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1 Einleitung

1 Einleitung

Das kardiovaskuldre System ist ein ausgekliigeltes Transport- und Verteilersystem der hoheren
Lebewesen. Die Aufrechterhaltung des Blutdrucks und des Blutflusses wird neben dem
Herzschlag auch durch das Endothelium ermoglicht. Spontane Gefdlverletzungen, sowie
chronische Entziindungsreaktionen flihren zu einer Aktivierung des Endothels, der Sezernierung
diverser Signalstoffe, und der Remodellierung des GefiaB3es. Remodellierungsprozesse sind prizise
reguliert, und spielen eine wichtige Rolle bei vaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose und

vaskuldrer Kalzifizierung.

1.1 Die Entstehung von Arteriosklerose

Eine chronische vaskuldre Entziindung fiihrt zu krankhaften Verdnderungen der Gefdwand und
kann die Entstehung von vaskulédrer Kalzifizierung und Arteriosklerose fordern. Dies birgt das
Risiko, dass Gefille ihre dynamische Kontraktilitit verlieren und prothrombotische Eigenschaften
entwickeln (Donghyun Lee 2011). Im Folgenden soll die Entstehung der Arteriosklerose nédher
beleuchtet werden.

Fiir die Initiilerung der Arteriosklerose sind vorallem die Proteine Cholesterol-rich very low-
density lipoprotein (VLDL) undow-density lipoproteifLDL) verantwortlich (Libby et al., 2011).
Diese Plasma-Proteine konnen durch Oxidation (oxLDL) stark reaktiv werden. Dies hat die
Aktivierung des Endothels zufolge, die mit einer gesteigerten Expression von membransténdigen
Zelladhdsionsmolekiilen (vascular cell adhesion molecudCAM-1 und intracellular adhesion
moleculeICAM-1) reagieren (Libby et al., 2011). Diese Membrankomponenten vermitteln das
Rollen und die Anheftung von Entziindungszellen wie Monozyten, Lymphozyten sowie Pléttchen
(Nakashima et al., 1998; Massberg et al., 2002). Angelockt durch chemotaktische Stimuli wie
macrophage-chemotactic protein (MCP/CCIpacrophage-colony stimulating factoM-CSF)
oder Interleukin-8 (IL-8) infiltrieren diese Zellen das Gewebe. AnschlieBend werden durch
transforming growth factop-1 (TGF-$-1) infiltrierte Monozyten/Makrophagen angelockt, und
eine Monozyten-Adhidsion wird iiber die extrazellulire Matrixkomponenten TyplV Kollagen,
Laminin und Fibronektin vermittelt (Wahl 1993). TGF- ist ein wichtiger Faktor, der die Matrix-
Proteoglykan-Synthese der vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMCs) vorantreibt, und die
Stabilitit des Plaques beeintrdchtigt (Amento et al., 1991; Mallat et al., 2001). Eingewanderte
Makrophagen durchgehen einen  Transdifferenzierungsprozess und exprimieren
Zelloberflachenrezeptoren. Dazu gehdren scavenger receptorgScRs) und toll-like receptors
(TLR) (Seneviratne et al., 2012). Durch die Rezeptoren ScRs, CD36, sowie LDL-Rezeptor und

1



1 Einleitung

VLDL-Rezeptor kommt es zur Aufnahme von apoptotischen Zellfragmenten und oxLDL
(Pennings et al., 2006). Findet eine verstirkte Akkumulation von oxLDL in zytosolischen
Fetttropfchen statt, kommt es zur Transdifferenzierung der Makrophagen in lipidhaltige
Schaumzellen (Seneviratne et al., 2012). Die Schaumzellen bilden den Lipidkern der
Arteriosklerose. Angefiillt mit oxLDL durchlaufen diese Zellen einen nekrotischen Prozess
(Felton et al., 1997). Der Wachstumsfaktor TGF-f erfiillt nun eine duale Rolle: zum einen
verstirkt er die Entziindungsreaktion, indem er die Sekretion von IL-1 und -6 stimuliert (Ashcroft
1999; Turner et al., 1990). Auf der anderen Seite hat er einen anti-inflammatorischen Effekt,
indem er die Schaumzellgenerierung herauszdgert. Dies gelingt durch erhohte Expression des
ATP-binding cassette transportdr, eine gesteigerte Cholesterol-Ausscheidung aus der Zelle
sowie einer inhibierten Lipoprotein Lipase-Expression (Panousis et al. 2001; Irvine et al., 2005).
Bei der fortgeschrittenen Arteriosklerose kommt es zu der Ausbildung von Fettstreifen, die durch
eine fibrose Kappe bedeckt werden (Seneviratne et al., 2012). Dabei handelt es sich um stark
proliferierende VSMCs, welche aus der Media in die Intima einwandern und eine kollagenhaltige
Matrix mit Proteoglykanen anreichern (Stary et al., 1992). Diese Schicht schiitzt den Lipidkern
vor dem Aufbrechen, und ist Teil der selbstheilenden vaskuldren Remodellierungsprozesse. Durch
den Aufbau der Kappe reduzieren sich jedoch GefaBBlumen und damit der Blutflu}. Die Stabilitét
der Kappe kann durch proteolytische Aktivitdit von Proteinasen reduziert werden. In diesem
Zusammenhang sind vor allem die Matrixmetalloproteinasen (MMPs) von Bedeutung, die von
aktivierten Makrophagen exprimiert und durch Plasmin in die aktive Form {berfiihrt werden
konnen (Konig and Khuseyinova 2007). MMPs degradieren die Komponenten der extrazelluldren
Matrix und zerstoren somit die Stabilitdt des Plaques (Hansson et al., 2006).

VSMCs sind jedoch nicht nur fiir einen hyperproliferierenden Phéinotyp des Plaques
kennzeichnend, sondern konnen auch einen osteogenen Differenzierungsvorgang durchlaufen.
Dabei kommt es wihrend der Atherogenese zur Verkalkung und Versteifung des Gefdll. Im
nidchsten Abschnitt soll dieser Prozess der VSMCs getriebenen vaskuldren Kalzifizierung

vorgestellt werden.

1.2 Vaskulare Kalzifizierung

Ein weiterer Remodellierungsprozess der VSMC innerhalb der Atherogenese ist ihre Eigenschaft
zu kalzifizieren. Kalzifierung der arteriellen Gefid3e reduziert die GefiBelastizitdt und erhoht das
Risiko an arteriellen Hochdruck, Herz-Hypertrophie und Ischdmie zu erkranken (Karwowski et al.,
2012).

Patienten mit Arteriosklerose, Diabetes, Bluthochdruck oder chronischer Niererkrankung und

einhergehenden gestortem Kalzium/Phosphat Serumgehalt (assoziiert mit abnormalem Knochen-
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Metabolismus) sind gefihrdet, diese Gefdlkrankheit zu erleiden (Nitta 2011). Ein gestorter
vaskuldrer Kalzium-Gehalt hat einen negativen Effekt auf Cholesterol, Insulin Sekretion und
Sensitivitdt, Vasodilation, Entziindung, Thrombose und fiihrt letzendlich zur Verkalkung (Wang
etal., 2012).

Je nach Lokalisation wird die vaskuldre Kalzifizierung unterteilt in vier Arten: (1) mediale
Verkalkung (Tunica Media, ,,Monckeberg Sklerose*), (2) arteriosklerotische intimale Verkalkung
(Abb. 1) (3) valvulare Verkalkung und (4) vaskuldre Kalziphylaxie (Donghyun Lee 2011).

Der zu Grunde liegende Mechanismus ist jeweils gleich. Durch diverse Faktoren wird eine
Transdifferenzierung der VSMCs ausgeldst. Es kommt zu einer Verdnderung des VSMCs
Phinotyp in einen osteoblastdhnlichen Zustand. Es handelt sich hier um einen aktiven Prozess,
ahnlich wie bei der Generierung von Knochenzellen (Owens et al., 2004).

Wiéhrend der Atherogenese wird oft eine intimale Kalzifizierung beobachtet. Dieser
Differenzierungs-Prozess, siche Abbildung 1, ist vor allem ein Indikator der voranschreitenden
Arteriosklerose mit Befall der Aorta, koronar Arterien und weiteren grof3en Arterien (Nitta et al.,
2011; Johnson et al., 2006). Die kalzifizierte Region ist im Lipid-Kern des Atheromas und an
Stellen der eingewanderten Leukozyten zu erkennen (Alkawa et al., 2007).

Diese ,,osteogene Transdiffenzierung™ der VSMCs wird durch folgende Faktoren ausgeldst:
Durch Verlust des typischen VSMCs Phénotyps (,,kontraktil*) und der Zelldifferenzierung mit
»synthetischen* Merkmalen (Abb. 1 Punkt 1), sowie Seneszenz (Abb. 1 Punkt 2) oder Apoptose
(Abb. 1 Punkt 3). Weitere wichtige Initiatoren sind osteogene Proteine, die durch diverse
Aktivatoren und Inhibitoren reguliert werden.

Seneszens. Seneszente VSMC durchlaufen eine Phédnotyp-Transformation in einen pro-
kalzifizierenden/Osteoblast-dhnlichen Zustand (Burton et al., 2010). Dies kann durch IL-1 und
TNF-0 Stimulierung ausgelost werden, wodurch es zur Expression von bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2) kommt. BMP-2 16st anschlieBend die Expression der Transkriptionsfaktoren
runt-related transcription factor-2(Runx2) sowie Msh homeobox 2(Msx2) aus, die
normalerweise fiir die Knochenbildung verantwortlich sind (Ciceri et al., 2012; Nitta et al., 2011).
Dies treibt die osteogene Differenzierung voran (Ciceri et al., 2012).

Apoptose. Neben der Senezenz spielt auch die Apoptose der VSMCs eine wichtige Rolle
in der Kalzifizierung. Apoptotische Korperchen konnten demnach eine Anheftungsstelle fiir die
Akkumulation von Lipoproteinen und Phospholipiden darstellen, an denen sich spater
Hydroxyapatit anlagert (Ossareh 2011). Desweiteren produzieren Makrophagen Kollagen,
welches als Hydroxyapatit-Vorlage wirkt (Tyson et al., 2003).

Zelluldre Aktivatoren. Reguliert wird die vaskuldre Kalzifizierung durch Zytokine (IL-1,

IL-6, TNF-a), Transkriptionsfaktoren (Cbfal, Runx2) und kalzifizierungsassoziierte Proteine
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(Bone morphogenetic proteitBMPs), Decorin, Alkalische Phosphatase (ALP)) (Abb. 1) (Burton
etal., 2010).

Wihrend der vaskuldren Kalzifizierung ist die Expression von BMPs (BMP-2, -4, -6) am
effektivsten, die innerhalb des arteriosklerotischen Plaques autokrin und parakrin auf VSMCs
wirken (Nakagawa et al., 2010; Dhore et al., 2001; Schluesener et al., 1995). Die BMPs regulieren
thren Phénotyp, was sich auf Proliferation und Differenzierung dieser Zellen niederschligt
(Bostrom et al., 2011). BMP-2 wirkt inhibierend auf die Proliferation, wohingegen BMP-7 einen
pro-proliferativen Effekt aufweist (Hruska et al., 2005). Die Zellen mineralisieren und erhalten
eine verstirkte extrazellulire Matrix (Bostrom et al., 2011). Reguliert wird die BMP-Expression
durch das aktivierte Endothel, indem freigesetzter tumor necrosis factor- TNF-a), IL-1,-6,
Hydrogenperoxid sowie ein erhohter intravaskularen Druck als Stimuli wirken (Csiszar et al.,

2005; Yao et al., 2009).

/ Arteriosklerose \ VSMCs
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Abb. 1. Die arteriosklerotische intimale Verkalkung. Bei der Arteriosklerose kommt es zur Neointima
Bildung durch die Proliferation und Migration von VSMCs. Dies wird durch einen Phinotypverdnderung (1),
sowie Seneszens der VSMCs (2) oder Apoptose (3) begiinstigt. Der Phianotyp der VSMCs ist auBerdem wichtig
fiir die Entstehung und Progression der Kalzifizierung, welcher durch osteogene Faktoren reguliert wird. Die
Wirkung dieser osteogenen Faktoren, wie BMPs oder OPN werden durch diverse Inhibitoren wie MGP oder
Fetuin A reguliert. Details siche Text Kapitel 1.2.
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Zelluldre Inhibitoren. Endothelzellen wirken dem entgegen, indem sie den Vitamin K-
abhingigen Kalzifizierungsinhibitor Matrix-Gla-Protein (MGP) exprimieren, der inhibierend auf
BMPs wirkt (Cola et al,, 2004). Ein weiterer Kalzifizierungsinhibitor der VSMCs und
Endothelzellen ist Osteoprotegerin (OPG). OPG wirkt als Antagonist von receptor activator of
nuclear factorxB ligand (RANKL). RANKL ist ein osteochondrogener Mineralisationsfaktor und
wird nach Zytokin-Stimulierung in Makrophagen und T-Zellen exprimiert. Er wirkt auf VSMC in
einen BMP4/RANK-abhidngigen Signalweg (Panizo et al., 2009). OPG wirkt auBerdem
aktivitatssteigernd auf MMP9, die Einfluss auf die Plaques-Stabilitdt nehmen konnte (Bennett et
al., 2006). Das o-2-Heremans-Schmid Glykoprotein Fetuin A ist ein weiterer
Kalzifizierungsinhibitor der VSMCs, indem es amorphes Kalzium/Phosphat wegfangt und somit
vor Apatit-Ansammlung schiitzt (Abb. 1) (Reynolds et al., 2005). MMPs sorgen fiir eine
Degradierung der akkumulierten extrazelluldren Matrix, und reduzieren dadurch die Versteifung
der Zellen (Abb. 1) (Adiquzel et al., 2009).

In der Medizin werden zur Zeit diverse Therapien angewandt, um den Prozess der vaskuldren
Kalzifizierung zu verlangsamen. Reversibel ist diese Krankheit nicht. Es werden Kalzium-
enthaltende Phosphat-Binder verabreicht, sowie hohe Dosen an Vitamin D, oder Coumadin, einen
MGP-Inhibitor (Nitta et al., 2011).

Neben der Bekdmpfung des gestorten Kalzium/Phosphat Verhéltnis ist daher das Verstindnis der
Regulation von osteogenen Wachstumsfaktoren von hoher Priroritét.

Zu den bisher bekannten Regulatoren gehoren unter anderen einige plasmatische Proteasen.
Seitdem bekannt ist, dass ein Einzelnukleotidpolymorphismus der Plasmaprotease Faktor VII-
aktivierende Protease (FSAP) ein Risikofaktor der Arteriosklerose und vaskulidren Kalzifizierung
ist (Gardener et al., 2011, Zakai et al., 2011), liegt die Vermutung nahe, dass dieses Protein in
vaskuldren Remodellierungsvorgingen beteiligt ist. Das folgende Kapitel widmet sich daher der

Struktur, Regulation, und den zelluldren Effekten der FSAP.

1.3 Faktor VII-aktivierende Protease (FSAP)

Die Faktor VII-aktivierende Protease (FSAP) ist eine relativ neue zirkulierende Plasma
Serinprotease, die erstmals von Choi-Miura und Mitarbeitern 1996 beschrieben wurde.

Eine Assoziation von FSAP mit der Entstehung und Progression von kardiovaskuldren
Erkrankungen wie Arteriosklerose und vaskulidre Kalzifizierung wird durch folgende Fakten
belegt:

(1) Der FSAP Polymorphismus ,Marburg I“ ist ein Risikofaktor von kardiovaskuldren

Erkrankungen wie Arteriosklerose und vaskulédrer Kalzifizierung (Gardener et al., 2011).
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(2) Die FSAP wird von infiltrierten Monozyten exprimiert und ein gesteigertes Proteinlevel ist
assoziiert in unstabilen arteriosklerotischen Plaques (Parahuleva et al., 2008).

(3) Die FSAP inhibiert platelet derived growth factd8B (PDGF-BB) und inhibiert somit die
Proliferation und Migration von VSMC (vaskuldre Remodellierung) (Kannemeier et al., 2004;
Sedding et al., 2006).

(4) Die FSAP inhibiert tissue factor pathway inhibitafTFPI) und wirkt somit prothrombotisch
(Kanse et al., 2012).

(5) Die FSAP wird durch Zelltrimmer wéhrend der entziindlichen Phase aktiviert (Yamamichi et
al., 2011; Stephan et al., 2011).

(5) Die FSAP generiert die Anaphylatoxine C3a und C5a (Kanse et al., 2012).

(6) FSAP Plasma Antigen und Proteinaktivitit steigen nach multiplen Trauma an (Kanse et al.,
2012).

Durch ihre breite Substratspezifitit reguliert die FSAP auch verschiedenen Wachstumsfaktoren
(Jeon et al., 2006; Kannemeier et al., 2004; Etscheid et al., 2004) sowie die Signaltransduktion
iiber proteaseaktivierte Rezeptoren (PARs) (Mambetsariev et al., 2010). Die hohe
Strukturhomologie zu Serinproteasen der Blutgerinnung und Fibrinolyse deutet auerdem auf eine

regulatorische Funktion der Himostase hin.

1.3.1 Die Struktur der FSAP

Die Proteinstruktur der FSAP zeigt starke Homologie mit uPA, Plasminogen, Faktor XII oder
hepatocyte growth factor activat@GF-A) auf (http:/www.treefam.org).

Das translatierte Protein umfasst 560 Aminoséduren, inklusive eines 23 Aminosduren langen
Signalpeptides. Der Carboxy-Terminus des Proteins ist 30 kDa schwer (leichte Kette), und
beeinhaltet die katalytische Trypsin-dhnliche Serinproteasedomine (Aminosdure 237-560). Das
katalytische Zentrum der Serinprotease-Doméne wird von His*®%, Asp*!! und Ser’® gebildet. Der
48 kDa schwere N-terminale Teil, auch schwere Kette genannt, weist 3 epidermal-growth-factor
(EGF) Dominen, sowie eine Kringledoméne auf (Abb. 2 oben) (www.uniprot.org)

Zur Proteinstabilitét tragen 18 Disulfidbriicken bei, wobei eine dieser Disulfidbriicke die schwere
mit der leichten Kette verkniipft (C*”' — C**°). Posttranslationale Modifikationen der FSAP werden
durch Protein-Glykosylierung hervorgerufen: es treten zwei N-glykosidische Bindungen bei Asn™
und Asn’”’, sowie zwei O-glykosidische Bindungen bei Thr*™® und Thr®*® auf, die ein
Molekulargewicht der FSAP von ~65-70 kDa hervorufen, wobei 3,5 % des Gewichts auf die
Glykosylierung zuriickzufiihren ist (Choi Miura et al., 1996; Kannemeier et al., 2001).
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1.3.2  Regulation der FSAP Aktivitit

Das inaktive FSAP-Zymogen wird von der Leber als einkettige Form in das Gefillsystem
sekretiert, wo es in einer Konzentration von 12 pg/ml zirkuliert. Wie bei vielen anderen
Héamostase-Faktoren spielt die Bindung an geladenen Oberflachen auch bei FSAP eine wichtige
Rolle bei der autokatalytischen Zymogenaktivierung.

Aktivierung durch Polyanione. Zu solchen negativ geladenen Oberflachenstrukturen

gehoren Polyanione, Mastzell-freigesetztes Heparin sowie Polyphosphate aus Pléattchen (Muhl et
al., 2009; Kannemeier et al., 2001). Weitere Kofaktoren sind Dextransulfat (Etscheid et al., 2000),
Polyphosphatidylethanolamine (Choi-Miura et al., 2001), RNA (Kannemeier et al., 2004), DNA,
Nukleosome (Stephan et al., 2011), Histone (Yamamichi et al., 2011) und apoptotische
Korperchen (Nakazawa et al., 2005).

Fiir die Bindung der Polyanione an FSAP ist die EGF-3-Doméne aufgrund ihrer hohen Anzahl
basischer Aminosduren verantwortlich (Altincicek et al., 2006). Nach Bindung dieser
Komponenten an die FSAP, wird die inaktive einkettige in eine aktive zweikettige Form tiberfiihrt
(Abb. 2). Die schwere Kette beeinhaltet die 3 EGF- und die Kringle-Doméne, und die leichte

-1’ und beide Ketten werden

Kette die katalytische Proteasedomine. Die Spaltung erfolgt bei R*"?
durch die Ausbildung einer Disulfidbriicke (C**'-C*°) miteinander verkniipft (Choi-Miura et al.,
2001). In Plasma oder Serum kann die inaktive FSAP durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen
aktiviert werden, wobei es zu einer Korrelation von aktivierter FSAP und Nukleosomen-
Freisetzung kommt (Stephan et al., 2011).

Aktivierung durch Polykatione. Durch Studien zur Polykation-Bindung, beispielsweise

Histone, Nukleosome oder Polyamine, wurde ein induzierter intramolekularer
Aktivierungsmechanismus aufgedeckt (Abb. 2). Hier wurde der Amino-Terminusregion (NTR)
eine Zymogen-stabilisierende Wirkung zugewiesen (Yamamichi et al., 2010). Dabei interagiert
die NTR mit der EGF-3 Domine, und verhinderteine autokatalytische Aktivierung. Nach der
Bindung eines polykationischen Kofaktors kommt es zu der Authebung der NTR-EGF-3-
Domainen Interaktion. Die NTR liegt wieder frei vor, und die autokatalytischeAktivierung wird
durch Zymogen-Zymogen Bindung hervorgerufen (Abb. 3 unteres Bild) (Yamamichi et al., 2010).
Dieser Mechanismus kann auch durch Polyanionbindung an die EGF-3 Doméne erfolgen.
Inhibierung. Im Plasma liegt die FSAP mit den Serinprotease Inhibitoren (SERPINe) C1-

Inhibitor und a2—Antiplasmin in Komplex vor (Stephan et al., 2011). Neueste Befunde weisen
auch auf einen negativen Effekt des Kunitz-Typ-Inhibitors tissue factor pathway inhibitgiTFPI)
auf die FSAP Aktivitdt hin (Stephan et al., 2012). Zu weiteren FSAP-Inhibitoren zdhlen o-1
Proteinase-Inhibitor, Aprotinin, Antithrombin, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) und
Protease Nexin-1 (Abb. 2) (Romisch, 2002; Wygrecka et al., 2007; Muhl et al., 2007). Der Abbau

des FSAP-Inhibitor-Komplexes erfolgt iiber die Bindung an low-density lipoprotein receptor
7
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related protein(LRP) und den LRP-Rezeptor, der endozytotisch abgebaut wird (Muhl et al.,
2007).

Abschlieend lasst sich zusammenfassen, dass die FSAP Aktivitat durch verschiedene Faktoren
bei der Plattchen-Aktivierung, Zellverletzung, Apoptose oder bei Entziindungen kontrolliert wird
(McVey 2012). Die Aktivierung erfolgt demnach iiber einen intramolekularen Mechanismus und
wird durch zahlreiche plasmatische Aktivatoren und Inhibitoren kontrolliert, die in Abbildung 2

zusammengefasst wurden.

Aktivatoren
FSAP % R * Heparin

Einzelkette C=P =5 « Polyphosphat

 Polyamine
Bindungsstelle der positiv Aktivierungsstelle « RNA
geladenen Kofaktoren R313 . |314
* DNA
+++ * Histone
N === ED=ED=ED=K>=___ P _==C
+++ 560 « Nukleosome

* apoptotische Korperchen
Bindungsstelle der

negativ geladenen
Kofaktoren

* Polykatione

Intramolekulare Inhibitoren
Aktivierung -
* Aprotinin
e C1-Inhibitor
P « TFPI
 a -1 Proteinase Inhibitor
zweikettig v + a 2 —Antiplasmin
+++ +++ 301 435 . .
N S ED=ED=~ED— K= C-S-S-C =P >==C « Antithrombin
23 _ 560
schwere Kette leichte Kette . PAI-1

* Protease Nexin-1

Abb. 2. Struktur und Regulatoren der FSAP. Im Gefdfsystem wird das FSAP-Zymogen durch verschiedene
Faktoren aktiviert. Die Aktivatoren (orange) konnen an kationische Regionen am FSAP N-Terminus bzw. an die
EGF-3 Domine, die eine Ansammlung basischer Aminosduren enthilt, binden. Nach der Bindung kommt es zu
einem Autoaktivierungsprozess, in der die inaktive einkettige Form nach Spaltung bei Position R*"*-I*'* in eine
zweikettige aktive Form iiberfithrt wird. Die schwere und die leichte Kette bleiben jedoch {iiber eine
Disulfidbriicke (C**'-C*®) miteinander verbunden. Der intramolekulare Aktivierungsmechanismus der FSAP
setzt die Bindung der Kofaktoren voraus, die zu einer Freislassung der EGF-3 Doméne vom N-Terminus fiihrt.
E= EGF-Domine; K= Kringledomine; P= Proteasedoméne
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Bei Betrachtung dieser Mechanismen der Aktivititskontrolle stellt sich die Frage, welche Rolle
FSAP unter diesen Bedingungen (Apoptose, Entziindung) zu Teil wird. Daher liegt die

Vermutung nahe, dass FSAP bei der vaskuldren Reparatur beteiligt sein konnte.

