivierung durch
Thrombin. Die B-Domane ragt aus dem Protein heraus (Hoyer et al., 1994). Die

Thrombinschnittstellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Bemerkenswert ist, dass ein Grofteil der Pharmaindustrie noch immer rekombinante
Protein-Praparate herstellt, bei denen sie FVIII/Wt-Gene verwenden, obwohl eine
Expression mit dem B-Domanen-deletierten-FVIlI-Proteins die Ausbeute des Proteins
aus Zellkulturen stark erhéhen wirde. Ganz offensichtlich vermuten diese Hersteller,
dass die B-Domane fir das FVIII-Protein eine kritische funktionelle Bedeutung hat.
Die durch die fehlende B-Domane gesteigerte Produktionsmenge ware fir die
Industrie aus okonomischer Sicht effektiver. Allerdings gibt es auch eine Firma, die
B-Domanen-deletierten-FVIII rekombinant fur die Behandlung von Hamophilie A
Patienten herstellt. Behandlungen mit diesem B-Domanen-deletierten-FVIII-
Konzentrat hat allerdings gezeigt, dass es bei den betroffenen Patienten zu
unerwarteten Blutungsereignissen kommt (Erfahrungsberichte von Herrn Dr.
Brackmann, Hamophilie-Ambulanz Bonn). Dieses spiegelt die Unsicherheit der
Industrie wieder, ob auf die B-Domane verzichtet werden kann, oder ob sie nicht

doch eine Bedeutung flur das FVIII-Protein besitzt.
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Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass beide Formen des FVIII-Proteins
(Wildtyp und B-Domanen deletierter) in verschiedenen Zell-Linien exprimiert werden
konnen (Haack et al., 1999). Verschiedene Grunde sprechen fur die Verwendung
von CHO-Zellen als Expressionsmodell. Neben der Fahigkeit das Fremd-Gen in ein
Chromosom zu integrieren, wodurch eine stabile Expression des rekombinanten
Proteins mdglich ist, wachsen CHO-Zellen in der Abwesenheit von Serum und liefern
1992).

Die Sonderstellung von CHO-Zellen wird dadurch sichtbar, dass die Zell-Linie seit 50

eine hohe Ausbeute bei anderen rekombinanten Proteinen (Kaufman et al.,

Jahren erfolgreich bei der Expression verschiedener rekombinanter Proteine
verwendet wird und, neben BHK-Zellen, immer noch das Expressionsmodell flr

rekombinante FVIII-Proteine darstellt.

Homologievergleich von B-Domanen verschiedener Spezies

Vergleicht man die B-Domane des menschlichen FVIII Proteins mit der von Schwein,

Hund und Maus, so stellt man fest, dass diese kaum Homologien aufweisen (Abb.

26). Damit ist diese Domane im Gegensatz zum restlichen Protein wenig konserviert.

B —Doméne Anfang

FVIII_pig RGMTALLKVYSCDRD IGDYYONTYED IPGFLLSGKNV IEPRSFAQNSRPPSASQKQFQTI 778
FVI11_Canin RGMTALLKVSSCNRNIDDYYHDTYEDIPTPLLNENNV IKPRSFSQNSRHPSTKEKQLKAT 772
FVITI_Hum RGMTALLKVSSCDKNTGDYYHDSYED ISAYLLSKNNAITEPRSFSQNSRHPSTRQKQFNAT 778