1.3.3 FSAP als kardiovaskulirer Risikofaktor

Ein Einzelnukleotidpolymorphismus der FSAP (rs7080536) mit dem Titel ,,Marburg I ist
assoziiert mit allgemeinen Herz- Kreislauf-Erkrankungen (Ireland et al., 2004), vendsem
Thromboembolismus (Ahmad-Nejad et al., 2012; Hoppe et al., 2005; Gulesserian et al., 2006),
Schlaganfall Karotisstenose sowie (Hanson et al., 2012; Willeit et al., 2003; Trompet et al., 2011).
Neueste Befunde beschreiben Marburg I als einen Risikofaktor der vaskuldren Kalzifizierung
sowie Arteriosklerose (Kapitel 1.2 und 1.3) (Trompet et al., 2011; Gardener et al., 2011; Zakai et
al., 2011). Diese Daten sprechen fiir eine wichtige Rolle vom FSAP Protein und der vaskulédren
Integritit.

Der Einzelnukleotidpolymorphismus auf dem FSAP-Gen fiihrt nach Protein-Translation zu dem
Aminosédureaustausch von Glyzin zu Glutamat. Dies findet bei Position 534 des FSAP Proteins
innerhalb der katalytischen Proteasedomine statt. Der SNP wurde nach dem Entdeckungsort in
Marburg ,,Marburg I genannt. Etwa 5 % der westeuropdischen Bevolkerung ist Trager dieser
Genvariante. Marburg I Protein ist durch eine 50-80 % reduzierte Enzymaktivitit im Vergleich zu
Wildtyp FSAP hinsichtlich der pro-Urokinase Aktivierung (als FSAP Substrat) charakterisiert
(Roemisch et al., 2002). Desweiteren konnte durch Aktivitdtstests gezeigt werden, dass keine
Marburg I induzierte Spaltung von FVII vorliegt (Kanse et al., 2012). Auch die Eigenschaft von
Wildtyp FSAP, TFPI zu spalten, war bei der Marburg I Variante nicht vorzufinden (siche Kapitel
3.4) (Kanse et al., 2012). Die reduzierte proteolytische Aktivitdt ist jedoch nicht von der Bindung
an den Kofaktor Heparin abhingig, da eine Bindungsstudie mit isolierten Wildtyp und Marburg I
FSAP keine Unterschiede in der Affinitét zeigte (Sedding et al., 2006).

Es bleibt daher zu untersuchen, ob der Aminosaureaustausch zu einem stochiometrischen Umbau
innerhalb der Proteasedoméne fiuhrt, oder das verdnderte elektrostatische Potenzial die
Ligandenbindung beeintréchtigt.

Durch die reduzierte pro-uPA-aktivierende Funktion wird dem Marburg I Protein eine gesteigerte
pro-koagulatorische bzw. pro-thrombotische Eigenschaft zugeschrieben. Dies stimmt auch mit der
in vitro Beobachtung iiberein, dass MI-FSAP nicht den tissue factorlnhibitor TFPI degradiert
(Kanse et al., 2012).

Die FSAP Proteinaktivitdt ist auch mit der Entstehung von Leberfibrose assoziiert. Auch hier
schldgt sich die Marburg [ Variante negativ auf die Krankheitsentwicklung nieder (Wasmuth et al.,
2009). Wegen den oben genannten Risikofaktoren wurde ein PCR-basierender DNA-Test etabliert,

9
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der den Marburg I SNP bei Patienten nachweisen kann (Tag et al., 2007). Demnach kdnnte
zukiinftig die Marburg I Variante sowie Plasma FSAP-Antigengehalt und Aktivitét als Biomarker
bei Herz- Kreislauf Erkrankungen genutzt werden.

Da die FSAP Proteinaktivitdt von physiologischer Bedeutung und deren Defekt mit diversen
Krankheiten assoziiert ist, ist die Regulation der FSAP Aktivitdt und deren Wirkung auf diverse

Zelltypen von groflem Interesse.

1.3.4 Funktionen der FSAP

Wie im Kapitel 1.3.2 bereits beschrieben, wird die FSAP Proteinaktivitit durch diverse Faktoren
reguliert. Dies weist auf eine kontrollierte Substratbindung und Spaltung hin.

Wihrend ihrer Entdeckung wurde FSAP eine FVII-aktivierende Funktion zugeschrieben, und
somit als pro-koagulatorischer Faktor charakterisiert (Romisch et al., 1999). Diese direkte Rolle
der FSAP in der Himostase wird durch neueste Befunde jedoch immer unwahrscheinlicher.

FVII ist nur ein sehr schwaches Substrat (ECso: 100nM) der Wildtyp FSAP, des Weiteren findet
keine FVII-Aktivierung durch die MI-Variante der FSAP statt (Kanse et al., 2012). Dieser Befund
fand Einklang mit der Beobachtung von Stavenuiter et al., 2012.

Jedoch identifizierten Kanse und Mitarbeiter 2012 TFPI als neues Substrat fiir FSAP (ECso: 3 nM).
Die pro-koagulatorische Funktion von FSAP wird demnach durch die Initiierung des TF-
abhingigen Gerinnungsweges ausgelost, indem dessen Inhibitor TFPI durch FSAP degradiert
wird (Kanse et al., 2012). Eine Vergleichsstudie mit weiteren Hamostasefaktoren konnte zeigen,
dass FSAP TFPI effektiver inhibiert als Plasmin, Thrombin und FXa, jedoch weniger effizient als
Elastase und APC. Demnach {ibt FSAP einen Effekt auf TF-exprimierende Zellen aus, indem es
dessen Inhibitor degradiert. Dadurch wird FSAP zu einen indirekten pro-koagulatorischen, sowie
pro-inflammatorischen Regulator diverser vaskuldrer Zellen (Kapitel 2.0). Diese Daten stehen im
Kontrast zu den neuen Befunden von Stephan und Mitarbeiter, die TFPI als Inhibitor der FSAP
identifiziert haben. Hier wurde spekuliert, dass TFPI den pro-inflammatorischen Effekt der FSAP
als Nukleosom- und Histon-Freilassungsfaktor abschwicht, und somit wéhrend Entziindungen
protektiv wirken konnte (Stephan et al., 2012; Zeerleder et al., 2008; Zeerleder et al., 2007). Da
die TFPI-Konzentration im Plasma jedoch sehr gering ist (~89 ng/ml; Lindahl 1997), ist die
inhibitorische Funktion nicht sehr bedeutsam.

Nach multiplem Trauma steigt FSAP-Antigenkonzentration und -Aktivitdt im Plasma deutlich an
(Kanse et al., 2012). Auch bei Sepsis-Patienten oder Meningococcal sepsimfektionen steigt die
FSAP-Konzentration und wird bei Entziindungen in Komplex mit Histonen, Nukleosomen oder
apoptotischen Korperchen detektiert (Stephan et al., 2012; Kanse et al., 2012; Yamamichi et al.,

2011). Diese negativ geladenen Strukturen sind auch filir die oberflicheninduzierte Aktivierung
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der FSAP verantwortlich (Kapitel 1.3.2). Durch die Spaltung und Generierung der
Anaphylatoxine C3a/C5a kann FSAP eine modulatorische Funktion innerhalb der Immunantwort
zugeschrieben werden (Kanse et al., 2012).

Neben der Rolle der FSAP als pro-koagulatorischer sowie entziindungsmodulatorischer Faktor ist
FSAP auch an vaskuldren Remodellierungsprozessen beteiligt. Hier wird FSAP eine protektive
Funktion zugeschrieben. Der Einfluss der FSAP auf Wachstumsfaktoren soll im folgenden

Kapitel veranschaulicht werden.

1.3.5 FSAP-Interaktion mit Wachstumsfaktoren

Da FSAP ein protektiver Einfluss auf die Remodellierung des defekten Gefalles zugeschrieben
wird (FSAP vs. Marburg I Kapitel 1.3.3), liegt die Vermutung nahe, dass es hier zu einer Protein-
Interaktion mit Wachstumsfaktoren kommen konnte. Zahlreiche vaskuldre Wachstumsfaktoren
sind fiir die Proliferation und Migration von Endothel- und vaskuldren glatten Muskelzellen
zustindig. Diese Vorginge sind beispielsweise bei der Angiogenese oder Arteriosklerose
bedeutsam (Valluru et al., 2011).

Unter pathophysiologischen Bedingungen kommt es zur Plittchenaggregation sowie
Degranulierung. Zu den Komponenten dieser Granula gehéren Polyphosphate sowie diverse
Wachstumsfaktoren, die lokal auf das entziindete Gefdl, sowie chemotaktisch auf die
Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen wirken (Schultz 2007). Wie bereits in Kapitel
1.3.2 beschrieben, kann FSAP durch Polyphosphate aktiviert werden (Muhl et al., 2009). Eine
Interaktion der aktivierten FSAP mit Plittchen sezernierten Wachstumsfaktoren (PDGF-BB,
VEGF, EGF, TGF- und bFGF) galt daher als Untersuchungspunkt.

bFGF/ FGF. FSAP spaltet und inhibiert freies endotheliales bFGF/FGF-2 (Etscheid et al.,
2004). Interessanterweise war unfreies bFGF, an Glykosaminoglykan (GAG) gebunden, vor
FSAP-Spaltung und Inhibierung geschiitzt (Etscheid et al., 2008). Jedoch kann FSAP die GAG-
Ketten spalten, und somit bFGF zur freien biologischen Verfiigbarbeit verhelfen. Dies hat die
Aktivierung des FGF-Rezeptors und Induktion des intrazelluldren ERK1/2-Signalwegs zur Folge
(Etscheid et al., 2005; Kress et al., 2006). Etscheid und Mitarbeiter diskutierten, dass diese
Befunde einen moglichen physiologischen Einfluss auf die Neovaskularisierung und der
Gewebsmodellierung haben konnten (Etscheid et al., 2008).

VEGF. Exogene FSAP fiihrte zu einer Inhibierung des Cystein-Knoten Proteins VEGF
und einem anti-Angiogenese-Effekt in human umibilical vein endothelial celHUVEC) (Jeon et
al., 2006).

In einer komparativen Bindungsstudie von FSAP an PDGF-BB, VEGF, bFGF, PDGF-AA und
EGF zeigte sich, dass immobilisierte FSAP die hochste Affinitidt zu PDGF-BB aufweist (Etscheid
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et al., 20060). EGF zeigt keine Bindung, und PDGF-AA im Gegensatz zu strukturell verwandten
PDGF-BB (ca. 60 % Sequenz Homologie) besitzt eine nur sehr geringe Bindungsaffinitit
(Etscheid et al., 2000).

PDGF-BB. Am ausfiihrlichsten wurde bisher der Einfluss von FSAP auf das Cystein-
Knoten Familienmitglied PDGF-B untersucht. Der dimere Wachstumsfaktor PDGF-BB wird zum
einen von Plittchen ins Gefd3system sezerniert, zum anderen von eingewanderten Makrophagen
in die entziindete GefaBwand importiert. PDGF-BB ist bei der Arteriosklerose an der Neointima—
Bildung beteiligt (Dzau et al., 2002; Dong et al., 2010). Der PDGF-induzierte Signalweg wird
iiber die membranstindigen PDGF-Rezeptoren PDGFRa und PDGFRJ vermittelt (Heldin et al.,
1991).

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass FSAP den aktiven Homodimer von PDGF-BB
in seine monomere Form spaltet und somit PDGF-B inaktiviert (Kannemeier et al., 2004). Dieser
Effekt war von der proteolyischen Aktivitdt von FSAP abhingig, da die Marburg I Variante mit
reduzierter Proteaseaktivitidt deutlich weniger Effekte aufwies (Sedding et al., 2006). Weitere
Untersuchungen ergaben, dass FSAP PDGF-BB in der looplll-Region aufBerhalb des Cystein-
Knoten spaltet (Shibamiya et al., 2007).

Diese Interaktion hatte in vivo in einen Mausmodell zur Neointima-Bildung deutliche
Auswirkungen: Nach Zugabe von exogener FSAP war die Proliferation und Migration der
VSMC s stark reduziert, was zu geringer Neointima-Bildung fiihrte (Sedding et al., 2006). FSAP
gilt demnach als Protektor der VSMC induzierten Neointima-Bildung. Diese Hypothese stimmt
mit der Beobachtung iiberein, dass Marburg I[-SNP-Triager ein hoheres Risiko tragen,
Gefiflerkrankungen zu erleiden (Kapitel 1.3.3) (Willeit et al., 2003; Ireland et al., 2004).

Da das FSAP-Antigen bei unstabilen arteriosklerotischen Plaques detektiert wurde (Kapitel 1.3),
liegt die Vermutung nahe, dass proteolytisch aktive FSAP die Stabilitdt des Plaques beeinflussen
konnte (Kannemeier et al., 2004; Kanse et al., 2008). Es wird angenommen, dass zum einen
zirkulierende FSAP, zum anderen Makrophagen-exprimierte FSAP {iber Infiltration in das
Gewebe aufgenommen wird (Parahuleva et al., 2008).

Es bleibt als weiterer Untersuchungspunkt, inwiefern FSAP die Plaque-Bildung und Stabilitét
beeinflusst. Daher soll die Interaktion mit weiteren Cystein-Knoten Familienmitgliedern
untersucht werden, die ebenfalls die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen
regulieren konnen. Die TGF-B Superfamilie beinhaltet Wachstumsfaktoren, die strukturelle
Homologie zu PDGF-Proteinen anhand ihrer Cystein-Knoten-Struktur aufweisen. Diese
Wachstumsfaktoren iiben wichtige Funktionen in der Proliferation und Differenzierung

unterschiedlichster Zelltypen aus.
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1.4 Die Transforming growth factosf Superfamilie

Die TGF-B Superfamilie fasst strukturell dhnliche sekretierte Peptide zusammen. Zu diesen
Cystein-Knoten Proteinen gehoren 33 Mitglieder in Séugetieren. Die Analyse dieser
Wachstumsfaktoren ist von enormer medizinischer Bedeutung, da Defizite im adulten
Organismus zu schwerliegenden Krankheiten wie GefdBerkrankungen, pulmonaren
Bluthochdruck, Fibrose, Krebs und Muskel/-Skelettdeformationen fiihren konnen. Desweiteren
sind die Wachstumsfaktoren bei der Embryonalentwicklung und Organogenese essentiell (Horbelt
etal., 2012).

Ein strukturelles Merkmal der TGF-3 Superfamilien Mitglieder ist der Cystein-Knoten, der aus
einen Ring von 6 ausgebildeten Disulfidbriicken durch 12 Cysteinen gebildet wird. Die
Polypeptidkette zwischen Cystein 1-2 sowie Cystein 5-6 weist eine B-Faltblatt Struktur auf, die
Sequenz zwischen Cystein 3-4 ist als a-Helix angeordnet (Innis et al., 2000). Eine weitere
Disulfidbriicke erstreckt sich durch diese Schlaufe (Daly and Craik 2011). Diese Cysteine sind
streng konserviert zwischen den Cystein-Knoten Proteinen (beispielsweise PDGF, NGF, TGF-p,
BMP-2/4/7 und GDF-5) (Murray-Rust et al., 1993).

Unterschieden wird wie in Abbildung 3 zusammengefasst zwischen den Subfamilen TGF-p,
Activin, Inhibin, Nodal, Myostatin, Mullerian— inhibiting substancgMIS), und den BMPs
(Hogan 1996, Reddi 1998, Moustakas and Heldin 2009).

Eines der bekanntesten Mitglied ist TGF-B-1, der fiir seine Tumorsuppressor-Funktion bekannt ist.
Er induziert ein Anhalten des Zellzyklus und leitet die Apoptose ein (Massague 2008). Wihrend
der spiten Tumorgenese wirkt sich TGF-f positiv auf die Metastasenbildung und Neoangiogenese
aus. Desweiteren hat TGF-f eine wichtige Funktion in der Einleitung der ,,Epithel-zu-
Mesenchymal-Transition” (EMT). Auch eine Wirkung auf Fibroblasten wurde durch deren
Transformation in Myofibroblasten identifiziert. Dabei fithrt TGF- Stimulierung zu verstéirkter
extrazelluldrer Matrix-Akkumulation der Zellen, was auch mit fibrotischen Krankheiten in
Korrelation steht (Miyazono 2009).

Die BMP-Familie ist die grofite Unterfamilie der TGF-B Superfamilie. Die BMP-Familie wird in
folgende Unterfamilien unterteilt: die BMPs, die osteogenic protein€Ps), die cartilage-derived
morphogenetic proteingCDMPs) und Growth and differentiation Factor¢GDF) (Abb. 3)
(Derynck and Miyazono 2007).
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TGF-B
Activin
Inhibin
Nodal
Mullerian-inhibiting substance MIS

TGF-B Bone morphogenetic proteins BMPs

Superfamilie Growth and differentiation Factors GDFs
Cartilage-derived morphogenetic proteins CDMPs
Osteogenic proteins OPs

Abb. 3. Die Mitglieder der TGF-$ Superfamilie.

Unter den GDF-Wachstumsfaktoren ist GDF-5 in Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungn
hervorzuheben. GDF-5 ist nach Myokardinfarkt ein protektiver Reparatur- und
Remodellierungsfaktor, der die Entstehung des Narbengewebe reduzieren kann (Zaidi et al.,
2010). Eine besondere vaskuldre Bedeutung haben auBlerdem die BMPs -2, -4, -6 und -7. Sie
spielen im BlutgefdBsystem eine wichtige Remodellierungsrolle, beispielsweise bei Angiogenese,
vaskuldre Kalzifizierung sowie bei endothelialer Entziindung (Derwall et al., 2012; Helbing et al.,
2011; Bobik 2006). Die biologische Wirksamkeit der Bone morphogenetic proteffamilie soll

im ndchsten Kapitel vorgestellt werden.

1.4.1  Funktion und Regulation der Bone morphogenetic proteindBMPs)

Alle BMPs werden als grofe Priproproteine synthetisiert, mit einer Linge von 400-500
Aminosduren. Die Polypeptidkette besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid zur Sekretion,
einer Prodoméne, sowie dem C-terminalen reifen Peptid mit dem Cystein-Knoten (Xiao et al.,
2007; Sieber et al., 2009).

BMP_Assemblierung. Latente pro-BMPs koénnen im Zytoplasma iiber Bindung der

Prodoméne dimerisieren und anschlieBend proteolytisch gespalten werden. Die Spaltung der
Prodoméne wird durch das konservierte Sequenzmotif R-X-X-R (X entspricht einer beliebigen
Aminoséure) von Serinendoproteasen im Zuge von posttranslationalen Modifikationen im Golgi-
Netzwerk durchgefiihrt (Kapitel 1.4.2 Abb. 7) (Constam and Robertson 1999). Nach Spaltung der
Prodoméne wird der Dimer durch die Cystein-Knoten Struktur kovalent verkniipft, indem eine
vierte Disulfidbriicke intramolekular beide Peptide stabilisiert (Nohe et al., 2004). Heterodimere
(BMP2/4, BMP2/6, BMP2/7 und BMP4/7) fiihren zu einer gesteigerten biologischen Aktivitat
(Abb. 4 oben) (Guo and Wu 2012; Sieber et al., 2009, Little and Mullins, 2009, Israel et al., 1996).

Rezeptoren. Nach der Sekretion wirken BMPs im Extrazellularraum iiber Gradienten

(Harrison et al., 2011). Uber ihre Amino-terminale heparinbindende Domine wird die Anheftung
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an Proteoglykane der extrazelluliren Matrix vermittelt (Ruppert et al., 1996). Thre biologische

Wirkung wird liber BMP-Rezeptoren initiiert. Bei den BMP-Rezeptoren handelt es sich um

Transmembran-Serin/Threonin Kinase-Rezeptoren (Massague and Weis-Garcia, 1996). Die BMP-

Rezeptoren werden unterschieden in zwei Klassen, den Typl (BRI) Rezeptoren und den Typll

(BRII) Rezeptoren. Bisher sind 5 BRI-Rezeptoren, sogenannte activin receptor-like kinase
(ALK), bekannt: ALK1 (Acvrll), ALK2 (ActRI), ALK3 (BRIa), ALK4 (ActRIb) und ALK6

(BRIb) (Ehrlich et al., 2011). Zu den BRII Rezeptoren zéhlen die Aktivinrezeptoren (Act): BRII,

ActRlIla, und ActRIIb (Abb. 4) (Nohe et al., 2004).

BMP-2/ BMp_7
roener BMP-4 ) diverse
- GDF-5 BMPs
BMP-2 BMP-7
T Korezeptor
Rezeptoren g % §
> = =
/ @ <
Smad1/5/8 NFkB/ p38/ INK

/ tetradimerer \
BMPs Rezeptorkomplex

Membral I
Kinase
f/ domane

Typ | Typ Il Transphos-

K Rezeptor Rezeptor  phorylierung
Abb. 4. BMP-Rezeptoren und ihre Liganden. Oberes Bild: BMP-Liganden weisen unterschiedliche
Affinitdten zu den Typl und Typll Rezeptoren auf. BMPs konnen als Monomer, Dimer oder Heterodimer binden.
Verschiedene Signalwege (Smad abhingig und auch unabhingig) sind je nach Rezeptorassemblierung
(tetradimerer Komplex) moglich. Unteres Bild: Ligandenbindung fiihrt zum Zusammenbau des tetradimeren
Rezeptorkomplexes, gefolgt von Konformationsdnderung und Transphosphorylierung des Typl Rezeptors durch

Typll Rezeptor. Aktivierter Typl Rezeptor phosphoryliert anschlieBend seine Bindepartner (Smads) am
zytoplasmatischen Teil.

Ligandenbindung. Die Affinitdt der Rezeptoren zur Ligandenbindung ist unterschiedlich,
so weisen die meisten BMPs (z.B. BMP-2 und BMP-4) eine stirkere Affinitdt zu BRI auf als zu
BRII (Allendorph et al., 2006, Kirsch et al., 2000). Die BMPs kénnen sowohl als Monomer, sowie

auch als Dimer an das Rezeptor-Epitop der BRI binden, wonach es zu einer Rekrutierung weiterer

BMP-Rezeptoren (heterodimerer Komplex) kommt (Abb. 4 unteres Bild) (Allendorph et al.,
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2006). Die Ligandenbindung findet iiber eine konservierte Sequenz der BMPs innerhalb des
Cystein-Knotens zwischen Cystein 1 und 2 statt (Avsian-Kretchmer and Hsueh, 2004). Der
Rezeptor-Kontakt wird liber das BMP-Motif G/K-W-X ,, —-W-I/V-1/V-A/S-P vermittelt, wobei X
einen beliebigen Rest darstellt (Allendorph et al., 2006). Glykosylierungen, als posttranslationale
Modifikation, variieren die Rezeptoraffinitit der BMPs. N-Glykosylierung wurde bei BMP-6 als
wichtiger Faktor zur Rezeptor-Bindung (BRI) identifiziert (Saremba et al., 2008).

Signaltransduktion. Nach Bindung des Liganden kommt es zu einer
Transphosphorylierung des Typl Rezeptors durch den aktivierten Typll Rezeptor (Abb. 5 Punkt
3). Die Phosphorylierung findet am Serin/Threonin-Rest der ,,GS-box*“ am N-Terminus der
intrazelluliren Kinase-Doméne des Typ I-Rezeptors statt. Es kommt zu einer Substrat-
Phosphorylierung der Smads am konservierten Motif S-S-X-S innerhalb des Carboxy-Terminus
(Shi et al., 1998). Dies fiihrt zu einer Aktivierung und Oligomerisierung von regulatorischen
Smads (Smad1/5/8), die anschlieBend im Nukleus als Transkriptionsfaktoren wirken (Shi et al.,
1998). Im Nukleus wirken die regulatorischen Smads im Komplex mit Smad4 als
Transkriptionsfaktoren und binden direkt an SMAD binding elementéSBE) der DNA oder
interagieren mit weiteren Transkriptionsfaktoren und Histon-modifizierenden Faktoren (Ross and
Hill 2008).

Neben diesen Smad1/5/8 Signalweg gibt es auch diverse Smad-unabhingige Signalwege. Bereits
untersucht ist der Signalweg tiber TGF+4 activated kinase 1 (TAK1) (Jadrich et al., 2006) oder die
iiber BMPRII induzierte C-Terminale Aktivierung von LIMK1 (Foletta et al., 2003, Chan et al.,
2007). Diese alternativen Signalkaskaden erstrecken sich iiber extracellular-signal regulated
kinase(Erk), p38 mitogen-activated protein kina@88 MAPK), c-jun N-terminale Kinase (JNK),
Phosphatidyl-3-Kinase (P13K/Akt) oder Src und Rho GTPase-Aktivierung (Moustakas and
Heldin 2005; Derynck and Zhang 2003; Kardassis et al., 2009).

Zielgene. Bei den BMP-Zielgenen handelt es sich um Gene des Zellzyklus (Id1, p21) und
der Transdifferenzierung (ALP, Runx2, Osterix, Osteopontin, Osteocalcin) sowie angiogene
Wachstumsfaktoren wie VEGF-A (Hayashi et al., 2008; Lopez-Rovira et al., 2001). Im
vaskuldren System ist die BMP-induzierte Expression von VEGF-A wichtig fiir die Proliferation
und Migration von Endothelzellen (Suzuki et al, 2008). Ein negativer BMP-
Regulationsmechanismus erfolgt in vielen Zelltypen iiber die Expression der inhibitorischen
Smads 6/-7 (Wrighton et al., 2009).

Regulation des BMP-Signalweges. Ligandengebundene BMP-Rezeptoren konnen {iiber

Caveolae-vermittelte Endozytose abgebaut und im Proteasom degradiert werden (Hartung et al.,
2006). Desweiteren sorgen inhibitorische Smads (Smad6,-7) sowie die Smad Ubiquitin Ligasen
SMURFI1, -2 fiir eine Signalauthebung (Wrighton et al., 2009). Eine zytoplasmatische
Dephosphorylierung des BMP-RI fiihrt zu einer Inhibierung der rSMADs (Abb. 5 Punkt 5). Im
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Nukleus sorgen die Phoshatasen PpmlA und Scpl-3 zu einer regulatorischen Smad-

Dephosphorylierung (Wrighton et al., 2009).

Die BMP-Rezeptoren konnen auch mit Korezeptoren reguliert werden. Dazu gehdren

Betaglycan/TGFBR3 (Barbara et al, 1999), Endoglin/CD105 (Babitt et al., 2005), RGMa/RGMb

(DRAGON) (Samad et al., 2005), RGMc/Hemojuvelin (Halbrooks et al., 2007), TRKC und

ROR2 (Jin et al., 2007) (Abb. 5) Als negativ wirkender Pseudorezeptor wurde BMP and Activin
membrane-bound inhibitor BAMBI identifiziert (Abb. 5) (Onichtchouk, D. et al., 1999).

Losliche Inhibitoren. Die BMP Aktivitdt wird vor allem durch extrazelluldre 16sliche

Inhibitoren kontrolliert. Dazu zdhlen Noggin (Groppe et al., 2003), Follistatin (Sylva et al., 2011),
Cerberus (Piccolo et al., 1999), Chordin (Fujisawa et al., 2009), Dan (Dionne et al., 2001),
Gremlin (Sneddon et al., 2006), Sclerostin (Veverka et al., 2009) twisted gastrulation (Tsg) (Ross
et al., 2001) und tumor-necrosis factor induced protein-6 (TSG-6) (Mahoney et al., 2008). Ein
weiterer vaskuldrer BMP-Regulator ist BMP endothelial cell precursor-derived regulator
(BMPER), der die BMP-4 Aktivitit konzentrationsabhéngig steigern oder inhibieren kann (Abb. 5)
(Kelley et al., 2009). Im Endothelium vermag BMPER die BMP Aktivitdt zu konrollieren und
dadurch Einfluss auf den proinflammatorischen Phinotyp des Endothels zu nehmen (Helbing et
al., 2011). Der pro-inflammatorische Effekt des BMP-Signalwegs wurde mit verstikter NFxB-
Aktivitit sowie Leukozyten-Adhdsion und -Migration in Verbindung gebracht (Helbing et al.,
2011).

Nachdem im vergangenen Abschnitt die Funktion und Regulation der reifen, aktiven BMP
Peptide diskutiert wurde, wird im folgenden Kapitel die Prozessierung der unreifen Proformen

vorgestellt.
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Abb. 5. Intrazelluléire und extrazellulire BMP Regulation. (1) Die Expression der BMPs wird durch diverse
Faktoren induziert. (2) Sekretierte BMPs konnen durch den herkémmlichen tetradimeren Rezeptorkomplex
wirken, oder in Kombination mit Korezetoren. (3) Korezeptoren wirken verstirkend auf die weitere
Signaltransduktion und Induktion der BMP-Zielgene. (4) Im Gegensatz dazu wirkt der inhibitorische Rezeptor
BAMBI im Rezeptorkomplex negativ. (5) Durch intrazellulare Phosphatasen im Zytoplasma sowie im Nukleus
wird der BMP-Signalweg kontrolliert. (6) Diverse losliche Inhibitoren kontrollieren die BMPs durch direkte
Bindung und regulieren somit den Zugang zum Rezeptor.

1.4.2 Bedeutung und Regulation der Prodomiine

Von besonderem Interesse ist die bisher unbekannte Funktion der groBen Prodoméne der TGF-3
Superfamilien-Mitglieder. Die Groe der Prodoméne variiert zwischen den einzelnen Mitgliedern
und auch die Aminosdurensequenz ist sehr heterogen und ist lediglich zu ~15 % identisch
(Harrison et al., 2011) Charakteristisch sind jedoch die konservierten Strukturelemente wie [-
Faltblatt und a-Helix aller Prodoménen, die auf eine gemeinsame Funktion hindeuten (Harrison et
al., 2011). Der Prodomine wird eine wichtige Rolle in der Proteinfaltung, Regulation der freien
biologischen Verfligbarkeit sowie Regulation der Aktivitit zugewiesen.

Proteinfaltung. Es wird angenommen, dass die Prodoméne als intramolekulares Chaperon
wirkt, um beispielsweise die komplexe Struktur des Cystein-Knotens zu stabilisieren. Dies wurde
bereits bei dem Proprotein des nerve growth factorgpro-NGF) beobachtet (Rattenholl et al.,
2001). Diese These des kotranslationalen intramolekularen Chaperons wurde erstmals Ende der
1980er Jahre fiir die Proteasen Subtilisin E (Ikemura et al., 1987), a-lytische Protease (Silen et al.,
1989) sowie Carboxypeptidase Y (Winther and Sorensen 1991) beschrieben.

Die Faltung durch intramolekulare Chaperone birgt Vorteile: es handelt sich um hochspezifische

Faltungshelfer, die im Gegensatz zu molekularen Chaperonen keine Energie in Form von ATP-
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Hydrolyse bendtigen. Die Prodoméne reduziert sogar die Aktivierungsenergie indem sie ein
Faltungsintermediat (molten globulg herstellt, und somit die ndtige Energie um das final
gefaltetet Endprodukt zu erreichen, reduziert (Shinde and Inouye 1993).

Intrazelluldre Spaltung der Prodomédne. Es wird angenommen, dass die Prodoméne duch

postranslationale Modifikation gespalten wird. Untersuchungen von pro-BMP-1 (Leighton and
Kadler, 2003), pro-BMP-2 (Heng et al., 2010), pro-BMP-4 (Cui et al., 1998), pro-GDF-5 (Thomas
et al., 2006), pro-GDF-11 (Essalmani et al., 2008), und pro-TGF-B-1 (Dubois et al., 1995)
belegten eine Prozessierung durch die Proproteinkonvertasen Furin bzw. Subtilisin/Kexin
innerhalb des Golgi-Netzwerks (Abb. 7 Punkte 1-4).

Bei der Familie der Proproteinkonvertasen (beispielsweise Furin, PC7) handelt es sich um
Serinendoproteinasen des trans Golgi-Netzwerk (Nakagawa et al., 1993, Molloy et al., 1994). Die
Substratspaltung erfolgt am Sequenzmotif (R/K) n-X-K/R’X, einer konservierten Sequenz der
TGF-B Superfamilienmitglieder, die sich am C-Terminus der Prodoméne befindet (Abb. 6) (Basak
et al., 1999, Remacle et al., 2008).

PC
Flanken der Spaltstelle 87654321 l 1'2'3'4'5°
...KREKR  QAKHK...
BMP-2 [
1-23 24 282 283 396
...RRAKR  SPKHH...
BMP-4 | 1
1-19 20 292 293 408
... RRKRR  APLAT...
GDF-5 | |
1-27 28 381 382 501
..SRHRR ALDTN...
TGF-B1I
1-29 30 278 279 390
Signalpeptid Prodomane reifes Peptid mit Cystein-Knoten

Abb. 6. Prozessierung der Proformen verschiedener TGF-p Superfamilien-Mitglieder. Angegeben sind die
Lokalisationen des N-terminalen Signalpeptids, der groBen Prodoméne sowie das reife Peptid in der C-
terminalen Region. Die Aktivierung des reifen Proteins wird durch Abspaltung der Prodoméne initiiert. Fiir die
Spaltung ist das homologe Sequenzmotif R-X-X-R bei Position 1-4 verantwortlich (fett markiert). Dieses Motif
wird durch Proproteinkonvertasen (PC) erkannt und prozessiert. (Quelle aus uniprot.org)

Die physiologische Bedeutung der Proproteinkonvertasen ldsst sich bei der Prozessierung diverser
Wachstumsfaktoren erkennen, die einen Einfluss auf die Entstehung von Lungenkrebs, Brustkrebs,
Arteriosklerose und Psoriasis ausiiben (Seidah and Chretien., 1994).

Sekretierte Proproteine im Extrazelluliraum. Hinweise auf sekretierte Proproteine lieferte

jedoch die rekombinante Expression von pro-BMPs in eukaryotischen Zellen (Israel et al., 1992).
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Es wurde festgestellt, dass die Prodoméne, durch nicht vollstandige posttranslationale Prozesse, in
Verbindung mit dem reifen Peptid sekretiert wurde (Leighton and Kadler, 2003). Die stabilen
extrazelluliren Prodomédnen-Komplexe wurden fiir pro-BMP-2,-4,-5,-7,-9,-10 und GDF-5, -11
nachgewiesen (Harrison et al., 2011, Lories et al., 2003). TGF-B wird ebenso mit Prodoméne
sekretiert (Wakefield et al., 1988)

Regulation der biologischen Verfiigbarkeit. BMPs sind durch ihre N-terminalen

Ansammlung an basischen Aminosduren besonders affin fiir die Bindung an Proteoglykane der
Matrix (Ruppert et al., 1996, Ohkawara et al., 2002). Die Bindung inhibiert die freie Diffusion,
und somit eine eventuelle Rezeptorbindung. Fiir pro-BMP-7 wurde eine direkte Interaktion mit
der Matrixkomponente Fibrillin-1 festgestellt (Abb. 7) (Gregory et al., 2005).

Fir TGF-B-1 und -2 wurde eine Interaktion mit Heparin und Heparansulfat nachgewiesen,
jedoch zeigte TGF-B-3 keine Affinitdt (Lyon et al., 1997). Interessanterweise iibten diese
Proteoglykane eine verstirkende biologische Wirkung auf TGF-B-1 aus, jedoch keinerlei
Effekte auf TGF-B-2 und -3 (Lyon et al., 1997). Fiir BMP-7 wurde ebenfalls eine Bindung an
Heparansulfat aufgezeigt (Irie et al., 2003). Als weitere Liganden der Matrixkomponenten
wurden Myostatin und Activin A identifiziert. Myostatin bindet mit seiner Prodomédne an
Heparinsulfatproteoglykan Perlecan (Sengle et al., 2011; Robertson et al., 2010). Bei Activin A
bindet die Prodomine an die Heparansulfat Ketten von Perlecan und Agrin (Abb. 7) (Li et al.,
2010).

Wie wichtig die Anheftung und Gradientenformation der Wachstumsfaktoren innerhalb der
extrazelluldren Matrix ist, zeigt eine Erkrankung namens Marfan-Syndrom (MFS). Dabei handelt
es sich um eine Stérung des Bindegewebes, die mit Befall des Skeletts, der Augen und dem
Herzkreislaufsystem einhergeht (Robinson et al., 2006). Durch eine Genmutation von Fibrillin-1
(Fbnl) wird die Gradientenformation des TGF-B Komplexes gestort. TGF-f ist demnach ein
wichtiger Ligand von Fibrillin-1, den elastischen Mikrofibrillen sowie Fibronektin (Harrison et al.,
2011).

Wettbewerb und Aktivierung der Prodoméne mit Rezeptoren. Die gro3e Prodoméne kann

die Bindung an Rezeptoren stochiometrisch inhibieren, wie die Kristallstrukturanalyse von pro-
TGF-B-1 zeigen konnte. Hier blockiert die Prodomédne den Zugang zum Typl und Typll Rezeptor
(Miiller and Nickel 2012; Shi et al., 2011). Aus diesen Griinden wird der Prodoméne auch nach
Sekretion eine wichtige Funktion in der Regulierung der BMP Aktivitdt zugeteilt. Ein Rezeptor-
vermittelter Aktivierungsprozess von BMP-7, Activin A und AMH spricht fiir eine Regulation der
Prodoménen-Abspaltung durch BMP Typ II-Rezeptoren (BMPRII, ActRIIA und AMHRII) (Abb.
7) (Sengle et al., 2008; di Clemente et al., 2010; Brown et al., 2005; Makanji et al., 2011). Fiir
latentes TGF-p wurde ein Aktivierungsmechanismus durch den Mannose-6-Phosphat/Insulin like

growth factorll Rezeptor nachgewiesen (Yang et al., 2000).
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Abb. 7. Regulation der Prodomine der TGF-f Superfamilienmitglieder. (1) Das Préproprotein wird im
Golgi-Netzwerk gefaltet und modifiziert. Die Prodoméne hilft bei der Proteinfaltung (2) und
Endoproteinkonvertasen (SPC) (3) spalten die Prodoméne ab (4). Es kommt jedoch nicht immer zur Abspaltung.
Alternativ werden die gefalteten Proproteine (2) sekretiert. Eine extrazelluldre Spaltung der Prodoméne kann
durch Plasmin, MMP2, Thrombospondin-1 und BMP1/TLD erfolgen. Die Prodomine verstirkt auch die
Affinitdt zu Proteoglykanen der extrazelluliren Matrix und reguliert dadurch die freie Diffusion. Die
Rezeptorbindung ist abhéngig von der Prodomine, kann jedoch auch durch Rezeptor Typll aktiviert werden.
Details siehe Kapitel 1.4.2

Extrazelluldre Spaltung der Prodoméne. Im Falle von TGF-B-1, -2, -3 ist bekannt, dass die

Aktivitdt des sezernierten Proteins durch seine Prodomine reguliert wird. Im Extrazelluldrraum
vermag das latency binding protein (LTBP) an den latenten TGIB- Dimer zu binden (latency-
associated peptidg$.AP)), deren Prodoméne kovalent gebunden bleibt (Wakefield et al., 1988).
Pro-TGF-B-1 kann durch Bindung von extrazelluldren Thromospondin-1 an die Prodomine (Leu™
-Leu’”) aktiviert werden (Crawford et al., 1998). Die Aktivierung erfolgt auch durch Plasmin und
MMP2, die den TGF-3 Komplex proteolytisch spalten (Jenkins 2008).

Neben Thrombospondin-1, Plasmin und MMP2 wirkt die extrazellulire BMP-1/Tolloid-dhnliche
Metalloproteinase (BMP-1/TLD) proteolytisch auf die Proproteine (Abb. 7). BMP-1/TLD
Proteinase wird zur Aktivierung von pro-GDF-8 und -11 benétigt (Lopez-Dee et al., 2011). Pro-
GDF-8 wird dabei bei Position Arg’®-Asp” gespalten. AuBerdem vermag BMP-1/TLD den
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latenten BMP-10 Komplex zu aktivieren (Sengle et al., 2011). BMP-1/TLD spaltet auch LTBP
von latenten TGF-f und {iberfiihrt es somit in die aktive Form (Ge and Greespan 2006).

Demnach werden der groBen Prodomine mehrere intra- und extrazellulire Funktionen
zugeschrieben. Nach der Einfithrung in die Funktion und Regulation der BMPs erfolgt im letzten
Abschnitt eine Skizzierung der Rolle von BMP-2 auf diverse Zelltypen.

14.3 Funktionen von BMP-2

BMP-2 ist in verschiedenen Organismen konserviert und Homologe wurden in Drosophila,
Xenopus laeviZebrafisch und Ascidia identifiziert (Newfeld et al., 1997; Plessow et al., 1991;
Martinez-Barbera et al., 1997; Miya et al., 1997). Vereinend ist die Rolle von BMP-2 in der
Entwicklung und Ausbildung verschiedenster Organe und Gewebe (Hogan 1996). Ein Gen
knockoutfithrt im Mausmodell daher zum Absterben des Embryos (Zhang and Bradley, 1996).
Effekt auf VSMCs. Im Gefillsystem wird BMP-2 von VSMCs exprimiert (Willette et al.,

1999). Zu seinen Funktionen gehoren dabei Chemotaxis sowie Tumorgenese durch
Neovaskularisierung (Langenfeld and Langenfeld 2004). Neben diesen pro-angiogenen Effekt
wirkt BMP-2 auch proliferationsinhibierend auf VSMCs, was durch p21 induziert wird (Wong et
al., 2003). In humanen pulmonalen VSMC wurde ein apoptotischer Effekt von BMP-2 ermittelt,
jedoch ist der Mechanismus bisher ungeklért (Zhang et al., 2003).

Interessant ist auch die Expression von BMP-2 durch VSMCs innerhalb des arteriosklerotischen
Plaques (Abb. 1) (Dhore et al., 2001). Wéhrend der Neointima-Bildung im Rattenmodell wirkt
BMP-2 protektiv. Adenoviral induzierte BMP-2 Uberexpression fiihrte zu einer reduzierten
Neointima-Bildung der VSMCs des Plaques. Durch die reduzierte Neointima-Bildung verzdgerte
sich der Verschluss des Gefilles, daher wird BMP-2 eine protektive Rolle in der Arteriosklerose-
Entwicklung zugeschrieben (Nakaoka et al., 1997).

Effekt auf Endothelzellen. BMP-2 wurde auch in vaskuldren Endothelzellen nachgewiesen

(Csiszar et al., 2005). Durch die endotheliale Lokalisation wurde ein Zusammenhang von BMP-2
mit Entziindungsreaktionen aufgezeigt. Exogen appliziertes BMP-2 bzw. BMP-4 fiihrte in Ratten
zur endothelialen Produktion von reaktiven Sauersoffspezies (ROS), was eine Inhibierung der
Vasodilatation der Karotidarterienringe nach sich zog (Csiszar et al., 2006). Durch die Freisetzung
von ROS wird die Affinitit des Endothels zu zirkulierenden Endziindungszellen erhdht (Csiszar et
al., 2008; Sorescu et al., 2004). Demnach reguliert BMP-2 auch eine friihzeitige Antwort auf
Entziindungsparameter im Gefa3 (Derwall et al., 2012).

Osteoblasten und Knochenbildung. Die Knochenbildung ist ein stindiger

Remodellierungsvorgang, der wihrend der gesamten Lebenszeit andauert. Zwei Zelltypen

sind fir die Balance von Knochenbildung und Knochenresorption verantwortlich:
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Osteoblasten und Osteoklasten, die mesenchymalen Ursprungs sind (Saltanoff et al., 2009;
Huang et al., 2007). Um die Knochenbildung anzutreiben, miissen osteoblastspezifische
Markergene (beispielsweise Runx2, Msx2, Osteocalcin, ALP, Osterix, Typl Kollagen) durch
TGF-B/BMP/Wnt/Notch/FGF/Hedegehog- und Parathyroidhormon-Signalweg induziert
werden (Chen et al., 2012). Kontrolliert wird die Knochenbildung vor allem durch RANKL
und Sclerostin  (Xiong and O’Brien 2012). BMP-2 ist ein Hauptspieler der
Osteoblastdifferenzierung, indem es Runx2 induziert, und eine Matrixakkumulation der
Zellen auslost (Xiong and O’Brien 2012). Desweiteren induziert BMP-2 Sox9 und Col2a,
wodurch eine Kondensation der mesenchymalen Zellen ausgelost wird (Rosen 2009). BMP-2
ist wichtig fiir die Chondrozyten Proliferation und Reifung wihrend der endochondralen
Knochenbildung (Shu et al., 2011). Die endochondrale Knochenbildung (Ossifikation), bei
der Knorpel durch Knochengewebe ersetzt wird, wird gefolgt von der zweiten Phase der
Knochenbildung, der intramembrandsen Ossifikation. Dabei werden die Knochen durch
Kondensation der Mesenchymalzellen geformt (Saltanoff et al., 2009; Huang et al., 2007).
Die ektopische Knochenbildung wurde ausgiebig an der unausdifferenzierten
Mausmyoblasten Zelllinie C2C12 untersucht, die durch BMP-2 Stimulierung zu Osteoblasten
ausdifferenzieren konnen (Katagiri et al., 1994). Ein konditionaler knock-outvon BMP-2
fiihrt zu ernsten Chondrodysplasia Phénotyp (Shu et al., 2011), spontanen Knochenfrakturen
(Tsuji et al., 2006) sowie gestorter Osteogenese im Mausmodell (Bandyopadhyay et al., 2006).

Effekt auf Hepatozyten. Neben der Embryonalentwicklung der Leber (Rossi et a.l., 2001)

wirkt BMP-2 auch regenerativ auf das adulte Organ. Dabei reguliert es die
Hepatozytenproliferation nach Leberschiadigung (Xu et al., 2006). Eine weitere Rolle spielt BMP-
2 im Eisenmetabolismus der Hepatozyten. Dort bildet der Korezeptor Hemojuvelin Komplexe mit
den BMP Typl und Typll Rezeptoren. Aktivierter Smadl/5/8/4 Komplex veranldsst die
Transkription von Hepcidin (Casanovas et al., 2009). Hepcidin reguliert den Eisenhaushalt der
Leber, indem es den Eisenefflux aus Hepatozyten durch Inhibierung des Eisentransporters
Ferroportin verhindert, und seine lysosomale Degradation einleitet (Gkouvastos et al., 2011).
AbschlieBend ldsst sich zusammenfassen, dass BMP-2 auch nach der Embryonalentwicklung
diverse Effekte auf Organe sowie das vaskuldre Endothelium aufweist.

Die Regulation der BMPs ist von hohem medizinischem Interesse, beispielsweise wird
rekombinantes BMP-2 bei Knochenfrakturen verwendet (InFuse Bone Graft, Medtronic
Sofamor Danec USA, Inc.). Aktuelle Forschungsarbeiten beschéftigen sich mit BMP-

Signalwegen, um Therapien bei vaskuldrer Kalzifizierung und Arteriosklerose zu etablieren.

23



2 Aufgabenstellung

2 Aufgabenstellung

Seit dem bekannt ist, dass die =zirkulierende Faktor VII-aktiverende Protease ein
kardiovaskuldrer Risikofaktor ist, dringt sich die Frage auf, die zu Grunde liegenden
Mechanismen zu verstehen. Es stellte sich heraus, dass ihre proteolytische Aktivitdt durch
einen Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) ,Marburg I, mit 5 %-iger Héufigkeit der
westlichen Bevolkerung, stark reduziert ist. Laut der patientenorientieren Bruneck-Studie von
2003 ist dieser SNP mit der Entstehung von koronarer Stenose und Arteriosklerose assoziiert.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass funktionelle FSAP durch Proteolyse unbekannter
Faktoren protektiv wirken konnte. Die Identifizierung von FSAP Substraten, die mit
vaskuldren Remodellierungsvorgidngen wie der Atherogenese assoziert sind, ist daher von
klinischer Relevanz.