FVI11_mouse RGMTALLKVSSCDKSTSDYYEEIYEDIPTQLVNENNVIDPRSFFQNTNHPNTRKKKFKDS 778

FhIkIhdhkkhkk Kk - - *** - **** * - * * **** ** *

FVII11_pig TSPEDDVE-LDPQSGERTQALEELSVPSGDGSMLLGQ-NPAPHGSSSSDLQEARNE--AD 834
FVI11_Canin TTPENDIEKIDLQSGERTQL IKAQSVSSSDLLMLLGQ-NPTPRGLFLSDLREATDR--AD 829
FVITI_Hum TIPENDIEKTDPWFAHRTPMPKIQNVSSSDLLMLLRQ-SPTPHGLSLSDLQEAKYETFSD 837
FVI11_mouse TIPKNDMEKIEPQFEEIAEMLKVQSVSVSDMLMLLGQSHPTPHGLFLSDGQEAIYEAIHD 838
* * * * - . . _* **k*k X * - * * **x **
FVII11_pig DYLPGARERNTAPSAAARLRPELHHSAERVLTPEPEK-—-—-————————— ELKKLDSKM 880
FVIN11_Canin DHSRGAIERNKGPPEVASLRPELRHSEDREFTPEPELQLRLNENLGTNTTVELKKLDLKI 889
FVITI_Hum DPSPGAIDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKV 897
FVI11_mouse DHSPNAIDSNEGPSKVTQLRPESHHSEKIVFTPQPGLQLRSNKSLETTIEVKWKKLGLQV 898
* J*x o .. R - Rk -
Pr0928Arg 0
FVII11_pig SSSSDLLKTSPTIPSDTLSAETERTHSLGPPHPQVNFRSQLGAIVLGKNSSHF IGAGVPL 940
FVI11_Canin SSSSDSLMTSPT IPSDKLAAATEKTGSLGPPNMSVHENGHLGT IVFGNNSSHL 1QSGVPL 949
FVII1_Hum SSTSNNLIS--TIPSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGGPL 955
FVI11_mouse SSLPSNLMTT-TILSDNLKATFEKTDSSGFPDMPVHSSSKLSTTAFGKKAYSLVGSHVPL 957
**__*: *-k-k*** :**** *: _: - :___ - E
VaI993Leu.3
FVI11_pig GSTEED----—-——————- HESSLGENVSPVESDG I FEKERAHGPASLTKDDVLFKHVNIS 987
FVI11_Canin ELSEEDNDSKLLEAPLMNIQESSLRENVLSMESNRLFKEERIRGPASL IKDNALFKHVNIS 1009
FVII1_Hum SLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTKDNALFKVSIS 1015
FVI11_mouse NASEENSDSNILDSTLMYSQESLPRDNILSIENDRLLREKRFHGIALLTKDNTLF DNVS 1017

** ** * - -- -k * * * ** *** -%
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FVI11_pig
FVIII_Canin
FVIT1_Hum

FVII1_mouse

FVI11_pig
FVI11_Canin
FVIII_Hum

FVIT1_mouse

FVI11_pig
FVI11_Canin
FVIII_Hum

FVIT1_mouse

FVIII_pig
FVIII_Canin
FVI11_Hum

FVII1_mouse

FVIII_pig
FVIII_Canin
FVIT1_Hum

FVII1_mouse

FVIN11_pig
FVII1_Canin
FVIII_Hum

FVI11_mouse

FVII11_pig
FVII1_Canin
FVIII_Hum

FVI11_mouse

FVIN11_pig
FVII11_Canin
FVIII_Hum

FVI11_mouse

FVI11_pig
FVII11_Canin
FVIII_Hum

FVI11_mouse

FVI11_pig
FVI11_Canin
FVIII_Hum

FVI11_mouse

FVI11_pig
FVIII_Canin
FVI11_Hum

FVI11_mouse

Gly1038Lys: 3
LVKTNKARVYLKTNRKIHIDDAALLTENRAS-———==————(=————————— ATFMDKN
SVKTNRAPVNLTTNRKTRVAIPTLLIENSTSVWQD IMLERNTIEFKEVTSL IHNETFMDRN
LLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLL IENSPSVWQN-ILESDTIEFKKVTPL IHDRMLMDKN

LMKTNKTYNHSTTNEKLHTESP- TSIENSTTDLQDAILKVN EJl QEVTALIHDGTLLGKN
- kkk - - *x_ K- R - Il
TTASGLNHVSN = === = m o e e WIKGPLGK

TTALGLNHVSNKTTLSKNVEMAHQKKEDPVPLRAENPDLSSSKIPFLPD---WIK-THGK
ATALRLNHMSNKTTSSKNMEMVQQKKEGP I1PPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGK
STYLRLNHMLNRTTSTKNKD I FHRKDEDP IPQDEENT IMPFSKMLFLSESSNWFKKTNGN