Unserer Arbeitsgruppe ist es bereits gelungen, das Cystein-Knoten Protein PDGF-BB als
FSAP Substrat zu identifizieren. Die Proteolyse von PDGF-BB fiihrte im Mausmodell zu
einer Reduktion der Proliferation und Migration von VSMCs, was sich protektiv auf die
Neointimabildung nach Endothelverletzung auswirkte.

Aus diesem Befund wurde die Vermutung aufgestellt, dass FSAP auch mit weiteren
strukturell verwandten Wachstumsfaktoren der Cystein-Knoten Protein Familie interagieren
konnte. Diese Hypothese wurde durch die Beobachtung bekriftigt, dass FSAP Antigenspiegel
sowie Proteinaktivitit mit vaskuldrer Entziindung korrelieren, und FSAP in unstabilen
Plaques der Arteriosklerose detektiert wurde.

Proliferations- und Differenzierungsvorgéinge wihrend der Atherogenese werden unter
anderen von den Wachstumsfaktoren der TGF-B Superfamilie moduliert. Deren biologische
Aktivitdt wird posttranskriptionell durch Bindung an 16sliche Proteine reguliert, und ist mit
vaskuldrer Fibrose, vaskuldrer Kalzifizierung oder Endothelaktivierung verkniipft.

Diese Wachstumsfaktoren werden als groB3e inaktive Prdproproteine synthetisiert, deren
Aktivitit von der Abspaltung der Prodomine abhingig ist. Héufig sind intrazelluldre
Proteasen der Furinfamilie fiir diese Prozessierung zustindig, jedoch kann die sekretierte
Proform auch von bisher weitgehend unbekannten Proteasen gespalten werden.

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es, eine mdgliche Wechselwirkung der FSAP mit
TGF-B Superfamilienmitglieder auf biochemischer und zellbiologischer Ebene zu analysieren.
Dies soll durch Untersuchungen zur Proproteinregulation durch Mutationsstudien verfestigt
werden. Diese Studie kdnnte eine Bereicherung fiir die bisherigen Erkenntnisse der FSAP als

therapeutisches Medikament bringen.
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Eingesetzte humane Proteine und Peptide

Aprotinin
Aktosolv® (uPA)
BMP-2

Furininhibitor
Flla

FXa

FSAP
Plasminogen

pro-BMP-2

pro-TGF-3-1
TGF-f-1
Xigris® (APC)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland
CSL Behring, Marburg, Deutschland
freundliche Gabe von Prof. E. Schwarz (Halle)
Hillger, F. et al., 2005 J Biol Chem

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland
Novagen Merck, Darmstadt, Deutschland
aufgereinigt aus humanem Plasma

aufgereinigt aus humanem Plasma

freundliche Gabe von Prof. E. Schwarz (Halle)
Hillger, F. et al., 2005 J Biol Chem
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Immunotools, Friesoythe, Deutschland

Lilly, Indianapolis, USA

Verwendete Antikorper

Primérantikorper
Anti-BMP-2
Anti-BMP-2
Anti-Kontroll IgG
Anti-GDF-5

Anti-phospho
Smad1/5/8
Anti-Smad 1
Anti-FSAP ME New

Sekundéirantikorper
Alexa Fluor© 488nm
Alexa Fluor© 546nm
Anti rabbit POD

Spezies Isotyp Hersteller

Kaninchen polyklonal Dianova GmbH, Deutschland

Ziege polyklonal Santa Cruz Biotechnology, USA

Kaninchen polyklonal Santa Cruz Biotechnology, USA

Kaninchen polyklonal Freundliche Gabe von Frank Ploger,
Biopharm GmbH, Heidelberg

Kaninchen polyklonal  Cell Signalling Technology Inc. USA

Kaninchen polyklonal  Cell Signalling Technology Inc. USA

Kaninchen polyklonal freundliche Gabe von Dr. Michael
Etscheid (Langen)

Spezies Isotyp Hersteller

donkey polyklonal Molecular Probes, Eugene, USA

donkey polyklonal Molecular Probes, Eugene, USA

Schwein polyklonal Dako, Hamburg
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Verwendete Nukleinsiduren

Oligonukleotide

SEC proBMP_hu For
Rev. BMP_BamHI
hpB K258S For

hpB K258S Rev
hpB R262S For
hpB R262S Rev
hpB K265S For
hpB K265S Rev
hpB_newR269S For
hpB newR269S Rev
hpB_K270S For
hpB K270S rev
hupB E260S R262S
FOR

hupB E260S R262S
REV
hupB_ERK260 262S
SS FOR

hupB ERK260 262S
SS REV

hupB _newR269S
FOR

Sequenz (5°-3°)
GGGAGCTTGGGCGCGGCTGGCCTCAGTT
GCCGGATCCTTACTAGCGACACCCACAACC
AAAAGGGCATCCTCTCCACTCTAGAGAAAAAC
GTCAAGC
TTGACGTTTTTCTCTAGAGTGGAGAGGATGCCC
TTTTCC
TCTCCACAAAAGAGAAAGTCGACAAGCCAAAC
ACAAACAGCG
CTGTTTGTGTTTGGCTTGTCGACTTTCTCTTTTG
TGGAGAGG
ACAAAAGAGAAAAACGTCAAGCTTCACACAA
ACAGCGGAAACGCC
CGTTTCCGCTGTTTGTGTGAAGCTTGACGTTTT
TCTCTTTTGTGG
CAAACACAAACAGTCGAAACGCCTTAAGTCCA
AGCTGTAAGAG
CTTACAGCTGGACTTAAGGCGTTTCGAACTGTT
TGTGTTTGGC
CAAACACAAACAGCGGAGTCGACTTAAGTCCA
GCTGTAAGAG
CTTACAGCTGGACTTAAGTCGACTCCGCTGTTT
GTGTTTGGC
GGAATCCTCTCCACAAAAGATCAAAAAGTCAA
GCCAAACACAAAC
TTGTGTTTGGCTTGACTTTTTGATCTTTTGTGGA
GAGGATGCCC
ATCCTCTCCACAAAAGATCATCAAGTCAAGCC
AAACACAAACAGCG
CTGTTTGTGTTTGGCTTGACTTGATGATCTTTTG
TGGAGAGGATGC
CAAACACAAACAGTCGAAAGCCCTTAAGTCCA
GCTGTAAGAG

Twm (C°)

70

70

69

69

69

69

69

69

65

65

69

69

62

62

62

62

62
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hupB _newR269S CTTACAGCTGGACTTAAGGCGTTTGTGTTTGGC 62
REV

hupB Q268S R269S TCAAGCCAAACACAAATCGTCGAAACGCCTTA 62
FOR AGTCCAGC

hupB Q268S R269S TGGACTTAAGGCGTTTCGACGATTTGTGTTTGG 62
REV CTTGACG

hupB KQR267 S269 AAAAACGTCAAGCCAAACACTCATCGTCGAAA 62
SSS FOR CGCCTTAAGTCC

hupB KQR267 S269 ACTTAAGGCGTTTCGACGATGAGTGTTTGGCTT 62
SSS REV GACGTTTTTC

qPCR Oligonukleotide Sequenz (5°-3°) Twm (C°)
mo_Hamp For TGAGCAGCACCACCTATCTC 60
mo_Hamp Rev TGGCTCTAGGCTATTTTTGC 60
mo FSAPO04 for TTCCGACACAGACGGAGA 60
mo_FSAP04 rev GTCGTCCGGACCTATTTCACA 60
mo_GAPDH_For-2 GGCATTGTGGAAGGGCTCA 60
mo_ GAPDH_Rev-2 ATCACGCCACAGCTTTCCA 60
hu GAPDH_For CCACATCGCTCAGACACCAT 60
hu GAPDH_Rev CGCAACAATATCCACTTTACCAGAG 60
hu Idl For ATCAGGGACCTTCAGTTGGAGC 60
hu Idl Rev AGACCCACAGAGCACGTAATTCC 60
mo_Plg For ACTACAGATCCGGAAAAGAGA 60
mo_Plg rev CAGGGATGTATCCATGAGCA 60
hu Smad6 For TCTCCTCGCGACGATACAAG 60
hu Smad6 Rev GAGCAGTGATGAGGGAGTTGG 60
mo_TGFp_For TGAGTGGCTGTCTTTTGACG 60
mo_TGFpB_Rev GGTTCATGTCATGGATGGTG 60
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4.1 Zellkultur

4.1.1  Kultivierung

Unausdifferenzierte C2C12 Maus Myoblasten (DSMZ, Leibniz, Deutschland) wurden in
RPMI1640 Medium (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland) mit 10 % v/v FCS (Thermo
Scientific), 1 U/ml Penicillin, 1 pg/ml Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
kultiviert. C2C12 Primére humane glatte Muskelzellen (Coronary Artery Smooth Muscle Cells
CASMC) wurden von der Firma Lonza-Clonetics (K6ln, Deutschland) verwendet und in ECMB-
Medium (Promocell) mit 10 % v/v FCS, 1 ng/ml bFGF sowie 0,1 ng/ml EGF (Promocell), 1 U/ml
Penicillin, 1 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Kultivierung von der murinen
Hepatozytenzelllinie AML12 (freundliche Gabe von Prof. Dieter Glebe, Giellen) erfolgte in
DMEM Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit 10 % v/v FCS, 1 % Na-Pyruvat
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 1% v/v Gluthamin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 1
U/ml Penicillin sowie 1 pg/ml Streptomycin. Fiir HEK293 (human embryonic kidney cells
(ATCC) wurde ebenfalls dieses Medium verwendet. Die murinen Bindegewebezellen MCHT1/26
(freundliche Bereitstellung von Dr. Frank Ploger; Heidelberg) wurden in a-DMEM (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) mit 10 % v/v FCS, 2 mM Gluthamin, 1 U/ml Penicillin und 1 ug/ml
Streptomycin kultiviert. Die Kultivierung von MLEC (mink lung epithelial cells(freundliche
Gabe von Ph.D. Daniel B. Ritkin, New York) erfolgte in DMEM Medium mit 10 % v/v FCS,
6,32 g/l HEPES (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) sowie 1 U/ml Penicillin sowie 1 pg/ml

Streptomycin.

4.1.2  Bestimmung der Induktion von Alkalischer Phosphatase

Um die biologische Aktivitit von aktiven BMP-2 zu bestimmen, wurde der
Transdifferenzierungsprozess von unausdifferenzierten Myoblasten (C2C12) in Chondrozyten
durch Induktion der alkalischen Phosphatase (ALP) ermittelt (Katagiri et al., 1998).
C2C12 Myoblasten wurden auf eine Mikrotiterplatte (Nunc) ausgesiht (1x10° Zellen/ well) und
nach 24 h stimuliert. Pro-BMP-2 bzw. BMP-2 (10-100 nM) sowie FSAP (0,1-50 nM) in
Anwesenheit/Abwesenheit von Heparin (25 pg/ml) bzw. Aprotinin (10 pg/ml) wurden
vorinkubiert (30 min bei 37°C) und zu den Zellen hinzugefiigt (mit 2 % v/v FCS) Nach 72
Stunden wurden die Zellen mit PBS (0,137 M NacCl, 0,0027 M KCl, 0,0081 M NaH,PO,, 0,0018
M KH,PO., pH 7,4) gewaschen. Zur Herstellung der Zellextrakte wurden die Zellen mit ALP-
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Puffer (100 pl) (100 mM Glyzin, 1 mM MgCl,, 1| mM ZnCl,, 1% p-Nonidet, pH 9,6) fiir 2
Stunden bei RT inkubiert, abzentrifugiert (10 min, 4000 rpm, RT) und 20 pl der Uberstinde in
eine neue Mikrotiterplatte tiberfiihrt. Dem ALP-Puffer wurden 9 mM Phosphatase-Substrat (p-
Nitrophenyl-Phosphat, Sigma) zugefiigt und 180 pl/well zu den Uberstinden gegeben. Der
Substratumsatz der alkalischen Phosphatase konnte durch Messung der Absorption bei 405 nm

(30 min) im ELISA-Reader ermittelt werden.

4.1.3  Zellstimulierung zur Smad 1/5/8 Phosphorylierung

Zur Untersuchung des BMP-2 induzierten intrazelluliren Signalweges wurde die
Phosphorylierung von Smad 1/5/8 durch die aktivierte BMP-Rezeptor Kinase ausgewihlt.

Die Zellen wurden auf 6-well Platten (Greiner) ausgeséht und nach Erreichen der Konfluenz fiir
2 h serumfrei gehalten. Fiir die Stimulierung wurde pro-BMP-2 bzw. BMP-2 (200 ng/ml) mit
FSAP (0,01— 1 pg/ml) vorinkubiert (30 min, 37°C). Die Reakion wurde mit 10 pg/ml Aprotinin
abgestoppt (5 min, 37°C) und anschlieend die Zellen fiir 30 min stimuliert. Danach wurden die
Zellen mit PBS-Puffer gewaschen (0,137 M NaCl, 0,0027 M KClI, 0,0081 M NaH,PO,, 0,001 M
KH,PO4, pH 7,4) und Zellextrakte mit RIPA-Puffer hergestellt (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
I mM EDTA, 1 % Triton X-100, 1 % SDS, pH 7,4 sowie 1 mM Natrium Orthovanadat und
PMSF). Nach 30 min auf Eis wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 400 rpm, 4°C). Der
Uberstand wurde anschlieBend mit 4 x SDS-Probenpuffer (25 % Sammelgelpuffer, 5 % SDS, 40
% Glyzerin, 1 Spatelspitze Bromphenolblau) versehen und bei 100°C fiir 10 min denaturiert.
Mittels Western blot Methode wurde die Phosphorylierung durch anti-Smad1/5/8 (Cell Signalling,
USA) 1:1000 sowie anti-rabbit-POD Antikorper (Dako) 1:5000 analysiert. Die densiometrische
Analyse erfolgte mit dem Softwareprogramm ,,Intas Analyse Software* (Intas Science Imaging

Instruments GmbH, Géttingen).

4.1.4 Bestimmung der DNA-Synthese (BrdU-Proliferations ELISA)

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde die DNA-Neusynthese nach Stimulierung ermittelt.
Dazu wurde das 5-Bromo-2-Deoxyuridine (BrdU) als Analogon zur Nukleotid Base Thymidin in
die wachsende DNA-Kette eingebaut und mittels ELISA bestimmt (,,Cell Proliferation ELISA
BrdU (calorimetric), Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).

C2C12 Myoblasten wurden auf einer Mikrotiterplatte (Nunc) ausgesdht und nach Erreichen der
70 %-igen Konfluenz fiir 2 Stunden in Medium mit 0,2 % FCS iiberfiihrt. Fiir die Stimulierung
wurde pro-BMP-2 bzw. BMP-2 (300 ng/ml) mit FSAP (1 pg/ml) in Anwesenheit/Abwesenheit
von 25 pg/ml Heparin oder 10 pg/ml Aprotinin vorinkubiert (30 min bei 37°C) und anschlieBend
mit 10 pg/ml Aprotinin abgestoppt (5 min 37°C). Die Stimuli wurden als Triplikets angewendet
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und nach 12 Stunden wurde BrdU nach Herstellerangaben hinzugefiigt und der ELISA
durchgefiihrt.

Die Messung erfolgte bei 450 nm im ELISA Reader (EL808i Ultra Microplate Reader, BioTec,
Bad Friedrichshall, Deutschland). Die optische Dichte wurde korrigiert gegen den ,,Nullwert*,
indem kein BrdU zu den Zellen zugefiigt wurde. Als Kontrollen dienten unstimulierte, und mit

10 % v/v FCS behandelte Zellen.

4.1.5 Plasmid-Transfektion von HEK-293 Zellen

Fiir die Einbringung von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen wurde das Lipofectamin2000®
Reagenz verwendet (Invitrogen). Die Zellen wurden 1 Tag zuvor im Antibiotika freien
Vollmedium ausgesiht (6-well Platte, Greiner) und fiir die Transfektion in FCS freies Medium
iberfiihrt. Der Transformationsansatz wurde nach Herstellerangaben angesetzt. Der
Transformationsansatz wurde iiber Nacht im serumfreien Medium mit den Zellen inkubiert. Am
ndchsten Tag wurden die Zellen gewaschen und die Proteinexpression in serumfreien Medium mit
1 % (vv) Antibiotika und 1 % Insulin-Transferin-Selenin (Sigma) fiir 24 h gestartet. Die
Expression erfolgte in Anwesenheit/ Abwesenheit von 0,05 mM Furininhibitor (Merck, Darmstadt,

Deutschland). Die Kulturiiberstdinde wurden geerntet, filtriert (0,22 uM) und eingefroren.

4.1.6 HABP2-Herunterregulation durch siRNA-Transfektion

Um die Genexpression von FSAP herunterzuregulieren, wurde sich des Verfahrens des
knockdown durch siRNA bedient.

Fir den Herrunterregulation von FSAP wurde siRNA fiir das murine HABP2-Gen verwendet
(FlexiTube siRNA SI00238105 QIAGEN, Deutschland). Um Nebeneffekte auszuschlieBBen,
wurde auBlerdem murine Negativkontroll-siRNA (FlexiTube siRNA 1022075 QIAGEN)
verwendet. Die Transfektion in Hepatozyten wurde nach Hersteller Angaben durchgefiihrt. Dafiir
wurde pro Ansatz 75 ng siRNA (0,6 pl) mit 3 ul Hiperfect®-Transfektionsreagenz (QIAGEN)
gemischt (100 ul Volumen) und im Reaktionsgefd3 vorinkubiert (20 min, RT). Die Transfektion
erfolgte in konfluenten Hepatozyten, die 1 Tage zuvor auf 12-well Platten (Nunc) ausgesiht
wurden. Die Transfektion erfolgte im Hungermedium (300 pl/well). Nach 24 Stunden Inkubation
bei 37°C wurde das Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Die Zellen konnten nun

nach Belieben stimuliert werden.
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4.2 Proteinspezifische Methoden

4.2.1 Bindungsstudie von FSAP an pro-BMP-2 und BMP-2

10 pg/ml pro-BMP-2 bzw. BMP-2 (100 mM Na-Carbonat pH 9,5) wurde auf einer
Mikrotiterplatte (Maxisorb, Nunc) tiiber Nacht bei 4°C immobilisiert. Ungebundener
Wachstumsfaktor wurde durch Waschen mit TBS-T (0,025 mM Tris, 0,15 M NaCl, 0,002 M KCI,
0,0018 M KH,POy4, 0,1% Tween-20, pH 7,4) entfernt, und anschlieBend mit 3% BSA (w/v) in
TBS-T fiir 1 Stunde bei RT blockiert. Anschlieend wurde FSAP konzentrationsabhédngig (0,2-2
pg/ml) in Anwesenheit/ Abwesenheit von Heparin (25 pg/ml) bzw. Aprotinin (10 pg/ml)
hinzugefiigt. Ungebundenes FSAP wurde mit TBS-T abgewaschen, und fiir die FSAP-Detektion
mAb677 Antikorper (CSL Behring, Marburg, Deutschland) verwendet (I h bei RT). Nach
erneuten Waschen wurde der POD-konjugierte Sekundirantikorper (DAKO) beigefiigt (45 min,
RT) und nach dem letzten Waschschritt die Absorption bei 405 nm im ELISA-Reader (EL8081
Ultra Microplate Reader*, BioTec, Bad Friedrichshall, Deutschland) ermittelt.

4.2.2  FSAP Enzymaktivitiatstest

Die Enzymaktivitdit wurde mittels Hydrolyse des chromogenen Substrates S-2288 (H-D-
Isoleucyl-L-Prolyl-L-Arginin-p-Nitroanilindihydrochlorid)  (Haemochrom,  Deutschland)
ermittelt. Eine Mikrotiterplatte (Nunc) wurde mit 3 % BSA (w/v) in TBS-T blockiert (30 min
RT) und FSAP in TBS-T mit 2 mM CaCl, hinzugefiigt. Die Messung mit 0,2 mM
chromogenen Substrat erfolgte fiir 30 min bei 37°C im ELISA-Reader (EL808i Ultra
Microplate Reader®, BioTec, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 405 nm.

Protein Gelektrophorese

4.2.3  Herstellung von SDS-Proben zur Gelelektrophorese

Zelliiberstinde wurden abgenommen, zentrifugiert (10 min, 2000 rpm, RT), filtriert (0,22 um,
Milipore) und die Uberstande mit 4 x SDS-Probenpuffer versetzt (25 % Sammelgelpuffer, 5 %
SDS, 40 % Glyzerin, 1 Spatelspitze Bromphenolblau +/- 2,5 % B-Mercaptoethanol (v/v)) und
denauriert.

Fiir die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen mit PBS-Puffer (0,137 M NaCl, 0,0027 M
KCl, 0,0081 M NaH,POy, 0,0018 M KH,PO,, pH 7,4) gewaschen und anschlieBend durch Zugabe
von 1 x SDS-Probenpuffer lysiert. Die Proben inkubierten fiir 30 min bei RT. Danach wurden die

Lysate mit 2,5 % B-Mercaptoethanol (v/v) versetzt, und anschlieBend denaturiert.
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4.2.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der ProteingroBBe wurde sich der Gelektrophorese bedient. Hier wandern Proteine im
elektrischen Feld und werden anhand ihrer Gro3e durch das Polyacrylamidnetz aufgetrennt. Je
nach Proteingrof3e wurden 15 % bzw. 12 % -ige Acrylamid Tris-Glycin Trenngele verwendet. Das
Trenngel (SDS-Trenngelpuffer 2,5 M Tris-HCI, 4 % SDS, pH 8,8 15 % Acrylamid, 0,1 % (v/v)
APS, 0,1 % (v/v) TEMED) wurde nach Auspolymersieren mit dem Sammelgel (SDS-
Sammelgelpuffer 1 M Tris-HCI, 4 % SDS, pH 6,8, 5 % Acrylamid, 0,1 % (v/v) APS, 0,1 % (v/v)
TEMED) iiberschichtet. Fiir den Lauf wurde eine Elektrophoresekammer (Mini Transblot, Bio-
Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland) mit SDS-Laufpuffer verwendet (SDS-Laufpuffer
0,0025 M Tris, Glyzin, 0,25 M, 1 % SDS). Als Standard diente ein Proteinmarker (120 kDa—
10 kDa; PageRuler, Fermentas). Der Lauf dauerte ca. 1,5 Stunden mit einer angelegten Spannung

von 25 mA/Gel (Powerpac 1000, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland).

4.2.5 Coomassie Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Coomassie Fiarbung dient der Visualisierung des Gesamtprotein-Bandenmusters (3-5 ug
Protein) nach abgeschlossener SDS-Gelelektrophorese. Das Gel wurde mit Coomassie-Férber
(0,2 % Coomassie R250, 20 % Essigsdure, 80 % Methanol) fiir ca. 60 min bei RT inkubiert. Zum
Entfarben wurde die Entfarberlosung (20 % Methanol, 10 % Essigsdure) etwa alle 10-30 min

gewechselt.

4.2.6  Western blot-Analyse

Bei der Western blot-Analyse wird ein spezifisches Protein durch Immunfluoreszens eines
gekoppelten Antikorpers detektiert. Dazu ist es notig, die bei der Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine auf eine Membran fiir die spétere Detektion zu transferieren.

Nach SDS-PAGE wurde das Polyacrylamid-Gel in einem ,Sandwich®“ fiir die
Proteintransferierung in einer Kasette zusammengebaut: Schwamm/3 mm Whatman Papier/
PVDF Membran/Polyacrylamid Gel/ 3 mm Whatman Papier/Schwamm.

Der Transfer wurde in einer Blot-Aparatur mit kaltem Blot-Puffer (0,02 M Tris, 0,15 M Glyzin,
20 % Methanol) und einer angelegten Spannung von 100 V fiir 1,5 Std durchgefiihrt (Powerpac
1000, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland).