-% *kk - K * - - * -

NPLSSERGPSPELLTSSGSGKSVKGQSSGQGRIRVAVEEEELSKGKE---MMLPNSELTF
NSLSSEQRPSPKQLTSLGSEKSVKDQN-FLSEEKVVVGEDEFTKDTEL-QEIFPNNKSIF
NSLNSGQGPSPKQLVSLGPEKSVEGQNFLSEKNKVVVGKGEFTKDVGLKEMVFPSSRNLF
NSLNSEQEHSPKQLVYLMFKKYVKNQSFLSEKNKVTVEQDGFTKNIGLKDMAFPHNMSIF

* * * - **- * * *- * -* * - - =% -*

LTNSADVQGNDTHSQGKKSREEMERREKLVQEKVDLPQVYTATGTKNFLRNIFHQSTEPS
FANLANVQENDTYNQEKKSLEE I ERKEKLTQENVALPQAHTMIGTKNFLKNLFLLSTKQN
LTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQN
LTTLSNVHENGRHNQEKNIQEEIEK EALIEEKVVLPQVHEATGSKNFLKDILILGTRQN

*x - *- * * -* * ***k -

Asp124lGIu. 0

- *- *- * - * * -k * * =%

Argl310GIy. 4

TLTQIEYNEKEKRAITQSPLSDCSMRNHVT IQMNDSALPVAKESASPSVRHTDLTKIPSQ
TLTQIDYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQ
———————————— KFITKSSLSD-SSVIKSTTQTNSSDSHIVKTSAFP---P1DLKRSPFQ

Asnl441Lys: 4 Leul462Pro: 3
——————————————————————— ESSPI1LQGAKRNNLSLPFLTLEMAGGQGKIS KSA
HNSSHLPASACNYTFRERTSGVQEGSHFLQEAKRNNLSLAFVTLGITEGQGKFS KSA
DNSSHLPAAS----YRKKDSGVQESSHFLQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVG TSA
NKFSHVQASSYIYDFKTKSSRIQESNNFLKETKI PSLAILPWNMFIDQGKFT KSN

sk- =k kk Kk - - - * - - % x

AGPLASGKLEKAVLSSAGLSEASGKAEFLPKVRVHREDLLPQKTSNVSCAHGDLGQEIFL
TNQPMYKKLENTVLLQPGLSETSDKVELLSQVHVDQEDSFPTKTSNDSPGHLDLMGKIFL
TNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGKVELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGHLDLVEGSLL
TNSVTYKKRENIIFLKPTLPEESGKIELLPQVSIQEEEILPTETSHGSPGHLNLMKEVFL

* *- -- * - * * * * -* - -- -* -**- * * -* -*

GIu1579Asp: 3
QKTRGPVNLNKVNRPG-—-——=—=————— RTPSKLLG---—-——-- PPMP-
QKTQGPVKMNKTNSPGKVPFLKWATESSEKIPSKLLGVLAWDNHYDTQIPS
QGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHYGTQIPK
QKIQGPTKWNKAKRHG——ESIKGKTESSKNTRSKLLNHHAWDYHYAAQIPKIM KSKEKS

**** -k * - * - **

Ala15918er: 3
PKSTALRTKD I 1 SLPLDRHESNHS IAAKNEGQAETQREAAWTKQGGPGRLCAPKPPVLRR
QTNTAFKRKDT I -LPLGPCENNDSTAAINEGQDKPQREAMWAKQGEPGRLCSQNPPVSKH
PEKTAFKKKDT I -LSLNACESNHATAAINEGQNKPE IEVTWAKQGRTERLCSQNPPVLKR
PEIISIKQEDTI -LSLRPHGNSHS IGA- NEKQNWPQRETTWVKQGQTQRTCSQIPPVLKR

- - -**** - **** * **** **- *x*k ==

1025
1069
1074
1076

1044
1125
1134
1136

1101
1183
1194
1196

1161
1243
1254
1255

1210
1301
1312
1310

1252
1357
1369
1357

1417
1429
1401

1289
1477
1485
1461

1349
1537
1545
1521

1386
1597
1605
1579

1446
1656
1664
1637
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FVIII_pig HQRDISLPTFQPEEDKMDYDD RFSTETKGEDFD 1 YGEDENQDPRSFQKRTRHYFIAAVEQ 1506
FVIII_Canin HQREITVTTLQPEEDKFEYDDTFSIEMKREDFD I YGDYEDQGLRSFQKKTRHYFIAAVER 1716
FVITI_Hum HQREITRTTLQSDQEE IDYDDT I SVEMKKEDFD I YDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVER 1724
FVI11_mouse HQRELS——AFQSEQEATDYDD ITIET IEDFDIYSEDIKQGPRSFQQKTRHYFIAAVER 1694