Um unspezifische Bindung des Primérantikorpers an die PVDF-Membran zu verhindern, wurde
die Membran mit 5 % BSA in TBS-T Puffer (0,025 M Tris, 0,15 M NacCl, 0,002 M KCI, 0,0018
M KH,PO4, 0,1 % Twee-20, pH 7,4) blockiert (1 h bei RT). Es folgte die Inkubation mit dem
Primérantikorper liber Nacht bei 4°C. Der Antikorper wurde im Blockierungs-Puffer je nach

Herstellerangaben verdiinnt. Am darauf folgenden Tag wurde die Membran 3 x mit TBS-T Puffer
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fir 10 min gewaschen und fiir 45min mit dem Peroxidase-konjugierten Sekunddrantikorper
inkubiert. Nach 3 x Waschen mit TBS-T Puffer erfolgt der eigentliche Reaktions Nachweis
mittels Chemilumineszens (ECL, GE Healthcare).

4.2.7  N-terminale Sequenzierung (Edman Abbau)

Fir die Immobilisierung der Peptide wurde SDS-PAGE unter reduzierender Bedingung
angewandt. Es wurden 5 pg Protein eingesetzt und das Gel anschlieBend geblottet und die
Membran fiir 5 min Coomassie gefarbt (0,2 % Coomassie R250, 20 % Essigsdure, 80 %
Methanol). Die Membran wurde entfirbt (20 % Methanol, 10 % Essigsdure) und anschlieBend
iiber Nacht in ddH,O gewaschen. Die zu identifizierenden Peptid-Banden wurden mit einen
sauberen Skalpell extrahiert und die Massenspektrometrie bei Prof. Dr. Giinther Lochnit (Gielen)
in Auftrag gegeben.

4.3 DNA spezifische Methoden

4.3.1 Plasmid-DNA Isolation aus E.coli

Zur Plasmid-Isolation aus transformierten E.coli Bakterien wurden diese mit 2 x YT-Medium
(16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, pH 7,2 und100 pg/ml Ampicillin) angezogen
(37°C, 180 rpm). Die Bakterien wurden geerntet (10 min, 4000 rpm, 4°C) und das Bakterien-
Pellet mit dem ,,PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep kit* (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

4.3.2  Sterilfillung von Plasmid-DNA

Zur Féllung wurde der Plasmid-DNA 1/10 Volumen Na-Acetat (pH 3,0) zugefiigt und
anschlieend 2,3-3 Volumen eiskalter 95 % Ethanol. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis
wurde die gefillte DNA abzentrifugiert (30 min, 12000 rpm, 4°C) und der Uberstand unter
sterilen Bedingungen abgenommen. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %-igen Ethanol gewaschen

und erneut abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in sterilen H,O gelost.

4.3.3 RNA-Isolation aus Zellextrakten
Es wurde das ,,GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit* (Sigma Aldrich, Hamburg,

Deutschland) nach Hersteller Angaben verwendet. Vor der Ernte wurden die Zellen mit PBS

Puffer gewaschen und die RNA nach Herstellerangaben isoliert.
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4.3.4 Bestimmung der Nukleinsiure Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe eines Spektralphotometers
(Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Hierzu wurde das Gerét mit einer Leerprobe
geeicht, und anschlieBend die verdiinnte Nukleinsdurenkonzentration (5 pl + 80 pl H,O)
gemessen. Das Gerit ermittelte die DNA-Absorption bei 260 nm Wellenldnge. RNA wurde bei
einer Absorption von 260/ 280 nm gemessen. Der Ratio in RNA-Verdiinnungen mit 10 mM Tris-
HCI pH 7,5 liegt zwischen 1,9-2,1 (Ax=1 entspricht 40 ng/ml RNA) (Bench Guide, QIAGEN).

4.3.5 Reverse Transkription zur Herstellung von cDNA

Um die Genexpression quantitativ mit PCR auswerten zu konnen, musste die isolierte RNA
zunichst in cDNA transkribiert werden. Dazu wurde das ,,High Capacity cDNA Transkription-
Kit*“ (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die cDNA-Synthese erfolgte

nach Herstellerangaben.

4.3.6 quantitative Realtime PCR (qPCR)

Zur Analyse der Genexpression wurde quantitative Realtime PCR mittels SYBR Green®
verwendet, wobei dieser Farbstoff in doppelstringige DNA interkaliert und dabei eine Emission
erzeugt. Die emittierte Fluoreszens des DNA/Farbstoffkomplex nimmt proportional zur
Amplifikation des PCR-Produktes zu, und kann mit entsprechender Optik eines Realtime Zyklers
gemessen werden. Die Absorption findet dabei bei A .= 498 nm und die Emission bei
A max= 522 nm statt.

Um die verdnderte Genexpression der mRNA zu untersuchen, wurden Exon iibergreifenden
Oligonukleotid-Paaren (Thermo Fisher Scientific; Oberhausen, Deutschland) verwendet, die nur
cDNA amplifizieren, und keine genomische DNA.

Fiir die qPCR wurde zunéchst ein Mastermix nach Herstellerangaben hergestellt (1 x Ansatz: 10
pl 2x SYBR 1 Mix, 9,4 ul H,O inj. 0,175 pl je Oligonukleotid (10 pmol/ul)). Die cDNA-Matrize
(10 ng/ul) wurde als Duplikets in eine Mikrotiterplatte (Thermo-Fast 96 PCR Detection Plate,
ABGene- Thermo Fisher Scientific, Epsom, UK) vorgelegt, mit Mastermix versetzt und die Platte
mit Folie versiegelt (Absolute Q-PCR Seal, ABGene- Thermo Fisher Scientific) und anschlieBend
abzentrifugiert (4000 x g, 30 Sek). Die Messung der qPCR erfolgte im Step One Plus Cycler
(95°C - 10 min, 95°C — 15 Sek, 60°C — 30 Sek, 72°C — 30 Sek (40 Zyklen) Schmelzkurve: 60 -
95°C 1 min) (Step One Plus, Applied Biosystems, Mannheim, Deutschland). Die
Fluoreszensmessung erfolgte nach jedem beendeten Elongationsschritt (40 Zyklen). Alle

Messpunkte wurden als .eds und .excel Datei abgespeichert und ausgewertet.
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4.3.7  Analyse der Realtime PCR (qPCR)

Fiir jede Proben-Gruppe wurde der sogenannte cp-Wert (threshold) ermittelt, dabei handelt es sich
um den Zyklus, ab dem die Fluoreszenz linear ansteigt (Review siche Wong and Medrano 2005)
Ein kleiner cr-Wert ergibt sich aus einer schnellen Polymerase-Reaktion, die viel Matrizen DNA
vorfindet, ein groBer cr-Wert steht fiir eine langsame Reaktion, in der der lineare Anstieg wegen
geringer Matrize spét beginnt.

Da zu Beginn der qPCR-Reaktion Hintergrund Aktivitdt (=Fluoreszens) messbar ist, wird ein
threshold gewihlt, der iiberhalb dieses Rauschens liegt. Der threshold definiert demnach den
Beginn der exponentiellen Phase.

Zur Uberpriifung der gleich eingesetzten ¢cDNA Menge wurde wihrend des qPCR-Laufs
zusitzlich die Expression des Haushaltsgens GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) gemessen.

Um die Proben-Gruppen zu normalisieren, wurden die ct-Werte von den GAPDH Referenz ct-
Werten abgezogen: Act= cr Zielgen — ¢t Referenzgen.

AnschlieBend wurde Acr auf die Kontollgruppe (unbehandelte Proben) bezogen: AActr = Act
behandelte Probe — Act Kontrolle (unbehandelte Probe).

Fiir die graphische Darstellung der verinderten Genexpression wurde die n-fache Anderung

verwendet: n-fache Anderung: 2 — 44"

4.4 DNA Klonierung

4.4.1 Synthese von Oligonukleotiden

Das Design von Oligonukleotiden wurde mit Hilfe der Software Programme QuantPrime
(quantprime.mpimp-golm.mpg.de) und ,,siteFind* entwickelt
(mb.edu/scccb/software/sitefind.html) entwickelt. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte
durch die Firma ,,Thermo Fisher Scientific* durch HPLC-Aufreinigung.

4.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Vervielfaltigung einer gewiinschten DNA-Sequenz kann aus Matrizen-DNA ein Fragment
mittels PCR amplifiziert werden.

Fiir die PCR wurde die Phusion® High-fidelity DNA-Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland)
verwendet. Als Matrizen-DNA diente 10 ng Plasmid DNA pro Ansatz (4 pl 5x Phusion® HF
Puffer, 12,4 pl H,Oinj., 1 pl je Oligonukleotid (10 pmol/ul), 0,4 ul dNTPs (10 mM), 0,2 ul
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Phusion® High-fidelity Polymerase (0,02 U/ul). Als Negativkontrolle diente ein PCR Ansatz mit
1 ul HyO inj. anstatt Matrizen-DNA.

Die PCR wurde im Thermozykler durchgefiihrt (95°C — 10 min, 95°C — 45 Sek, 65°C — 45 Sek,
72°C =2 min (x 30 Zyklen) 72°C — 10 min, 4°C ).

4.4.3 Mutagenese PCR

Fiir den Aminosdurenaustausch von rekombinanten pro-BMP-2 wurden entsprechende Basen
(max. 3) ausgetauscht. Es wurden Oligonukleotide, die in der mittleren Sequenz die
gewlinschten Basen enthielten mit Hilfe des kostenlosen Softwareprogrammes ,,site
find“ (www.utmb.edu/scccb/software/sitefind.html) entworfen. Optimal enthielten diese
Oligonukleotide eine zusétzliche Schnittstelle fiir ein Restriktionsenzym, dass in der
unmittelbaren Ndhe des Basenaustauschs insertiert wurde. Dadurch konnte die Mutation
mittels Restriktionsendonukleasen Verdau nachgewiesen werden. In der Mutagense PCR
wurde das zuvor konstruierte Plasmid mit der pro-BMP-2 Wildtyp Sequenz eingesetzt
(10 ng/ul). Fiir den PCR Ansatz wurden 1 pl je Oligonukleotid (10 pmol/ul), 0,4 ul dNTPs
(10 mM), 0,2 pl Phusion® High-fidelity DNA-Polymerase (0,02 U/ul) (Finnzymes, Espoo,
Finnland), 4 pl 5 x Phusion®HF Puffer und 12,4 pl H,Oinj. verwendet. In der anschlieenden
PCR im Thermozykler (98°C - 5min, 98°C — 30 Sek, Ty (Oligonukleotidliste s.S. 26-27) — 30 Sek,
72°C- 7 min (x18 Zyklen) 72°C — 10 min, 4°C o) wurde das gesamte Plasmid amplifiziert. Um
die neusynthetisierte von der Matrizen DNA zu trennen, wurde ein Restriktsverdau mit Dpnl
durchgefiihrt (20 U Dpnl/ 50 pl Ansatz; 2 h 37°C). Dpnl restringiert nur methylierte DNA. Zur
Inaktivierung der Nukleaseaktivitdt wurde der PCR Ansatz 10 min bei 65°C erhitzt. Es folgte die
Plasmid Transformation in kompetente E.coli (Kapitel 4.4.9). Dazu wurde 5 pl des PCR Ansatz

verwendet.

4.4.4  Aufreinigung von PCR Produkten

Die Aufreinigung von PCR Produkten erfolgte mit Hilfe des kits ,,PCR Purification
Kit*“ (QIAGEN, Deutschland) nach Herstellerangaben.

4.4.5 DNA Restriktion mit Endonukleasen

Fiir den enzymatischen Verdau wurden maximal 20 pg DNA in 100 pl Gesamtvolumen eingesetzt.
Die Endonukleasen wurden mit 5 U Enzym/ pg DNA sowie 10 x Puffer nach Herstellerangaben
(Fermentas, Deutschland) hinzugefiigt und mindestens 2 h bei 37°C inkubiert.
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4.4.6 DNA-Gelelektrophorese

Bei der DNA-Gelelektrophorese wird DNA auf der Basis ihrer Wanderungsgeschwindigkeit
durch ein Gel unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes aufgetrennt und durch den DNA-
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid visualisiert.

Der TAE-Agarosegel Ansatz (TAE-Puffer 0,04 M Tris, 0,1 % Essigsdure, | mM EDTA, pH 8,0)
wurde aufgekocht und anschlieBend 1-2 Tropfen Ethidiumbromid hinzugefiigt. Fiir den Lauf
wurde die Gelkammer mit TAE-Laufpuffer (TAE-Puffer 0,04 M Tris, 0,1 % Essigsdure, 1 mM
EDTA, pH 8,0) befiillt, und eine Spannung von 90 V fiir ca. 45 min angelegt. Als DNA-
GroBenstandart diente der ,,100 Bp-Ladder* (Fermentas, Deutschland). Zur Visualisierung der
DNA-Banden wurde das Gel mit UV-Licht bestrahlt und mit mittels Geldokumentation (Intas

Science Imaging) digital gespeichert.

4.4.7 Elution von Agarosefragmenten aus DNA-Gelen

Nach dem gelelektrophoretischen Lauf wurde die DNA unter UV-Licht mit einem Skalpell
ausgeschnitten und anschlieBend mit dem ,,QIAquick® Gel Extraction Kit“ (QIAGEN,

Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

4.4.8 DNA Ligation

Ziel der Ligation ist es, ein vollstindiges Plasmid herzustellen, das ein bestimmtes
Insertionsfragment mit der gewiinschten Gensequenz enthilt.

Fir die Ligation von Vektor und Insertionsfragment wurde ein molares Verhédltnis von 1:3
gewihlt. Als Negativkontrolle wurde eine Religation des Vektors ohne Insert angesetzt.

Der Ligationssansatz (100 ng Vektor, 3x Molmenge Insert, 1 pl T4®-Ligase, 1 ul T4-
Ligationspuffer, ad 10 ul H,O, Fermentas, Deutschland) wurde iiber Nacht bei 7°C inkubiert. Die

Ligase wurde anschlieend inaktiviert (10 min 65°C).

449 Transformation von kompetenten E.coli Zellen

Fiir die Transformation wurden 5 ul DNA (50 ng/5 pl) in ein Reaktionsgefdl vorgelegt. Die
kompetenten E.coli Zellen des Stammes XLIBLUE (,,a-Select Silver Effiency* Bioline,
Deutschland) wurden auf Eis aufgetaut, und anschlieBend mit Plasmid-DNA inkubiert. Die
Hitzeschock Transformation erfolgte nach Hersteller Angaben (Bioline, Deutschland). Zum
Selektieren der positiven Transformanten wurden die Bakterien anschlieBend auf LB-Platten (1

% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, pH 7,2) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4.4.10 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung der in dieser Arbeit hergestellten Plasmid DNA Konstrukte erfolgte durch die
Firma ,,Seqlab* Géttingen, Deutschland.

4.5 Zytologische Techniken

4.5.1 Immunozytochemie

C2C12 Myoblasten wurden auf 8-well Zellkultur Objekttrage (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
kultiviert und stimuliert. Danach wurden die Zellen mit PBS-Puffer (0,137 M NacCl, 0,0027 M
KCl, 0,0081 M NaH,PO,4, 0,0018 M KH,PO,4, pH 7,4) gewaschen und mit 4 % PFA (w/v)
fixiert (5 min, RT). Zum Permeabilisieren der Zellen wurde eine 10-miniitige 0,1 %ige
Triton X-100 Behandlung (in TBS-T) (0,025 M Tris, 0,15 M NacCl, 0,002 M KCI, 0,0018 M
KH,PO4, 0,1 % Tween-20, pH 7,4) vorgenommen. Die Zellen wurden 3 x mit TBS-T
gewaschen und anschliefend mit TBS-T + 3 % BSA (w/v) blockiert (1 h RT). Es folgte die
Inkubation mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikdrper (Santa Cruz, USA) im Verhéltnis 1:50
fiir 1 Stunde bei RT. Ungebundener Antikorper wurde durch 3-faches Waschen entfernt. Der
FITC-konjugierte Sekundirantikorper (1:200; DAKO) wurde fiir 1 Stunde mit den Zellen
inkubiert. Es wurde Gewaschen und Eingedeckelt (,,Vectashield* Linaris, Wehrtheim,
Bettingen, Deutschland) und mit einem Fluoreszensmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland)

und dem Software-Programm Metamorph (Visitron, Puchheim, Deutschland) ausgewertet.

4.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Interpretation der Datensdtze wurde das Softwareprogramm GraphPad Prism5
(Version 5.02) angewendet. Um die statistische Signifiganz zu ermitten, wurde ANOVA
(Analysis of variance) angewandt, und die Signifikanz durch den Bonferroni-Test {iberpriift.

Signifikante Unterschiede der Datensétze traten bei p< 0,05 auf.
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5 Ergebnisse

5.1 FSAP steigert die biologische Aktivitit von BMP-2

Um eine mogliche Prozessierung von BMP-2 durch FSAP Behandlung zu ermitteln, wurde die
Aktivitdit des Wachstumsfaktors mittels Differenzierung von Myoblasten in Osteoblasten
analysiert. Dazu wurde die Induktion der alkalische Phosphatase (ALP) als Reporterenzym
gemessen. ALP ist ein Marker fiir den BMP-2 induzierten Differenzierungsprozess zu einen
Osteoblast-dhnlichen Phanotyp (Kapitel 1.2). Als noch nicht ausdifferenzierte Zellen wurde die
Myoblasten Zelllinie C2C12 verwendet (Katagiri et al., 1994).

BMP-2 (1 nM=13 ng/ml) wurde fiir 30 min bei 37°C mit FSAP (1 nM=65 ng/ml) vorbehandelt.
BMP-2 wurde anschlieBend als Stimulus im Differenzierungsmedium der C2CI12 Zellen
verwendet. Nach 4-tigiger Inkubation wurde im Vergleich zu unbehandelten BMP-2 eine
verstdrkte Induktion der ALP ermittelt, was eine BMP Aktivierung durch FSAP riickschlieBen
lasst (Abb.8 A). Enzymatisch inhibiertes FSAP, durch Zugabe des Serinprotease-Inhibitors
Aprotinin, hatte keinen Effekt auf eine gesteigerte BMP Aktivitdt (Abb.8 A). Daher scheint die
gesteigerte BMP Aktivitdt von der proteolytischen Aktivitdt der FSAP abhingig zu sein. FSAP
oder Aprotinin allein hatte keinen Einfluss auf die BMP-2 induzierte ALP Induktion (nicht
gezeigt).

Wurde FSAP mit seinem Kofaktor Heparin (Kannemeier et al., 2001) vorbehandelt, der die
autokatalytische Aktivierung der FSAP steigern soll, war die BMP Aktivitdt jedoch reduziert
(Abb. 8 B). Heparin allein hatte keinen Effekt auf die ALP Induktion (nicht gezeigt).
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Abb. 8. FSAP verstirkt die biologische Aktivitit von BMP-2. (A) 0-100 nM BMP-2 wurden mit FSAP (50
nM) oder FSAP mit Aprotinin (10 pg/ml) vorinkubiert (30 min 37°C) und anschlieBend C2C12 Myoblasten
stimuliert und alkalische Phosphatase (ALP) Aktivitdt bestimmt. (B) Bestimmung der ALP in C2Cl12
Myoblasten nach Vorinkubation von BMP-2 (0-100 nM) und FSAP (50 nM) in Anwesenheit oder Abwesenheit
von Heparin (25 pg/ml). Aprot=Aprotinin; Hep=Heparin

Diese FSAP induzierte BMP-2 Aktivititssteigerung konnte sowohl konzentrations- als auch
zeitabhiangig mittels ALP Aktivitatstest bestétigt werden (Abb. 9 A+B).

Bereits eine geringe FSAP Dosis von 0,1 nM fiihrte zu einer BMP-2 Aktivitétssteigerung (Abb. 9
A). Auch im Zeitverlauf erwies sich eine 2-miniitige Inkubation mit FSAP als wirksam (Abb. 9 B).
Enzymatisch inhibiertes FSAP durch Aprotinin-Zugabe blieb in allen Experimenten ohne Effekte
(Abb. 9 A+B).

Desweiteren konnte ermittelt werden, dass die durch FSAP gesteigerte BMP-2 Aktivitit reversibel
ist. Dies konnte durch Zugabe des extrazelluliren BMP-2 Inhibitors Noggin (Kapitel 1.4.1)
beobachtet werden. BMP-2 Inkubation mit Noggin inhibierte die ALP Induktion fast vollstindig
(Abb. 9 C). Bei Koinkubation mit FSAP war die Aktivitét deutlich unter den unbehandelten BMP-
2 Niveau, und stark reduziert im Vergleich zu BMP-2 und FSAP ohne den Inhibitor (Abb. 9 C).
Demnach ist FSAP aktiviertes BMP-2 weiterhin inhibierbar durch Noggin.
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Abb. 9. Charakterisierung der Effekte von FSAP auf BMP-2. (A) BMP-2 (100 nM) wurde mit FSAP (0,1-50
nM) in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Aprotinin (10 pg/ml) vorinkubiert (30 min 37°C) und die C2C12
Differenzierung untersucht. (B) Zeitabhéngige BMP-2 Aktivititssteigerung nach FSAP Behandlung (50 nM).
BMP-2 (100 nM) wurde fiir 0-60 min mit FSAP (50 nM) vorinkubiert (37°C) und die ALP Induktion bestimmt.
(C) Der extrazellulire BMP-Inhibitor Noggin revertiert den Effekt der FSAP auf BMP-2 Aktivitétssteigerung.
Stimulierung mit BMP-2 (0-150 nM), FSAP (50 nM) und Noggin (50 nM). Aprot=Aprotinin. Daten
reprisentieren 1 von 3 unabhédngigen Experimenten.

Um die FSAP-induzierte Aktivititssteigerung von BMP-2 auf molekularer Ebene zu erdrtern,
wurden die behandelten Proben mittels SDS-PAGE unter reduzierender Bedingung untersucht.
Der Einfluss von FSAP, Aprotinin und Heparin auf BMP-2 wurde ermittelt. Western blot-Analyse
mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikorper zeigte die Entstehung eines kleineren Peptids (<13 kDa)
nach FSAP Behandlung. Die Proteolyse war durch Zugabe von Heparin reduziert (Abb. 10 A).
Eine Koinkubation mit Aprotinin inhibierte die BMP-2 Spaltung vollkommen (Abb. 10 A). Zur
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genauen Analyse dieses prozessierten Peptids wurde Amino-terminale Sequenzierung der
Aminosduresequenz angewandt. Das 13 kDa Fragment wies die erwartete Sequenz der reifen
BMP-2 Kette auf (**QAKHK) (Abb. 6). Das kleinere Peptid war um 7 Aminosiuren gekiirzt und
startete mit “’KRLKS (Abb. 10 B). Demnach prozessiert FSAP die reife BMP-2 Kette am N-
Terminus (Abb. 10 C).

A + + + + + BMP2
-+ + + - FSAP
- - + -+ Heparin
kbDa - - -+ - Aprotinin
17 - ;
- . - [ OMP2
10 <+— prozessiertes BMP-2
B + + BMP-2
R + FSAP
e + - Puffer
17 4
-_— | QAKHK
W | «<— KRLKS
10 -
C
(Spaltstelle
283QAKHKQR?289 ~ 290K RLKS S...

N C
BMP-2

Abb. 10. FSAP spaltet BMP-2 am Amino-terminalen Ende. (A) BMP-2 wurde mit FSAP, Heparin oder
Aprotinin behandelt (30 min 37°C). Nach FSAP Behandlung erscheint ein kleineres BMP-2 Fragment < 13 kDa
(prozessiertes BMP-2). Die Zugabe von Heparin reduzierte die Prozessierung. Bei Aprotinin Behandlung wurde
die Spaltung inhibiert. (B) Coomassie Farbung der PVDF-Membran. BMP-2 (5 pg) wurde mit FSAP (1 pg)
inkubiert (2 h 37°C). Als Negativkontrolle der BMP-2 Prozessierung diente der Puffer von FSAP. N-terminale
Sequenzierung der durch Pfeile gekennzeichneten Fragmente ergibt den Anfang der Polypeptidkette QAKHK
sowie ein um 7 Aminosduren gekiirztes Peptid (fett) mit dem Anfang PKRLKS. (C) Schema der FSAP
induzierten BMP-2 Prozessierung. FSAP spaltet bei der Position R**-K**° innerhalb einer Ansammlung von
basischen Aminosdureresten. Numerische Angaben der Aminosduren beziehen sich auf das unreife
Gesamtproteine (Vollldnge) (uniprot.org Eintrag P12643).

Der BMP-2 Amino-Terminus tragt viele basische Aminoséurereste (Kapitel 1.4.2), die womdglich
fiir eine FSAP Bindung attraktiv erscheinen konnten.

Demnach spaltet FSAP das reife BMP-2 enzymatisch zu einer biologisch aktiveren Form. Diese
gesteigerte biologische Aktivitit kann durch Koinkubation mit Aprotinin oder Heparin gehemmt

werden.
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5.2 Analyse der Wirkung diverser Proteasen und BMP-2 Spaltung

Da es sich bei der FSAP um ein extrazelluléres zirkulierendes Protein handelt, sollte die Spezifitat
der BMP-2 Aktivierung mit anderen zirkulierenden Hadmostasefaktoren verglichen werden.
SchlieBlich handelt es sich bei dem strukturell verwandten Plasminogen ebenfalls um einen TGF-
B-Aktivator (George et al., 2005).

Der Einfluss von Plasmin, Thrombin, Faktor VIla, Faktor Xa sowie Aktiviertes Protein C (APC)
wurde mit FSAP auf die BMP-2 Prozessierung verglichen.

Dafiir wurde BMP-2 mit den oben genannten Proteasen behandelt (30 min 37°C). Die biologische
Aktivitdt von BMP-2 in C2C12 Myoblasten wurde nur durch Plasmin und FSAP gesteigert (Abb.
11 A). Plasmin behandeltes BMP-2 war im Vergleich zu FSAP-behandelten BMP-2 etwas
schwicher in der ALP Induktion (Abb. 11 A). Als Kontrolle wurden die Wirkungen der
alleinigen Proteasen auf die ALP Induktion bestimmt. Sie erwiesen sich als nicht-induktiv (Abb.
11 B).

Die Western blot-Analyse mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikorper zeigte die Generierung des
prozessierten BMP-2 Peptids bei FSAP- sowie Plasmin-Behandlung (Abb. 11 C). Thrombin, FXa,
FVIIa und APC Behandlung bewirkten keine BMP-2 Spaltung. Interessanterweise wies das
Plasmin-prozessierte BMP-2 im Vergleich zur FSAP Behandlung ein Spaltprodukt mit noch
kleineren Molekulargewicht auf (Abb. 11 C).

Diese Ergebnisse deuten auf eine hohe Substratspezifitit hin. Die strukturell @hnlichen
Serinproteasen FSAP und Plasmin verfligen iiber multiple Rollen in der Zirkulation (Himostase,

Wachstumsfaktor-Regulation), und ergidnzen sich in ihrer Fahigkeit BMP-2 Aktivitét zu fordern.
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Abb. 11. Vergleichsstudie diverser Proteasen auf BMP-2 Aktivierung und Prozessierung. (A) Bestimmung
der biologischen BMP-2 Aktivitit (ALP Induktion) nach der Inkubation mit diversen Proteasen. (B)
Behandlungskontrollen. ALP Induktion durch Stimulation von diversen Proteasen in Abwesenheit von BMP-2.
(C) Western blot-Analyse mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikérper. BMP-2 (100 nM) wurde mit
verschiedenden Proteasen (50 nM) behandelt (30 min 37°C). Nach FSAP und Plasmin Inkubation erfolgt eine
BMP-2 Prozessierung (unterer Pfeil) mit einem generierten Peptid < 13 kDa. Daten repriasentieren 1 von 3
unabhingigen Experimenten.
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5.3 FSAP aktiviert die latente Proform von BMP-2

Durch die Erkenntnisse der vorherigen Kapitel, dass FSAP reifes BMP-2 in eine aktivere Form
iiberfithren konnte, sollte auch eine mogliche Prozessierung der inaktiven Proform von BMP-2
untersucht werden. Die Existenz und Prozessierung von sekretierten Proformen ist ebenso
bedeutsam wie die extrazelluldre Regulation von reifen BMPs (Kapitel 1.4.2).

Wie bei der vorangegangenen Analyse in Kapitel 5.1 wurde nun die inaktive Proform von BMP-2
mit FSAP, Aprotinin oder Heparin vorinkubiert (30 min 37°C), und diese Stimulanzien in das
Differenzierungsmedium der C2C12 Myoblasten hinzugefiigt. Beim Aktivitétstest zeigte FSAP
behandeltes pro-BMP-2 (1 nM=45 ng/ml) eine deutliche ALP Induktion im Vergleich zu
unbehandelten pro-BMP-2, was auf eine Spaltung und Aktivierung riickschlieBen ldsst.
Enzymatisch inhibiertes FSAP, durch Aprotinin-Zugabe, reduzierte die ALP Induktion stark (Abb.
12 A). Aprotinin allein hatte keinen Effekt auf die ALP Induktion (nicht gezeigt). Pro-BMP-2
alleine 16ste bei einer Konzentration von 100 nM eine leichte ALP Induktion aus, was auf eine
FSAP unabhéngige Aktivierung riickschlieBen 14sst. Heparin, bzw. Heparin in Kombination mit
FSAP und pro-BMP-2 hatte nur einen sehr kleinen Effekt auf die ALP Induktion (Abb. 12 B).
Diese Daten implizieren eine negative Wirkung von Heparin auf die pro-BMP-2 Aktivitét. Die
Kontrollbehandlung der Zellen, Heparin allein war ohne Effekt (nicht gezeigt). Demnach wirkt
die Zugabe von Heparin inhibierend auf pro-BMP-2. Dies stimmt mit den Befunden der
vorherigen Untersuchung zu reifen BMP-2 iiberein (Abb. 8).
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Abb. 12. FSAP fiihrt zu einer Aktivierung der latenten Proform von BMP-2. (A) 0-100 nM pro-BMP-2
wurden mit FSAP (50 nM) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Aprotinin (10 pg/ml) vorinkubiert (30 min
37°C) und die ALP Induktion der C2C12 Zellen bestimmt. (B) Bestimmung der ALP Induktion nach
Vorinkubation von pro-BMP-2 (0-100 nM) mit FSAP (50 nM) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Heparin
(25 pg/ml). Aprot=Aprotinin; Hep=Heparin

Da wie bereits in Kapitel 5.1 beschrieben, eine FSAP induzierte Spaltung des reifen BMP-2 in
zwel Peptide aufgezeigt wurde, wurde flir pro-BMP-2 eine dhnliche Prozessierung vermutet.
Durch Western blot-Analyse konnte die Spaltung des grolen pro-BMP-2 Proteins (45 kDa) in
seinen reifen Monomer (13 kDa) unter reduzierenden Bedingungen beobachtet werden. Diese
Spaltung war abhdngig von der proteolytischen Aktivitit von FSAP, da die Zugabe von PPACK-
FSAP (irreversibler Inhibitor) zu keiner Spaltung fiihrte (Abb. 13 A). Die Zugabe von Heparin zu
pro-BMP-2 und FSAP blieb ohne Effekte. Heparin und pro-BMP-2 allein wies keine Spaltung auf,
ebenso wie pro-BMP-2 mit FSAP Puffer (Abb. 13 A).
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Abb. 13. Inaktives pro-BMP-2 wird durch FSAP in seine reife aktive Form gespalten. (A) Western blot-
Analyse mit anti-BMP-2 Antikorper. Pro-BMP-2 wurde mit FSAP, Heparin, PPACK-FSAP oder FSAP Puffer
inkubiert (2 h 37°C). Das 45 kDa grof3e pro-Molekiil (oberer Pfeil) wurde in das 13 kDa kleine reife Peptid
(unterer Pfeil) gespalten. (B) Coomassie Farbung der PVDF-Membran nach Western blot. Pro-BMP-2 (5 pg)
wurde mit FSAP (1 pg) inkubiert (2 h 37°C). Als Negativkontrolle der pro-BMP-2 Prozessierung diente FSAP
Puffer. N-terminale Sequenzierung der durch Pfeile gekennzeichneten Fragmente ergab den Anfang der
Polypeptidkette **QAKHK sowie ein um 7 Aminosduren gekiirztes Peptid mit dem Anfang PR (F)LKS. (C)
Schema der FSAP induzierten BMP-2 Prozessierung. FSAP spaltet die Prodoméne (R*®-Q*) sowie eine
weitere Proteolyse der reifen Kette bei Position R**-K**°. Das Furinspaltmotif RXXR ist kursiv markiert.

Numerische Angaben der Aminosduren beziehen sich auf das unreife Gesamtprotein (Vollldnge) (uniprot.org
Eintrag P12643).

Diese Befunde bestdtigen die Relevanz der enzymatisch funktionellen FSAP in Bezug auf die pro-
BMP-2 Aktivierung. Desweiteren ist die unverdanderte pro-BMP-2 Spaltung in Anwesenheit von
FSAP und Heparin ein Hinweis dafiir, dass Heparin erst sekunddr inhibierend wirkt. Die Spaltung
wird hier auch in Anwesenheit von Heparin durchgefiihrt. Demnach scheint Heparin erst im
zelluldren System auf die BMP-2 Wirkung Einfluss zu nehmen (Abb. 12 B).

N-terminale Sequenzierung der generierten BMP-2 Peptide identifizierte die Produkte **>QAKHK
sowie *KRLKS (Abb. 13 B, C). FSAP generiert daher die natiirlich vorkommende reife
Polypeptidkette aus der inaktiven Proform und spaltet innerhalb der Furinspaltstelle RXXR (Abb.
6). Ein weiteres Spaltprodukt des reifen N-Terminus (*°KRLKS) entspricht den Beobachtungen
der reifen BMP-2 Prozessierung durch FSAP (Kapitel 5.1). Dieses generierte Peptid zeichnet sich
durch gesteigerte biologische Aktivitét aus.
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Der biochemische Spaltungs- und Aktivierungsprozess wurde durch Western blot-Analyse

und Aktivitétstests definiert. Die konzentrations- und zeitabhingige Spaltung und Aktivierung ist

in Abb. 14 dargestellt. Bereits geringe Dosen von 1 nM FSAP fiihrten zu einer pro-BMP-2
Spaltung (Abb. 14 A+B), sowie eine Inkubation nach 2 min (Abb. 14 C+D).
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Abb. 14. FSAP aktiviert pro-BMP-2 konzentrations- und zeitabhiingig. (A) Konzentrationsabhéngiger
Aktivititstest durch Bestimmung der ALP in C2C12 Myoblasten. (B) Western blot-Analyse mit polyklonalen
anti-BMP-2 Antikdrper. Konzentrationsabhiangige Spaltung des groBlen pro-BMP-2 Proteins (100 nM) durch
FSAP (0,4-50 nM) Inkubation (45 kDa, oberer Pfeil) in die reife Form (13 kDa, unterer Pfeil) (C)
Zeitabhangiger Aktivititstest durch Bestimmung der ALP in C2C12 Myoblasten. (D) Western blot-Analyse mit
polyklonalen anti-BMP-2 Antikorper. Zeitabhéngige Spaltung von pro-BMP-2 (100 nM) durch FSAP (50 nM)
Inkubation (1-60 min) in die reife Form (13 kDa, unterer Pfeil). Aprot=Aprotinin. Daten représentieren 1 von 3
unabhéngigen Experimenten.

Aus diesen Experimenten geht FSAP als wichtiger extrazelluldrer Aktivator von inaktiven pro-

BMP-2 hervor, der im Zellkultursystem die osteogene Differenzierung in Myoblasten

vorantreiben kann.
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5.4 Analyse der der pro-BMP-2 Spaltung durch diverse Proteasen

Wie bei BMP-2 wurde auch fiir die Proform ein Aktivierungsvergleich mit diversen
extrazelluldren Proteasen (Kapitel 5.2) durchgefiihrt.

Der Aktivititstest ergab, das Plasmin ebenfalls zur pro-BMP-2 Aktivierung flihrt (Abb. 15 A).

Mit Hilfe von Western blot-Analyse konnte ermittelt werden, dass das 45 kDa Proprotein durch
FSAP, Plasmin und FXa prozessiert wurde (Abb. 15 B). Auffallend sind die unterschiedlichen
Bandenmuster der Molekulargewichte. Im Vergleich zum reifen BMP-2 (entspricht dem
Molekulargewicht von Produkt 1) entstehen nach den Proteasen Behandlungen unterschiedlich
groBe Fragmente (Produkt 1 und 2). Im Falle von FSAP entstehen zwei Spaltprodukte (Produkt 1
und 2), dies korreliert mit dem Sequenzierungsergebnis (**QAKHK und *°KRLKS). Nach
Plasmin Inkubation entsteht lediglich die kleinere Bande (Produkt 2). Zwar kommt es durch FXa
Behandlung auch zu einer pro-BMP-2 Spaltung (Abb. 15 B), jedoch weist das generierte Produkt
keine gesteigerte Aktivitdt im Zellkulturexperiment auf (Abb. 15 A).
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Abb. 15. Vergleich der pro-BMP-2 Aktivierung durch diverse Proteasen. (A) Aktivititstest von behandelten
pro-BMP-2 Proben und Bestimmung der ALP Induktion. (B) Western blot-Analyse mit polyklonalen anti-BMP-
2 Antikorper von behandelten pro-BMP-2 mit diversen Proteasen (30 min 37°C). Die 45 kDa groBe Proform von
BMP-2 wird durch FSAP, Plasmin und FXa prozessiert und ein kleines Peptid mit &hnlichem Molekulargewicht
(~13 kDa) als reifes BMP-2 generiert (untere Pfeile). Daten représentieren 1 von 3 unabhéngigen Experimente.

Aus diesen Untersuchungen erschlieBen sich FSAP und Plasmin als Aktivatoren von latenten pro-
BMP-2. Dies erginzt die Beobachtungen aus Kapitel 5.2, indem diese Serinproteasen bereits
reifes BMP-2 spalteten und die biologische Aktivitit steigerten. Desweiteren wurde nun Plasmin,

eine neue in Vvitro Rolle in der BMP-2 und pro-BMP-2 Aktivierung zugewiesen.
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5.5 Vergleich der FSAP und Plasmin induzierten BMP-Aktivierung

Um zu vergleichen, welche der Serinproteasen FSAP oder Plasmin stirkere Effizienz in der BMP-
2 sowie pro-BMP-2 Prozessierung besitzt, wurde eine konzentrationsabhingige Vergleichsstudie
durchgefiihrt.

Beim Aktivitétstest des behandelten reifen BMP-2 konnte sich erst ab der Konzentration von 1
nM Protease die FSAP als deutlicher Aktivierungsfaktor im Vergleich zu Plasmin herausstellen
(Abb. 16 A).

Bei der pro-BMP-2 Aktivierung war die biologische Aktivitdt durch Plasmin initial verstarkt (0,1-
0,8 nM Plasmin). Wie bei reifen BMP-2 kam es im Vergleich zu Plasmin ab einer Behandlung

durch 1 nM FSAP zu einer stirker ausgepriagten pro-BMP-2 Aktivierung (Abb. 16 B).
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Abb. 16. Vergleich der FSAP und Plasmin induzierten BMP-Aktivierung. (A) Konzentrationsabhéngige
BMP-2 Aktivierung durch ALP Induktion in C2C12 Zellen. BMP-2 (100 nM) wurde mit FSAP oder Plasmin
(0,1-50 nM) inkubiert (30 min 37°C) und C2C12 Myoblasten stimuliert. (B) Vergleich der FSAP und Plasmin
induzierten pro-BMP-2 Aktivitédtssteigerung in Konzentrationsabhéngigkeit. (C) Western blot-Analyse der
BMP-2 Spaltung mit anti-BMP-2 Antikérper der entsprechenden Proben aus (a). (D) Western blot-Analyse der
konzentrationsanhéingigen pro-BMP-2 Prozessierung durch FSAP und Plasmin. Daten reprisentieren 1 von 3
unabhingigen Experimenten.

Die Western blot-Analyse zeigte einen schnelleren Spaltungseintritt von BMP-2 und pro-BMP-2
nach FSAP Behandlung, im Vergleich zu Plasmin-Inkubation (Abb.16 C+D). Bei reifen BMP-2
kam es nach FSAP und Plasmin-Behandlung zu der Generierung des prozessierten BMP-2

Fragmentes (Abb. 16 C). Interessant war das unterschiedliche Bandenmuster bei der pro-BMP-2
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Spaltung. Zu sehen waren wieder die zwei kleinen Spaltprodukte. Plasmin generiert nur die
kleinere Bande (Abb. 16 D).

Um zu vergleichen, wodurch die verdnderten BMP Aktivititen durch FSAP- und Plasmin-
Behandlung stammen, wurde Amino-terminale Sequenzierung der enzymatisch gespalteten BMPs
durchgefiihrt.

Das BMP-2 Peptid wurde mit FSAP bzw. Plasmin inkubiert (2 h 37°C) und anschlieBend durch
SDS-PAGE separiert und die Peptide auf PVDF-Membran transferiert und mit Coomassie
visualisiert (Abb. 17 A).

' o
KQ% xq\@
v GV
Q #
kDa & Qﬁnvg N
17
— - BIMP-2
Produkt 1
= ookt 2
10 -
B
FSAP Produkt 1 Plasmin Produkt 2
Spaltstelle # 1 Spaltstelle # 2

i
283QAKHKQR2 - 20KRLKSS...| | 233QAKHKQRK2% I 291RLKSS. .

\\“‘ax #J_#f,,-f--*""‘f H\ __f__f_f__,,f-f--*"'f
N: c N‘: c

BMP-2 BMP-2

Abb. 17. Vergleich der FSAP und Plasmin induzierten Spaltung von BMP-2. (A) BMP-2 (5 pg) Inkubation
mit entsprechender Protease (1 pg) (2 h 37°C). SDS-PAGE und anschlieBender Proteintranfer auf PVDF-
Membran und Férbung mit Coomassie. Es sind zwei unterschiedliche Spaltprodukte (#1 FSAP und #2 Plasmin)
zu erkennen. (B) Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierung. Die Plasmin Schnittstelle ist im Vergleich zu
FSAP um 1 Aminosdure versetzt. Numerische Angaben der Aminosduren beziechen sich auf das unreife
Gesamtprotein (Vollldnge) (uniprot.org Eintrag P12643). Fett unterlegt sind die Ergebnisse der N-terminalen
Sequenzierung (5 Schritte).

Im Vergleich zur FSAP Behandlung ist das Plasmin generierte Peptid (Produkt # 2) deutlich
kleiner als das FSAP generierte (Produkt # 1) (Abb. 17 A). Die N-terminale Sequenzierung der

Plasmin vermittelten BMP-Prozessierung ergab, dass Plasmin die reife BMP-2 Kette bei K***-R*"
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spaltet, im Gegensatz zu FSAP (R*-K*°) und somit um eine Aminosiure versetzt BMP-2 spaltet
(Abb. 17 B).

Dieser Spaltungsvergleich wurde ebenfalls fiir latentes pro-BMP-2 durchgefiihrt (Abb. 18 A). Bei
pro-BMP-2 wurde die gleiche Plasmin-Spaltstelle wie bei reifen BMP-2 identifiziert (Abb. 18 B).
Diese Schnittstelle durch Plasmin unterscheidet sich um nur 1 Aminoséure von der FSAP
induzierten Spaltstelle. Die pro-BMP-2 Spaltung innerhalb der Furinspaltstelle tritt nach Plasmin

Inkubation nicht auf.
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Abb. 18. Vergleich der FSAP und Plasmin induzierten Spaltung von pro-BMP-2. (A) Pro-BMP-2 wird
durch FSAP und Plasmin gespalten. BMP-2 (5 pg) Inkubation mit entsprechender Protease (1 pg) (2 h 37°C)
und SDS-PAGE und anschlieBendem Proteintransfer auf PVDF-Membran sowie Férbung mit Coomassie. (B)
Die Plasmin Schnittstelle ist um 1 Aminosdure versetzt im Vergleich zu FSAP. Das N-terminale
Sequenzierungsergebnis ist fett angegeben und das RXXR Spaltungs-Erkennungsmotiv der Prodoméne ist kursiv
eingezeichnet. Numerische Angaben der Aminosduren beziehen sich auf das unreife Gesamtprotein (Volllinge)
(uniprot.org Eintrag P12643). Fett unterlegt sind die Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierung (5 Schritte).

Die biologische Aktivitdt des generierten Produkts zeigt jedoch deutliche Unterschiede auf. Um
den BMP-Signalweg zu untersuchen, sollte im Folgenden die BMP-Rezeptoraktivierung und der

daraus resultierenden intrazelluldren Rezeptorkinase-Phosphorylierung analysiert werden.
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5.6 FSAP steigert die Smad-abhéingigen Proliferationsinhibierung sowie

BMP-2 Akkumulation in C2C12 Myoblasten

Um den Signalweg der gesteigerten FSAP-vermittelten BMP-2 Aktivitdt zu untersuchen, wurde
die intrazelluldre Phosphorylierung von Smad1/5/8 durch den ligandengebundenen BMP-
Rezeptor (Kapitel 1.4.1) in Myoblasten analysiert.

BMP-2 bzw. pro-BMP-2 wurde fiir 30 min bei 37°C mit FSAP vorinkubiert und danach C2C12
Zellen stimuliert. Nach 30 min wurden die Zellen geerntet und durch Western blot-Methode mit
polyklonalen anti-Phospho-Smad1/5/8  Antikorper — analysiert. Zur Kontrolle diente
unphosphorylierte anti-Smadl Detektion als Proteinladekontrolle (Abb. 19 A+B)
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Abb. 19. Smad1/5/8 Phosphorylierung in BMP stimulierten C2C12 Myoblasten. (A) Western blot-Analyse
der BMP-2 Behandlung mit FSAP (30 min bei 37°C) mit anschlieBender Stimulierung der C2C12 Zellen fiir
30min. Polyklonaler anti-Phospho-Smad1/5/8 Antikdrper detektierte phosphorylierten Smad-Komplex. Anti-
Smad1l Detektion dient als Ladekontrolle. Unten: densiometrische Auswertung des Western blot. (B) Western
blot Analyse der Smad1/5/8 Phosphorylierung in C2C12 Myoblasten nach Stimulierung von FSAP behandelten
pro-BMP-2. Unten: densiometrische Auswertung der Western blot-Analyse.