*** -- - *** * ***-k*-k = Kk KAk k - kA AkAAAAAAKA -

B Domane Ende

Abb. 26: Aminosauresequenzvergleich der FVIII-B-Domanen
verschiedener Spezies. Die einzelnen Gruppen der Mutationen sind farbig
gekennzeichnet: Gruppe 1 in blau, Gruppe 2 in grin, Gruppe 3 in orange und
Gruppe 4 in rot. Es sind nur die B-Domanen von FVIII Schwein, Hund, Mensch
und Maus miteinander verglichen worden. *: hoch konserviert (4
Ubereinstimmungen), : konserviert (3 Ubereinstimmungen), .;, semi
konserviert (2  Ubereinstimmungen), (): nicht konserviert (keine

Ubereinstimmung).

Die B-Domanen der verschiedenen Spezies sind sehr unterschiedlich. Trotz der nicht
vorhandenen Homologie kommt es bei den von uns untersuchten
Aminosaurepositionen, an denen Missense-Mutationen stattgefunden haben, zu
einer hohen Rate von Ubereinstimmungen.

Bei dem Beispiel des CpG-Dinukleotids an der Aminosaureposition 1310 sowie bei
der Missense-Mutation an der Position 1441 sind die Aminosauren hochst
konserviert. Eine Veranderung an der Position 1310 flhrt in diesem Fall aber nicht zu
einer Einschrankung der funktionellen Eigenschaften sowie des Sekretionsverhalten
dieses Proteins. Ebenfalls war bei der Mutation Asn1441Lys die Aktivitat des
Proteins an sich nicht beeinflusst, allerdings kam es zu einer Reduktion des
Sekretionsverhaltens um 27%.

Bei 5 der 9 Aminosaurepositionen (993, 1038, 1462, 1579 und 1591) kam es zu 3
Ubereinstimmungen bei den verschiedenen Spezies. Auch in diesen Fallen sind die
Positionen  ziemlich  konserviert. Die  Missense-Mutationen an  diesen
Aminosaurepositionen sind bei den betroffenen Patienten mit einer mittelschweren
bis schweren Hamophilie A assoziiert. Die Ergebnisse aus den FVIII-Aktivitatstests
der von uns rekombinant hergestellten FVIII-Proteine erklaren diesen hamophilen
Phanotyp nicht.

Die einzige Ausnahme stellt die Missense-Mutation an der Position 1462 dar. Auch in

diesem Fall kam es zu 3 Ubereinstimmungen im Vergleich mit den anderen Spezies.
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Da kein Protein in dem Zellkulturiberstand nachgewiesen wurde, scheint diese

Mutation einen Einfluss auf das Sekretionsverhalten des FVIII-Proteins zu haben.

In Gruppe 3, den Polymorphismen, fand sich die erwartete Variabilitat. Bei den
Aminosaurepositionen 928 und 1241 gab es keine Ubereinstimmungen mit anderen
Spezies. Bei diesen Proteinvarianten lag eine deutlich Erhéhung der spezifischen
Aktivitat, im Vergleich mit dem Wildtyp, vor. Das Antigenlevel und die Aktivitat waren
aber generell geringer. Der FVIII-Ag-Gehalt war sogar im Verhaltnis zur FVIII:C
wesentlich geringer. Es scheint, als wird das niedrige Expressionsniveau der FVIII-
Proteine durch eine bessere spezifische Aktivitat ausgeglichen.

Diese Arbeit zeigt, dass die B-Domane beim Menschen fur die Aktivitat des Proteins
keine Rolle spielt, Aussagen uber die Bedeutung der B-Domane im Tiermodell kann
man aufgrund der fehlenden speziesspezifischen FVIII-Testsysteme nicht treffen.
Durch die Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung der artspezifischen
FVIII-Proteine muss man davon ausgehen, dass sich die jeweiligen FVIII-Proteine in

den vorhandenen Testsystemen anders verhalten als der humane FVIII.