Die Zugabe von FSAP zu reifen BMP-2 verstirkte deutlich den Grad der Phosphorylierung (Abb.
19 A). Pro-BMP-2 ohne vorherige FSAP Behandlung blieb inaktiv und fiihrte zu keiner Smad
1/5/8 Phosphorylierung (Abb. 19 B). Erst die Zugabe von FSAP fiihrte zu einer Smadl1/5/8
Phosphorylierung. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die FSAP induzierte BMP-2
Aktivititssteigerung durch gesteigerte Signaltransduktion des aktivierten BMP-Rezeptors herfiihrt.
Neben der BMP-2 induzierten Transdifferenzierung der C2C12 Myoblasten oder VSMCs
(Nakaoka et al., 1997) ist ebenfalls bekannt, dass diese ihr Zellwachstum einstellen, um den
Differenzierungsprozess einzuleiten (Kapitel 1.4.1 und 1.4.3). Daher sollte der Einfluss von FSAP
und BMP-2 auf die Proliferation von Myoblasten untersucht werden. Dazu wurde BMP-2 bzw.

pro-BMP-2 mit FSAP in Anwesenheit/Abwesenheit von Heparin oder Aprotinin vorinkubiert (30
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min bei 37°C) und C2C12 Zellen stimuliert (16 h). Mit Hilfe eines BrdU-Einbau ELISA wurde
die DNA-Synthese ermittelt

Reifes BMP-2 ohne vorherige Behandlung hatte einen leicht inhibitorischen Effekt auf die
Proliferation (Abb. 20) Nach Zugabe von FSAP wurde dieser inhibitorische Effekt deutlich
verstirkt. Die Koinkubation mit Heparin bzw. Aprotinin hatte ebenfalls eine Reduktion zu Folge.
Bei unbehandelten pro-BMP-2 gab es keinerlei Effekte im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrolle. Erst nach Zugabe von FSAP wurde pro-BMP-2 aktiviert, und ein antiproliferativer
Effekt war erkennbar. Dieser Effekt wurde durch Anwesenheit von Heparin bzw. Aprotinin leicht
aufgehoben (Abb. 20)

Demnach fordert FSAP aktiviertes BMP-2 nicht nur die Differenzierung durch Induktion der ALP,

sondern inhibiert auch die Proliferation der Zielzellen.
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Abb. 20. Aktiviertes BMP-2 inhibiert die Proliferation in C2C12 Myoblasten. DNA-Synthese Bestimmung
durch BrdU-Einbau ELISA. Nach 30-miniitiger Vorinkubation von BMP-2 und pro-BMP-2 mit FSAP in
Anwesenheit/Abwesenheit von Heparin und Aprotinin wurden C2C12 Myoblasten stimuliert und der BrdU
DNA-Einbau nach 16h durch ELISA analysiert. Hep=Heparin, Aprot=Aprotinin

Da die BMP-2 Rezeptorbindung durch FSAP-Zugabe erhoht zu sein scheint (verstérkte
Smad1/5/8 Phosphorylierung; Abb. 19), war es fraglich, ob das behandelte BMP-2 eine
verdanderte Zellassoziation besitzt. Daher wurde eine BMP-2 Lokalisationsstudie in C2C12
Myoblasten durchgefiihrt. Dafiir wurden zunachst BMP-2 bzw. pro-BMP-2 mit FSAP oder Puffer
fur 30 min bei 37°C vorinkubiert, und danach fiir 24 h C2C12 Zellen stimuliert. Die
Immunfluoreszens-Analyse wurde mit Hilfe eines polyklonalem BMP-2 Antikorpers durchgefiihrt,
der gegen den N-Terminus des reifen BMP-2 gerichtet ist, und daher nicht zwischen pro- und

reifer BMP-2 Form unterscheiden kann.
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BMP-2 pro-BMP-2 Neg. Kontrolle

Abb. 21. FSAP stimuliert BMP-2 und pro-BMP-2 Akkumulation in Myoblasten. Lokalisation von BMP-2
nach Myoblasten Stimulierung. BMP-2 und pro-BMP-2 wurden mit FSAP oder FSAP Puffer vorinkubiert (30
min 37°C) und Myoblasten stimuliert. Nach Fixierung und Waschen der Zellen wurden diese mit anti-BMP-2
Antikorper gefarbt (griin) und de Nuklei mit Dapi (blau) visualisiert. Als Negativkontrolle wurde Kontroll-IgG
verwendet. Skala entspricht 50 pM.

+ FSAP

+ Puffer

Konfokale Mikroskopie der Immunfiarbung ergab eine diffuse Lokalisation von BMP-2 nach
Puffer Behandlung (Abb. 21). Dies lédsst darauf schliessen, dass die BMP-2 Anheftung nicht nur
auf die Zellmembran (roter Pfeil) beschriankt war, wie man eine Bindung an die extrazelluldre
Matrix oder an den BMP-Rezeptor vermuten wiirde, sondern auch endozytotisch aufgenomen
wird (Hartung et al., 2006). Immunfluoreszens war an der Zellmembran sowie im Zytoplasma als
auch im Kern zu detektieren. Bei der Zusetzung von FSAP wurde die Immunfarbung nochmals
verstarkt. Bemerkenswert war die BMP-2 Lokalisation um den Nukleus herum. Es waren auch
kleine granuldre Stukturen innerhalb des Kerns sichtbar sowie Akkumulation um den Zellkern
(weisser Pfeil) (Abb. 21).

Pro-BMP-2 mit Puffer Behandlung verhielt sich bei der Immunreaktion wie die Negativkontrolle
(Konroll-IgG). Nach Zugabe von FSAP war die diverse Lokalisation von aktivierten pro-BMP-2
jedoch zu erkennen. Ahnlich wie bei reifen BMP-2 kam es hier zur Lokalisation an der
Zellmembran, im Zytoplasma, sowie im Zellkern und granuldre Strukturen am Zellkern (weisser

Pfeil) (Abb. 21).
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Es scheint daher, als wiirde BMP-2 nach FSAP Vorbehandlung stérker in die Zelle aufgenommen
werden. Dies ldsst die Hypothese entstehen, ob endozytiertes BMP-2 auch in den Nukleus
wandert und dort als eigener Transkriptionsfaktor wirkt (Felin et al., 2012).

5.7 Bindungsstudie von FSAP an BMP-2 und pro-BMP-2

Die groe Prodoméne der TGF-B Superfamilienmitglieder iibt im Extrazelluldrraum eine
wichtige Rolle fiir die Anheftung an Oberflachen, wie Matrixkomponenten oder Liganden aus
(Kapitel 1.4.2).

Da diese Struktur auch stochiometrisch den direkten Zugang zum reifen Peptid beeinflusst,
sollte in einer Bindungsstudie untersucht werden, ob FSAP unterschiedliche Affinititen zu

reifen BMP-2 bzw. der Proform aufweist.

pro-BMP-2
B BMP-2

7 5

g

 #

N

w7

OO0 oo
OV ™ oo
N

A

FSAP Bindung
(Abs. 450nm)

o
o
N
o

5 2 2 2 FSAP (ug/ml)
+Hep +Aprot

Abb. 22. FSAP-Bindungsstudie an immobilisiertes BMP-2 und pro-BMP-2. BMP-2 oder pro-BMP-2 wurde
auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und mit steigender Konzentration von FSAP (0,2-2 pg/ml) inkubiert.
Aprotinin (10 pg/ml) sowie Heparin (25 pg/ml) wurden ebenfalls koinkubiert. Nach intensiven Waschen wurde
gebundenes FSAP durch anti-FSAP Antikdrper mittels ELISA gemessen. Daten représentieren 1 von 2
unabhingigen Experimenten. Hep= Heparin, Aprot=Aprotinin

Es gab keine konzentrationsabhidngige Bindung von FSAP an immobilisiertes pro-BMP-2
(Abb. 22). Die Koinkubation mit Heparin bzw. Aprotinin hatte keinen Einfluss auf die FSAP-
Bindung. Anders verhielt es sich bei immobilisierten pro-BMP-2. Hier kam es zu einer
konzentrationsabhdngigen Bindung der FSAP an die Proform. Die Bindung war allerdings
geringer im Vergleich zu reifen BMP-2. Wie bei reifen BMP-2 hatte auch hier die
Koinkubation mit Heparin bzw. Aprotinin keinen Effekt auf die FSAP-Affinitét (Abb. 22).

Dies lasst darauf schliessen, dass beim Vergleich zum kurzen reifen BMP-2 Peptid, die grol3e
Prodoméne inhibierend auf die FSAP-Bindung wirken konnte. Die proteolytische Aktivitit

der FSAP scheint fiir die Ligandenbindung nicht essentiell zu sein.
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5.8 Endogene FSAP und die BMP-2 Prozessierung in Hepatozyten

Nachdem der Wirkungsmechanismus von exogener FSAP auf die BMP-2 Aktivierung in C2C12

Myoblasten untersucht wurde, sollte nun der Effekt von endogener FSAP analysiert werden.

Um die bestmoglichste Ausbeute an exprimierter FSAP zu erhalten, wurde ihr Hauptsyntheseort,

Hepatozyten, verwendet. Es wurden murine Hepatozyten (AMLI12) zur Untersuchung

herangezogen.

Eine Herrunterregulation der FSAP mRNA wurde durch HABP2 siRNA-Transfektion induziert.

Um Nebeneffekte auszuschlieBen, wurden die Zellen mit Negativkontroll siRNA transfiziert (24 h)
und serumfrei gehalten. AnschlieBend wurden die Zellen mit pro-BMP-2 stimuliert (30 min und 4

h), und die Kulturiiberstainde mittels Western blot-Analyse auf eine Proteinspaltung untersucht.

Bereits nach 30min Stimulation war eine vollstandige Spaltung von pro-BMP-2 in die reife Form

zu detektieren, was jedoch nicht bei HABP2-siRNA-Transfektion statt fand (Abb. 23 A).
Lediglich nach einer 4-stiindigen Stimulation konnte auch die prozessierte Form im Ubestand der

HABP2-siRNA transfizierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 23 A unten). Dies deutet darauf
hin, dass die Anwesenheit von endogenen FSAP wichtig fiir die pro-BMP-2 Spaltung ist. Um zu

iiberpriifen, ob die siRNA Transfektion auf Proteinebene erfolgreich war, wurde FSAP Protein in

den transfizierten Kulturiiberstinden nachgewiesen. Im Vergleich zu den mit Negativkontroll

siRNA behandelten Zellen (NK) ist die FSAP Proteinmenge deutlich verringert (Abb. 23 B).

Daher kann davon ausgegangen werden, dass endogene FSAP fiir die Prozessierung des

Wachstumstaktors wichtig ist.
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Abb. 23. Endogenes FSAP spaltet pro-BMP-2 bei AML12 Zellen. (A) Western blot-Analyse mit
polyklonalen anti-BMP-2 Antikdrper der stimulierten Kulturiiberstinde von AML12 Zellen. AML12 Zellen
wurden mit siRNA transfiziert (HABP2und Negativkontroll (NK) siRNA) und nach 24 Stunden mit pro-BMP-2
stimuliert (30 min und 4 h). Bereits nach 30 min Inkubation (oberes Bild) war eine vollstindige pro-BMP-2
Spaltung in Kontroll behandelten Zellen zu detektieren, wohingegen eine FSAP Herunterregulation zu keiner
Spaltung fiihrte. Nach 4 h Inkubation war auch in diesen Zellen eine leichte pro-BMP-2 Spaltung nachzuweisen
(unteres Bild). Zum GroBenvergleich wurden als Kontrollgroen (K) BMP-2 und pro-BMP-2 dargestellt. (B)
Western blot Analyse der transfizierten Zellen und Bestimmung von FSAP Protein in den Uberstinden mit
polyklonalen FSAP Antikorper. Daten reprasentieren 1 von 4 unabhéngigen Experimenten.

Um den biologischen Effekt der durch endogenes FSAP prozessierte pro-BMP-2 zu ermitteln,
wurde die mRNA des BMP-2 Zielgens Hepcidin in Hepatozyten bestimmt. Hepcidin ist ein
natlirliches Zielgen von BMPs in der Leber, und spielt fiir den Eisenmetabolismus eine wichtige
Rolle (Kapitel 1.4.3). Die Stimulierung mit BMP-2 und pro-BMP-2 fiihrte nur in Kontroll siRNA
transfizierten Zellen zu einer gesteigerten Hepcidin-Induktion (Abb. 24 A), was mit der Protein-
Spaltung (Abb. 23 A) korreliert. Demnach fiihrt endogene FSAP zur Spaltung und signifikanten
Aktivierung von pro-BMP-2. Als Nachweis einer erfolgreichen FSAP mRNA Herrunterregulation
durch HABP2 siRNA wurde die FSAP mRNA bestimmt. Quantitative Realtime PCR ergab eine
signifikante Herunterregulation der FSAP mRNA, wohingegen Kontroll siRNA zu keiner FSAP-
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Erniedrigung fiihrte (Abb. 24 B). Dies erginzt die Befunde der FSAP Herunteregulation auf
Proteinebene (Abb. 23 B) auf mRNA Ebene (Abb. 24 B).

Kontroll siRNA
mm HABP2 siRNA

Hepcidin/
GAPDH mRNA

Vielfache Anderung
FSAP/
GAPDH mRNA

Plg/
GAPDH mRNA

Abb. 24. Herunterregulation von FSAP durch siRNA in AML12 Zellen und BMP-2 Aktivierung. AML12
Zellen wurden mit HABP25siRNA oder Negativkontroll siRNA transfiziert und nach 24 h mit BMP-2 und pro-
BMP-2 stimuliert (4 h). Quantitative Bestimmung der Hepcidin mRNA Expression (A), der FSAP mRNA
Expression (B) sowie zur Kontrolle die unverdnderte Plasminogen (Plg) mRNA Expression (C) durch qPCR.
Daten représentieren Mittelwerte mit +/-SEM (n= 4; *p < 0,05 n.s.= nicht signifikant).

Um auszuschlieen, ob durch die FSAP Herunterregulierung Kompensationseffekte auftreten,
wobei andere Proteasen gehduft exprimiert werden, wurde die Genexpression von Plasminogen

iiberpriift, da es sich hier auch um einen BMP-2 Aktivator handelt (Kapitel 5.2). Die mRNA
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Analyse ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede der Plasminogen Expression in Kontroll-
und HABP2-siRNA transfizierten Zellen (Abb. 24 C).

Aus diesen Befunden scheint endogene FSAP eine Bedeutung fiir die BMP-2 Aktivitatssteigerung
und pro-BMP-2 Spaltung zu haben.

5.9 BMP-2 Aktivierung in VSMCs durch FSAP

Da die FSAP Proteinaktivitit auch in Korrelation zu vaskuldrer Kalzifizierung und
Arteriosklerose steht, und VSMCs zu den Zielzellen der vaskuldren BMP-Funktion gehdren
(Kapitel 1.2 und 1.4.3), sollte der Einfluss der FSAP auf BMP-2 stimulierte VSMCs
analysiert werden.

VSMCs wurden mit BMP-2 bzw. pro-BMP-2 sowie FSAP in Anwesenheit/Abwesenheit von
Heparin stimuliert, und anschlieBend die rezeptorvermittelte Smad1/5/8-Phosphorylierung
bestimmt. Eine Koinkubation mit Heparin reduzierte die Smad-Phosphorylierung durch BMP-
2 (Abb. 25 A). Diese Effekte waren bei der Zellstimulation durch latentes pro-BMP-2 noch
deutlicher. Pro-BMP-2 alleine iibte keine Rezeptoraktivierung aus, nach FSAP Zugabe war
die Smad1/5/8-Phosphorylierung jedoch deutlich messbar (Abb. 25 B).
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Abb. 25. Smadl/5/8 Phosphorylierung in stimulierten VSMCs. (A) Western blot-Analyse durch Anti-
Phospho-Smad1/5/8 Antikdrper. BMP-2 wurde mit FSAP (0,15 und 1 nM) in Anwesenheit/Abwesenheit von
Heparin (25 pg/ml) 30 min bei 37°C vorinkubiert. Nach 30-miniitiger Stimulation von VSMC wurden die
Zellextrakte geernet. (B) Western blot-Analyse der stimulierten VSMCs mit pro-BMP-2 und FSAP sowie
Koinkubation mit Heparin. Als interne Ladekontrolle der Zellextrakte diente anti-Smad 1 Antikorper.

Nachdem nun belegt wurde, dass FSAP einen positiven, verstirkenden Effekt auf die BMP-2
Signaltransduktion in VSMCs hat, sollte nun die Induktion der typischen BMP-2 Zielgene in

stimulierten VSMCs analysiert werden.
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Zu diesen gehoren, wie in der Einleitung Kapitel 1.4.1 bereits beschrieben, Id1 und inhibitorisches
Smad6.

Nach 4-stiindiger Stimulation der Zellen mit BMP-2 bzw. pro-BMP-2 und FSAP wurde eine
mRNA-Analyse dieser Genprodukte durchgefiihrt.
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Abb. 26. FSAP aktiviert BMP-2 und steigert die Expression der Zielgene in VSMCs. Quantitative Realtime
PCR der stimulierten VSMCs nach 4 h. BMP-2 wurden mit FSAP vorinkubiert (30 min 37°C) und anschlieSend
VSMCs stimuliert. Die mRNA Expression des BMP-2 Zielgene Id1 (A) und Smad6 (B) wurde mit interner
GAPDH Expression kontrolliert. Daten représentieren Mittelwerte mit +/- SEM (n= 3; *p < 0,05, n.s.=nicht
signifikant).

Quantitative Realtime PCR zeigte eine positive Wirkung der FSAP-erhohten BMP-2 Aktivitit
durch Hochregulierung von Idl mRNA (Abb. 26 A). Pro-BMP-2 alleine blieb inaktiv und es kam
zu keiner Id1-Expression, wohingegen die Zugabe von FSAP pro-BMP-2 signifikant aktivierte.
Als Kontrolle wurde FSAP allein eingesetzt. Die Protease hatte keinen Einfluss auf die Id1-

Expression (Abb. 26 A).
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Ein dhnliches Muster wurde bei der Analyse von Smad6 mRNA festgestellt. Auch hier wurde
durch die Zugabe von FSAP die BMP-2 Aktivitdt, und somit die Smad6 mRNA Expression
erhoht. Pro-BMP-2 konnte erst durch vorherige FSAP-Aktivierung Smad6 induzieren (Abb. 26 B).
Diese Ergebnisse erginzen die zelluliren Effekte von BMP-2, die in dieser Arbeit bereits in
Myoblasten und Hepatozyten demonstriert wurden. In allen Fillen wird die BMP-2 Aktivitit
durch FSAP-Zugabe verstérkt. Die durch FSAP verstirkende BMP-2 Wirkung auf VSMCs konnte

ein Hinweis auf eine Rolle der FSAP in der vaskuldren Kalzifizierung sein.

5.10 Expression und Aktivitit von rekombinanten Wildtyp und mutierten
pro-BMP-2

Um die Interaktion zwischen endogenen pro-BMP-2 und FSAP in Detail zu untersuchen, wurde
rekombinantes pro-BMP-2 in HEK293 Zellen exprimiert.

Als Ausgangsprodukt fiir die Klonierung wurde das Plasmid pET1la pro-BMP-2 mit der
humanen pro-BMP-2 ¢cDNA Sequenz verwendet. Mittels PCR wurde die pro-BMP-2 Sequenz
amplifiziert und durch angefiigte BamHI und HindIIl Restriktionsenzym-Schnittstellen in das
Plasmid pSecTag2A hineinkloniert (pSec_Tag2A pro-BMP-2) (Abb. 27). Der Vektor enthélt eine
zuitzliche Prisequenz nach dem Startkodon ATG, die eine Sekretion in den Kulturiiberstand

fordern soll (Abb. 27).
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Abb. 27. Klonierung des Plasmids pSecTag2A_pro-BMP-2 fiir die Expression in Eukaryoten. (A)
Klonierungsstrategie. Die pro-BMP-2 Sequenz inklusive Stopcodon (TAA) wurde durch PCR amplifiziert und
die angefiigten Schnittstellen von HindIIl und BanHI abgespalten. Der Vektor wurde innerhalb der multiplen
Klonierungsseite durch HindIII 1 und BanHI inearisiert und das Insert in richtiger Orientierung des Leserahmens
hinein ligiert. Durch den Vektor erhidlt die pro-BMP-2 Sequenz eine 5’-angefiigte Prisequenz, die gleich nach
dem Startcodon ATG abgelesen wird. (B) Amplifikation der pro-BMP-2 Sequenz durch PCR. TAE-Agarosegel
mit aufgetrennter DNA. Das PCR Produkt soll eine kalkulierte Grof3e von 1156 Bp haben. (C) Plasmid-DNA
Analyse eines transformierten E.coli Klons. TAE Agarosegel mit restringierter (HindIIl und BanHI) Plasmid-
DNA. Nachweis der erfolgreichen Ligation von Vektor und Insert durch Herausschneiden des aufgenommenen
Inserts (~1100 Bp).

Dieses Konstrukt wurde zur Uberpriifung des korrekten Leserahmens sequenziert und erwies sich
als fehlerfrei. Zur Proteinexpression wurden die Konstrukte anschliefend transient in HEK293
Zellen transfiziert, und nach 24 Stunden Expression die Kulturiiberstinde mittels Western blot
analysiert (Abb. 28 A).

In diesem Expressionssystem war ebenfalls eine sehr geringe Sekretion der Proform in den
Kulturiiberstand nachweisbar (Abb. 28 A oberer Pfeil). Dies ist ein weiterer Beweis, dass die

Proform auch ohne posttranslationale Modifikation (Furin-Spaltung) sekretiert wird. Die Zugabe
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von FSAP fiihrte zu einer Spaltung der Proform, sowie des reifen Peptids (Abb. 28 A). Um die
Sekretion der Proform in den Uberstand zu steigern, wurden die Zellen mit Furininhibitor (FI)
behandelt. Nach Behandlung der Zellen mit Furininhibitor war die Proform in ausreichender
Menge im Kulturiiberstand vorzufinden (Abb. 28 B). Nun konnte nach der endogenen BMP-2
Spaltung auch die Proteolyse der sekretierten Proform nach FSAP Behandlung dokumentiert
werden (Abb. 28 B).
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Abb. 28. Sekretion von rekombinantem pro-BMP-2 und Spaltung nach FSAP Behandlung. Western blot
Analyse der Kulturiiberstinde von transfizierten HEK293 Zellen mittels polyklonalen anti-BMP-2 Antikorper.
(A) ohne Furininhibitor (FI) Behandlung (B) mit Furininhibitor. Zur Negativkontrolle wurde der leere Vektor
transfiziert. WT=Wildtyp pro-BMP-2, K= Kontrollprotein aus E.coli Herstellung.

Die Uberstinde der transfizierten HEK-293 Zellen wurden gesammelt und anschlieBend die
biologische Aktivitdt durch ALP-Assay in C2C12 Myoblasten tiberpriift.

Dazu wurden die Uberstinde mit FSAP oder Puffer vorinkubiert (30 min 37°C) und anschlieBend
C2C12 Zellen stimuliert. Die Analyse der ALP Induktion ergab, dass die rekombinate Proform
ohne biologische Aktivitit war, jedoch durch FSAP Behandlung aktiviert werden konnte (Abb.
29). Interesannterweise hatte die Zugabe des Furininhibitors keinen Einfluss auf das Ergebnis. Es
scheint, als hitte sekretiertes reifes BMP-2 keinen Einfluss auf die ALP Induktion, da hier keine
Unterschiede zwischen Leervektor, pro-BMP-2 ohne Furininhibitor und pro-BMP-2 ohne FSAP
zu erkennen waren (Abb. 29 A). Zur Kontrolle wurde die FSAP Aktivitdt in diesen Proben
untersucht. Die Zugabe des Furininhibitors hatte keinen inhibierenden Effekt auf die FSAP
Aktivitdt (Abb. 29 B).
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Abb. 29. Sekretiertes pro-BMP-2 wird durch FSAP aktiviert. (A) Bestimung der Induktion der alkalischen
Phosphatase (ALP) nach Stimulierung von C2C12 Zellen mit den Kulturiiberstdnden von pSecTag2A pro-BMP-
2 transfizierter HEK293 Zellen (mit und ohne Furininhibitor Behandlung (FI)). Die Uberstinde wurden zuvor
mit oder ohne FSAP behandelt (30 min 37°C). (B) Bestimmung der FSAP Aktivitit. Die Kulturiiberstdnde
wurden mit 10 pg/ml FSAP behandelt (30 min 37°C) und die FSAP Aktivitit durch Umsetzung des
chromogenes Substrats bei 405 nm ermittelt.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die inaktive Proform von BMP-2 auch in transfizierten
HEK293 sekretiert wird, und dass FSAP endogenes BMP-2 spaltet und aktiviert. Diese
Aktivierung ist unabhiingig von der Aktivitit von endogenem Furin.

Da die Spaltstellen von pro-BMP-2 und BMP-2 bereits identifiziert waren (Kapitel 5.1 und 5.3),
sollte durch eine Mutationsstudie ermittelt werden, welche Aminosduren innerhalb der Spaltstelle
essentiell fiir die FSAP-Spaltung sind.

Da FSAP den Wachstumsfaktor in einer Region mit hoher basischer Aminoséuren Dichte spaltet,
war es fraglich, ob durch Mutationen einzelner basischer Aminosduren zu unpolaren Aminoséuren
eine Spaltungsinhibierung auftritt (Abb. 30). Durch Klonierung und Expression diverser pro-
BMP-2 Mutanten in eukarytotischen Zellen sollte durch FSAP Behandlung eine Interaktion

untersucht werden. Dazu wurden 5 pro-BMP-2 Konstrukte kloniert, bei denen jeweils ein Arginin
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zu einen Serin (K278S, R2828S, K285S, R282S, K290S) mutiert wurde (Abb. 30).