Zu Beginn der Arbeit stellte sich uns die Frage der Kausalitdt der Missense-
Mutationen. Nach den vorliegenden Ergebnissen (FVIII:C, FVIII:Ag, spez. Aktivitat
und Sekretionsverhalten) kann man die Aussage treffen, dass die Punktmutationen
in 8 von 9 Fallen nicht fur den bei dem betroffenen Patienten gefundenen Phanotyp
verantwortlich sind. Aufgrund der Ergebnisse haben dennoch ein Teil der
untersuchten Missense-Mutationen wahrscheinlich einen modulierenden Effekt auf

die Proteinaktivitat, Expression und Sekretion.

Eine nahere Bedeutung der B-Domane flir das Sekretionsverhalten und die damit
verbundene ,Qualitatskontrolle” Iasst sich zu diesem Zeitpunkt nicht abschliefend
beantworten. B-Domanen-deletiertes-FVIII-Protein wird zwar bis zu 17fach besser
sezerniert als der FVIII Wildtyp, allerdings befindet sich auch prozentual mehr B-
Domanen-deletiertes-FVIII-Protein im Zell-Lysat (Pipe et al., 1997). Trotz hoherer
Expression von B-Domanen-deletierten-FVIII-Protein wird das Protein schlechter
sezerniert und das Translationsprodukt nicht so gut durch Proteosomen zersetzt.
Dies deutet auf eine Beteiligung der B-Doméane in Wechselwirkungen mit

Chaperonen an Abbauprozessen und ,Qualitatskontrolle” hin. Die héhere Expression
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der FVIII-B-Domanene-deletierte-Proteinvarianten  kdnnte auch auf eine
repressorische-regulatorische Funktion der B-Domane hinweisen. Ein weiterer Grund
der geringen Sekretionsrate des FVIII-Proteins konnte die GroRe des FVIII-Wildtyp-
Proteins sein. Mit einer Grolde von 2332 Aminosauren (B-Domane 972 Aminosauren)

ist es moglich, dass der Transport des Proteins die Zellbkonomie negativ beeinflusst.

Es ist uns im Verlauf der Arbeit gelungen, ein stabiles und gutes Expressionsmodell
zu entwickeln und zu etablieren. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit kann
diese Methode bei der Untersuchung weiterer Gerinnungsfaktoren, die in der

Arbeitsgruppe bearbeitet werden, Anwendung finden.

4.4  Perspektiven

Die biochemischen Eigenschaften und molekularen Grundlagen des FVIII Proteins
konnten seit der Entdeckung des Gens/Proteins 1984 (Gitschier et al., 1984)
zunehmend erforscht werden. Molekulare Modelle des FVIII-Molekuls erlauben,
gezielt Auswirkungen von Mutationen zu untersuchen und so neue
Struktur/Funktionsbeziehungen zu erkennen. In Kombination mit einem effektiven
Expressionssystem fur den FVIII-Wildtyp ist es moglich, das Trafficking des Proteins
naher zu untersuchen und somit die Bedeutung der B-Doméane weiter aufzuklaren.
Die Entwicklung des FVIII-Wildtyp-Expressionsvektors gibt die Moglichkeit, gezielt
Mutationen in der FVIII-B-Domane zu untersuchen und ermoglicht somit die
Entdeckung eventueller funktioneller Bereiche, die bei Wechselwirkungen mit
anderen Proteinen eine Rolle spielen und bei der Sekretion sowie der Faltung des
Proteins beteiligt sind. Die Aminosaureposition 1462 ist der erste Bereich inmitten der
B-Domane, bei dem in dieser Weise gezeigt werden konnte, das ein Leu1462Pro-
Austausch offensichtlich fur eine verminderte Sekretion des FVIlI-Proteins

verantwortlich ist.

Die Behandlung mit rekombinanten oder naturlichen, aus Blutplasma gewonnenen,
FVIll-Konzentraten verhindert bzw. vermindert die Blutungsneigungen bei den
betroffenen Patienten, so dass die Lebensqualitat gesteigert werden kann.

Gentechnisch hergestellte Praparate sind seit Ende der 80-iger Jahre auf dem Markt.
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Eines dieser Praparate wird rekombinant Uber einen B-Domanen-deletierten-FVIII-
Vektor hergestellt. Bei den mit diesem Praparat behandelten Patienten kommt es
vermehrt zu spontanen Blutungen (Information von Dr. Brackmann, Hamophilie-
Ambulanz, Bonn). Die nahere Untersuchung der FVIII-B-Domane in dieser Arbeit
tragt zum besseren Verstandnis der Bedeutung der Doméane fur das
Gerinnungsprotein bei und kann somit bei der Entwicklung neuer rekombinanter
Gerinnungspraparate mit veranderten Eigenschaften (z.B. hdoherer Wirkungsgrad,
verlangerte Halbwertszeit, geringere Immunogenitat) beitragen.

Ein weiteres Problem bei der Herstellung von rekombinanten Wildtyp-FVIII Proteinen
stellt das geringe Expressionsniveau dar. Da das Produktionsverfahren fur
rekombinante FVIII-Praparate aufwendig und teuer ist, ist der Bedarf an der
Erforschung neuer Vektoren zur effektiven FVIII-Expression und Sekretion
vorhanden. Durch ein Expressionssystem, das ausreichend Faktor VIII exprimiert,
wlrde ein attraktives und Okonomisches System flr die Industrie geschaffen. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Torsten Tonn wurde ein Projekt zur
Modifizierung der Kozaksequenz (optimales Translations-Initierungssignal) von
vorhandenen  Expressionsvektoren  begonnen, in der Hoffnung, das
Expressionsniveau des rekombinanten Proteins zu erhéhen (Yonemura H et al.,
1993). Vorversuche zeigten schon ein hoheres Expressionsniveau von FVIII in

verschiedenen Zell-Linien.

Bis zum heutigen Tag ist es trotz vieler Anstrengungen nicht gelungen, eine
geeignete Gentherapie fur die Hamophilie A zu entwickeln. Gegenwartig haben
adeno-assoziierte Viren das grote Potential, als Vektor fur eine erfolgreiche
Gentherapie, eingesetzt zu werden. Alle bisherigen Vektoren beinhalten aus
verstandlichen technischen Grinden B-Domanen-deltierten FVIIl. Was ist aber, wenn
die B-Domane doch eine kritische Funktion hat? Das Verstandnis der genauen
Funktionsweise des FVIII-Proteins, insbesondere die Bedeutung der B-Domane fur
die Sekretion, konnte zur Entwicklung neuer effektiver Vektoren beitragen. Es
wurden in den letzten 10 Jahren zwar Fortschritte bei der gentherapeutischen
Expression von FVIII erzielt, allerdings sind die bisherigen Gentherapie-Ansatze am
Menschen aufgrund der geringen FVIII-Expressionsrate noch wenig erfolgreich und
bis aufs Weitere eingestellt worden. Somit wird eine effiziente Gentherapie fur

Erwachsene noch mindestens 10 Jahre auf sich warten lassen. Aus diesem Grund

103



4. Diskussion

wird die Substitutionstherapie mit FVIII-Praparaten zunachst die Therapie der Wahl

bleiben.

Ein weiterer Aspekt unserer zukunftigen Arbeiten wird die Interpretation der
Polymorphismen innerhalb der FVIII-cDNA sein, da deren Beitrag zur Aktivitat des
FVIlI-Proteins noch vollstandig unbekannt ist. In unserer Arbeitsgruppe wurden zu
diesem Thema SNP-Karten angefertigt, um die Verteilung dieser in der Bevdlkerung
zu untersuchen. Durch die in dieser Arbeit dargestellte Methode ist es nun moglich,
die Polymorphismen in dem FVIII-Wildtyp Protein rekombinant herzustellen und ihre

Bedeutung naher zu untersuchen.

In unserer Arbeitsgruppe werde neben dem Faktor VIII-Protein noch weitere
Gerinnungsproteine (FIl, FX, FV, EXIII) untersucht. Durch die Erfahrungen bei der
Entwicklung des FVIlI-Expressionsvektors ist es moglich, das System auf die
anderen Gerinnungsproteine zu Ubertragen und Mutationen funktionell zu

charakterisieren.
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