PC? FSAP?
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...KREKR?8 - 28QAKHKQR?89 - 290KRLKSS... WT
...SREKR?82 - 28QAKHKQR?289 - 290KRLKSS... K278S
...KREKS?82 - 283QAKHKQR?®? - 20KRLKSS... R282S
...KREKR?82 - 28QASHKQR?289 - 220KRLKSS... K285S
..KREKR?82 - 283QAKHKQS?8° - 220KRLKSS... R289S
..KREKR?82 - 283QAKHKQR?? - 20SRLKSS... K290S
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Abb. 30. Schema der Mutationsstudie von pro-BMP-2. Darstellung des Ubergangs zwischen Prodomine und
reifer BMP-2 Kette. Die Furinschnittstelle ist kursiv eingezeichnet und soll in der Wildtypform durch
Proproteinkonvertasen (PC) prozessiert werden. Die FSAP induzierten Spaltstellen sind durch Pfeile markiert.
Fir die Struktur-Funktions Analyse werden die Reste K278, R282S, K285S, R282S und K290S (rot) zu
unpolaren Serinen mutiert.

Ziel war es, durch die pro-BMP-2 Mutanten die enscheidenden Aminosduren fiir die FSAP
Spaltung zu identifizieren. Alle Mutanten liefen sich erfolgreich mit dhnlicher Ausbeute (~80
ng/ml Protein) in HEK293 Zellen exprimieren. Der Zelliiberstand wurde mit FSAP behandelt (30
min 37°C) und anschlieBend C2C12 Zellen stimuliert. Uberraschenderweise war die Aktivitit der

verschiedenen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp unverdndert (Abb. 31).
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Abb. 31. Aktivititstest der verschiedenen pro-BMP-2 Mutanten nach FSAP Behandlung. Das
konditionierte Medium der transfizierten HEK293 Zellen wurde gesammelt und mit/ohne FSAP behandelt (30
min 37°C). C2C12 Zellen wurden mit den Uberstinden (50 ul) stimuliert und die Induktion der ALP ermittelt.
Daten représentieren 1 von 3 unabhéingigen Experimenten.
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Alle pro-BMP-2 Mutanten zeigten nach FSAP Behandlung eine Aktivititssteigerung (Abb. 31).
Auch auf Proteinebene wurden alle Mutanten durch FSAP proteolytisch in die reife Form

gespalten (Abb. 32 A+B).

WT | K278S| R282S| K285S| R289S | K290S

FSAP| - + |- + |- + |- + | - + |- +|K vV
kDa |, - — . — — —
43 - ' - pro-BMP-2
171
- » 8P @9 - +—BMP-2
10 1 ——

Abb. 32. FSAP spaltet alle pro-BMP-2 Mutanten. Western blot-Analyse der Zelliiberstinde nach
Proteinexpression in HEK293 Zellen mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikdrper. Das Wildtyp (WT) Protein
sowie die pro-BMP-2 Mutanten K278S, R282S, K285S, R282S und K290S wurden mit FSAP inkubiert (60 min
37°C). K=Kontrolle (pro-BMP-2 und BMP-2 aus E.coli Herstellung), V=Vektor

Desweiteren sollte gekldrt werden, ob zeitabhdngige Unterschiede der FSAP induzierten
Proteolyse auftreten. Dazu wurden die mutierten pro-BMP-2 zu unterschiedlichen Zeitpunkten
mit FSAP inkubiert und der Western blot-Analyse unterzogen. Jedoch ergaben sich auch hier
keine Unterschiede im Spaltungseintritt im Vergleich zum Wildtyp pro-BMP-2 (Abb. 33).
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Abb. 33. Zeitabhiingige Proteolyse von mutierten pro-BMP-2 durch FSAP. Western blot Analyse der
Zelliiberstainde nach Proteinexpression in HEK293 Zellen mit polyklonalen anti-BMP-2 Antikorper. Das
Wildtyp (WT) Protein sowie die pro-BMP-2 Mutanten wurden mit FSAP inkubiert. V=Vektor, K=Kontrolle
(pro-BMP-2 und BMP-2 aus E.coli Herstellung).

Durch diese pro-BMP-2 Mutationsstudie wurde nachgewiesen, dass der Austausch der basischen
Aminosduren K278S, R282S, K285S und K290S zu unpolaren Serinen nicht essentiell fiir die
Prozessierung durch FSAP oder PC’s sind (PC’s= Proproteinkonvertasen).

Daraus folgte die Fragestellung, ob die benachbarten Sequenzen der FSAP Spaltstellen
mitverantwortlich sind. Um diese Frage zu beantworten, wurden Triple-Mutanten von pro-BMP-2
hergestellt und in HEK293 Zellen exprimiert. Die Herstellung der Triple-Mutanten erfolgte in
mehreren Stufen, indem jede einzelne Base innerhalb des Aminosdurenaustauschs durch

Mutagenese-PCR ersetzt wurde. Dabei entstand das Konstrukt pro-BMP-2_SSS**? mit einer
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mutierten Furin Spaltstelle, sowie das Konstrukt pro-BMP-2_SSS**° dass eine Triple-Mutation vor

der FSAP Spaltstelle der reifen BMP-2 Kette tragt (Abb. 34).
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Abb. 34. Schema der Triple-Mutationsstudie von pro-BMP-2. Darstellung des Ubergangs zwischen
Prodoméne und reifer BMP-2 Kette. Die Furinschnittstelle ist kursiv eingezeichnet. Die putativen FSAP
Spaltstellen sind durch Pfeile markiert. Fiir die Triple Mutation werden die Reste EKR*** zu SSS*** sowie
KQR™ zu SSS™ mutiert (rot). Durch den 3-fachen Aminosiureaustausch zu unpolaren Serinen soll die
Proteolyse der Varianten pro-BMP-2_SSS*** sowie pro-BMP-2_SSS*™ durch FSAP analysiert werden. WT=
Wildtyp, PC=Proproteinkonvertase

Die Triple-Mutanten wurden in Anwesenheit/Abwesenheit von Furininhibitor in HEK293 Zellen
exprimiert, und nach 24 h geerntet. Es war fraglich, ob die Mutation der Furinspaltstelle
Auswirkung auf die Proteinqualitit bzw. die Sekretion haben konnte. Um dies genauer zu
analysieren, wurden die Uberstiinde und Zellextrakte der Triple-Mutanten untersucht.

S22 kaum in den

Bei der Western blot Analyse stellte sich heraus, dass die Triple-Mutante SS
Uberstand sekretiert wird (Abb. 35 A). Bei der Triple-Mutante SSS*™ enstand ein weiteres
Fragment mit einem Molekulargewicht von ~20 kDa (Abb. 35 A). Zur Kontrolle dienten die

Einzelmutationen K258S, K290S sowie der Leervektor.
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Abb. 35. Analyse der Sekretion und Prozessierung der pro-BMP-2 Triple-Mutanten. Western Blot-Analyse
der Kulturiiberstinde sowie der Zellextrakte von transfizierten HEK293 Zellen (Einzelmutationen K285S und
K290S sowie der Triple-Mutanten SSS*** und SSS*¥, als Kontrolle dient der Leervektor (V)) mit polyklonalen
anti-BMP-2 Antikdrper. (A) Analyse der Kulturiiberstainde mit bzw. ohne Furininhibitor (FI) Behandlung und (B)
Zellextrakte. Analyse der FSAP induzierten Mutanten Prozessierung in Abwesenheit (C) und Anwesenheit (D)
von Furininhibitor. K=Kontrolle (pro-BMP-2 und BMP-2 aus E.coli Herstellung).

Die Analyse der Zellextrakte deutet darauf hin, dass die Triple-Mutante der Furinspaltstelle
(SSS?*?) bereits intrazelluldr abgebaut wird. Hier akkumulierte eine Proteinbande im Vergleich zu
den Kontrollen (Abb. 35 B, weiller Pfeil). Bei Zugabe von FSAP zu dem konditionierten Medium

wurde jedoch deutlich, dass FSAP die Prodomén Triple-Mutante weiterhin spalten konnte Dies
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lieB sich nach Furininhibitor Behandlung beobachten, in dem durch FSAP die Bande des
Proproteins durch das Erscheinen des kleinen Peptids (gekennzeichnet durch Pfeile) ersetzt wurde
(Abb. 35 D). Bei der Triple-Mutante SSS** der reifen Kette ist erkennbar, dass FSAP diese nicht
mehr prozessieren konnte (Abb. 35 C, D).

Nach Stimulierung der Uberstinde mit FSAP wurde die pro-BMP-2 Prozessierung mittels
Aktivitétstest in C2C12 Myoblasten untersucht (Abb. 36). Dabei stellte sich heraus, dass es bei
der SSS**? Triple-Mutante durch FSAP nur zu minimalen Effekten kam, bei der Triple-Mutante
SSS™ zu keinerlei Aktivititssteigerung (Abb. 36).
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Abb. 36. Die Triple-Mutation SSS** innerhalb der reifen BMP-2 Kette schiitzt vor der FSAP Aktivierung.
C2C12 Myoblasten wurden mit dem Uberstand (50 pl) von transfizierten HEK293 Zellen stimuliert und die
Induktion der alkalischen Phosphatase bestimmt. Die Uberstiinde wurden zuvor mit FSAP oder Puffer inkubiert
(30 min 37°C). Daten reprisentieren 1 von 2 unabhéngigen Experimenten.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass diese Triple Mutationsstudie den Befund hervor
brachte, dass die Sequenz der Furinspaltstelle REKR*** essentiell fiir die Proteinqualitit ist, und
die Sekretion reguliert. Ohne Furininhibitor wird nur sehr wenig reifes BMP-2 sekretiert im
Vergleich zu den anderen pro-BMP-2 Varianten (Abb. 35 A). Bei genauerer Betrachtung konnte
es zu der Annahme kommen, das das sekretierte reife SSS**? ein etwas groBeres
Molekulargewicht (weiler Pfeil) hat im Vergleich zu den anderen reifen Peptiden (Abb. 35 A, C).
Nach Furininhibitorzugabe wird die Proform sekretiert, allerdings auch hier deutlich schwécher
(Abb. 35 A).

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass die Triple-Mutante der Prodoméne weiterhin von

FSAP prozessiert werden kann, jedoch nicht die Triple-Mutante der reifen BMP-2 Kette.
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5.11 Pro-GDF-5 wird aktiviert durch FSAP

GDF-5 zeigt 53% Homologie zu BMP-2, daher sollte untersucht werden ob FSAP auch humanes
pro-GDF-5 aktivieren kann (uniprot.org FEintrag P43026; Homologievergleich durch
Softwareprogramm ClustalW).

Der Einfluss der FSAP auf die biologische Aktivitit von pro-GDF-5 (1 nM=52 ng/ml) wurde
mittels ALP-Assay bestimmt. Wie bei pro-BMP-2 konnte hier eine FSAP abhingige Aktivierung

der latenten Proform erfasst werden (Abb. 37).
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Abb. 37. Pro-GDF-5 wird aktiviert durch FSAP. Induktion der alkalischen Phosphatase (ALP) nach
Inkubation mit pro-GDF-5 in Anwesenheit/Abwesenheit von FSAP bzw. GDF-5 allein in murinen stromalen
MCHT1/26 Zellen.

Zur Bestimmung der FSAP vermittelten Proteolyse wurde pro-GDF-5 konzentrations- und
zeitabhdngig mit FSAP inkubiert und die Prozessierung mittels Western blot-Analyse untersucht.
Pro-GDF-5 (oberer Pfeil) Spaltung in seine reife Form (unterer Pfeil) wurde in Abhéngigkeit von
FSAP Konzentration, proteolytischer Inhibierung durch Aprotinin und in Abhingigkeit von der
Inkubationszeit demonstriert (Abb. 38 A+B). Als KontrollgroBe des korrekten Spaltproduktes

wurde reifes GDF-5 eingesetzt.
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Abb. 38. Konzentrations- und zeitabhéingige Proteolyse von pro-GDF-5 durch FSAP. (A) Western blot-
Analyse mit anti-GDF-5 Antikorper. Pro-GDF-5 (6 pg/ml) wurde konzentrationsabhdngig mit FSAP (3-93 nM)
in Anwesenheit/ Abwesenheit von Aprotinin inkubiert (2 h 37°C). Als KontrollgroBe dient reifes GDF-5 (unterer
Pfeil). FSAP spaltetet das groe Proprotein (130 kDa, oberer Pfeil) in sein reifes Peptid (24 kDa, unterer Pfeil).
Enzymatisch inhibiertes FSAP fiihrt zu keiner Spaltung. (B) Zeitabhidngige Spaltung von pro-GDF-5 durch
FSAP (5-180 min). Western blot-Analyse mit anti-GDF-5 Antikorper. Das kleinere Spaltprodukt (< 24 kDa,
unterer Pfeil) enstand bereits nach 5-miniitiger FSAP Inkubation. Als Kontrollfragment (K) dient reifes GDF-5.

FSAP aktiviert damit gleich zwei Unterfamilien aus der TGF-B Superfamilie, ndmlich die BMPs
(BMP-2) und GDFs (GDF-5).

5.12 FSAP hat keinen Effekt auf die TGF-f-1 Funktion

TGF-B-1 ist ein sehr wirkungsvolles Zytokin, dessen erhohte Aktivitit zu einer morphologischen
Verdnderungen der vaskuldren Zielzellen, beispielsweise Matrix-Akkumulation bei
Arteriosklerose (David et al., 2009; Bobik 2006) fiihrt. Daher bietet sich die FSAP/TGF-f-1
Protein-Interaktionsstudie im Zusammenhang mit vaskuliren Remodellierungsvorgdngen an

(Kapitel 3).
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Um einen moglichen biologischen Effekt der FSAP auf reifes TGF-B-1 sowie seiner latenten
Proform zu untersuchen, wurde die Proliferation von stimulierten Zellen (MLEC) analysiert. Die
Koinkubation mit FSAP und den Wachstumsfaktoren erwies sich jedoch ohne Effekte auf die
DNA-Synthese der Zellen (Abb. 39).
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Abb. 39. FSAP hat keinen Einfluss auf die biologische Aktivitit von TGF-p-1. DNA-Synthese Bestimmung
durch BrdU-Einbau ELISA. TGF-1 (25 pg/ml) und pro-TGF-B-1 (25 pg/ml) wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von FSAP in Anwesenheit von Heparin wurden inkubiert, und der BrdU DNA-Einbau durch
ELISA analysiert.

Um eine mdgliche Prozessierung auf Proteinebene zu detektieren, wurde SDS-PAGE angewandt.
Nach 60-miniitiger Inkubation von TGF-B-1 (5 pg) mit Plasma FSAP (2 pg) wurde durch SDS-
Gelelektrophorese sichtbar, dass FSAP keinen Effekt auf die TGF-B-1 Prozessierung hat (Abb.
40).
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Abb. 40. FSAP hat keinen Einfluss auf TGF-p-1 Prozessierung. SDS-PAGE mit FSAP (2 pg) inkubierten
TGF-B-1 (5 pg) (2 h bei 37°C). Proteintransfer auf PVDF-Membran und Farbung durch Coomassie. Es erfolgt
keine TGF-B-1 Spaltung durch FSAP.
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6 Diskussion

Die patientenbezogene Bruneck-Studie von 2003 identifizierte den SNP ,Marburg I* der
FSAP als Risikofaktor der koronaren Stenose und Arteriosklerose. Diese Befunde kniipfen an
die bisherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe an, indem FSAP in vivo als protektiver
Faktor der Atherogenese beschrieben wurde, da FSAP das pro-proliferative Cystein-Knoten
Protein PDGF-BB durch Proteolyse inhibierte. Daraus folgte die Fragestellung, ob FSAP
auch weitere beteiligte Cystein-Knoten Proteine der vaskuldren Remodellierungsvorgéinge

reguliert.

6.1. FSAP Wechselwirkung mit reifen BMP-2 und TGF-§-1

Wihrend der Remodellierungsvorgénge der Atherogenese und vaskuldren Kalzifizierung sind
diverse Cystein-Knoten Proteine beteiligt. PDGF-BB kontrolliert Proliferation und Migration
der VSMCs, wihrend die TGF-3 Superfamilienmitglieder TGF-B-1 und BMP-2 vor allem fiir
die Differenzierung ihrer Zielzellen sorgen (Kapitel 1.1, 1.2 und 1.4.3).

Durch eine Interaktionsstudie von FSAP mit dem aktiven Dimer PDGF-BB stellte sich heraus,
dass FSAP das dimere Protein an zwei Stellen spaltet: innerhalb der natiirlich vorkommenden
Spaltstellen durch Plittchensezernation bei Position R'"*-T'"* sowie in der loop-III Region
innerhalb des PDGFR Bindemotifs R'®-K'®' sowie K'®'-K'®* (Schilling et al., 1998,
uniprot.org Eintrag P01127). Die Proteolyse fiihrte zu einer Inhibierung der biologischen
Aktivitdt (Shibamya et al., 2007). Daher war das Interesse hoch, auch eine Wechselwirkung
mit den Cystein-Knoten Proteinen BMP-2 und TGF--1 zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von FSAP mit reifen BMP-2 untersucht und
ebenfalls eine Proteolyse des aktiven Cystein-Knoten Proteins identifiziert. Auch hier erwies
sich  FSAP zu basischen Aminosiureresten affin, indem es BMP-2 zeit- und

konzentrationsabhingig bei Position R*-K**

spaltete. Die Proteolyse hatte jedoch im
Gegensatz zu PDGF-BB keine Inhibierung, sondern eine Verstirkung der biologischen
Aktivitdt zu Folge. Dies erweitert die bisherigen Erkenntnisse, dass FSAP durch Proteolyse
die Wachstumsfaktoren nicht nur inhibiert, sondern auch deren Aktivitét verstiarken kann.

Erstaunlicherweise erwies sich die Inkubation von FSAP mit TGF-B-1 als wirkungslos.
Verfolgt man das Muster der FSAP Spaltung innerhalb Ansammlungen von basischer
Aminoséuren, wiirde man beispielsweise eine Proteolyse von TGF--1 bei Position R**-K**

oder R*7'-K*7 (uniprot.org Eintrag PO1137) erwarten. Da dies jedoch nicht der Fall war, ldsst
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es darauf schlieBen, das fiir die Interaktion mit FSAP wahrscheinlich nicht die gemeinsamen
Strukturelemente der Cystein-Knoten Proteine verantwortlich sind (Kapitel 1.3.5 PDGF-BB
und VEGF), sondern spezifische Erkennungssequenzen innerhalb der Aminosiuresequenz.
Vorherige Untersuchungen zur Interaktion von FSAP mit PDGF-BB ergaben leider keine
Erkenntnisse liber das Bindeepitop der FSAP an PDGF-BB. Da jedoch eine Wechselwirkung
mit homologen PDGF-AA (60 % Homologie, ClustalW.org) ausblieb (unpublizierte
Beobachtung Lars Muhl), scheint die Lokalisation der putativen kationischen Spaltstelle nicht
ausreichend fiir die Erkennung durch FSAP sein. Daher konnten die flankierenden
Nachbarsequenzen wichtig fiir die Erkennung der FSAP sein. Dies wire auch eine mogliche
Erklarung, warum TGF-B-1 nicht durch FSAP prozessiert wurde, bzw. warum PDGF-BB
(uniprot.org Eintrag P01127) nicht wie BMP-2 (bei Arginin-Lysin Folge) bei Position R'>-
K'*® gespalten wird. Eine weitere Erkldrung kénnte die strukturelle Besonderheit von TGF-p-
1 sein, Komplexe mit kleinen Peptiden zu bilden (Kapitel 1.4.2). Dies wirft die Frage auf, ob
durch die Komplexbildung die Konformation veréndert ist und FSAP keinen Zugang zu dem
Erkennungsmotif hat. Durch die Komplexbildung konnte andererseits auch die
Erkennungssequenz verdeckt sein. In diesem Fall nehme TGF-B-1 eine einmalige Stellung ein,
indem seine Komplexbildung protektiv vor der FSAP Proteolyse wirken konnte. Um diese
Beobachtung genauer zu analysieren, konnte durch eine Strukturanalyse ein vergleichendes
Konformationsmodell diverser Cystein-Knoten Proteine durchgefiihrt werden. Hier miisste
der Fokus auf die nach aullen exponierten Strukturelemente gelegt werden, an die FSAP
stochiometrischen Zugang hitte.

Nachdem nun BMP-2 als neuer Interaktionspartner von FSAP identifiziert wurde, war
fraglich welche Auswirkung die Proteolyse auf die biologische Aktivitit hatte. Da die BMP-
Signalkaskade durch Analyse der Smadl/5/8 Phosphorylierung gesteigert war, wurde die
Frage aufgeworfen, ob prozessiertes BMP-2 stirkere Affinitit zu seinen Rezeptoren aufweist.
Bei Betrachtung der BMP-2 Spaltstelle wird jedoch klar, dass diese Sequenz nicht mit den
Rezeptoren interagiert (Kirsch et al., 2000). BMP-2 verfiigt iiber eine zentrale a-Helix und
zwei umliegende loop-Regionen. Diese ,Finger werden durch antiparallele f-
Faltblattstrukturen gebildet, die zentrale Helix ist vierfach gedreht. Insgesamt sind 10 -
Faltblétter vorzufinden, der Finger 1 beinhaltet f1- B5a und Finger 2 f6- 9. Wie in Abb. 41
dargestellt, sind zur Bindung an BMPRIA die in Finger 1 befindlichen Reste D*°, W*', A%
und S® wichtig, zur Bindung an ActRII ist A** relevant, sowie die in Finger 2 gelegenen
Aminosduren L*, L' und S* (Kirsch et al., 2000). Demnach scheint der durch FSAP

prozessierte N-Terminus an der Rezeptorbindung unbeteiligt zu sein (Abb. 41). Da das erste
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Cystein durch die FSAP Spaltung noch N-terminal erhalten bleibt (Abb. 41; Position C'*), hat
die FSAP Proteolyse auch keinen Einfluss auf die Disulfidbriicken von BMP-2, und somit auf
die Stabilitdt des Cystein-Knotens.

Finger 1 Finger 2

|_100
FSAP
Spaltung

\

Ql_Cl4_H17
Heparin-
bindende
Domane

C78 fiir Dimerisierung

[ Reste fur Bindung an
B Reste fur Bindung an ActRII

Abb. 41. Schematische Darstellung der BMP-2 Sekundirstruktur. Eingezeichnet sind die 10 B-Faltblatter
und 4 o-Helixes. B-Faltblatter des 1. Fingers sind weifl unterlegt, die des 2. Fingers in grau. Die a-Helix3 ist
vierfach gedrillt und an zentraler Position. Die verantwortlichen Aminoséuren zur Bindung an BMPRIA sind
griin dargestellt, Bindung an ActRII wird durch rot dargestellte Reste induziert. Cystein’ ist essentiell zur BMP-
2 Dimer-Bildung. Der N-Terminus ist frei beweglich und stellt von Q'-H'” die heparinbindende Doméne dar, das
erste Cystein ist in Position C'*. Die FSAP-induzierte Spaltung erfolgt am N-Terminus innerhalb der
heparinbindenden Doméne. Numerische Aminoséureangaben beziehen sich auch das reife Peptid. Modifiziert
nach Scheufler et al., 1999.

Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben, ist die extrazelluldre Gradientenformation der BMPs
wichtig fiir die Initiation der Signaliibermittlung. Dabei interagiert die heparinbindende
Domine mit sulfatierten Proteoglykanen der extrazelluldren Matrix (Ruppert et al., 1996). Die
heparinbindende Doméne ist an der N-terminalen Region der reifen BMP Peptidkette
lokalisiert (Ruppert et al., 1996) (Abb. 41). Bei diesem Motiv handelt es sich um konservierte
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Sequenzen, die beispielsweise auch bei den PDGFs vorzufinden sind. Hier befindet sich die
so genannte ,,Retentionssequenz jedoch am C-Terminus der reifen Kette (Fredriksson and
Eriksson 2004). Die Abspaltung dieser Doméne (Aminosdure 190-241) bewirkt eine
Authebung der Matrixbindung (Lindblom et al., 2003).

Durch die FSAP bedingte Spaltung kommt es bei BMP-2 zum Bruch der heparinbindenden
Domine. Durch das Fehlen dieser stark basischen Aminosduresequenz konnte die Anheftung
an die Matrix stark reduziert sein. Demnach wiirde prozessiertes BMP-2 in freier Diffusion
vorliegen, und hétte somit direkten Zugang zum Rezeptor.

Um diese These zu iiberpriifen, konnte in der Praxis der Einfluss von FSAP auf die
biologische Verfligbarkeit und Rezeptorbindung von BMP-2 ermittelt werden.

Zum einen konnte die freie Diffusion von BMP-2 durch Behandlung der Zellen mit
Heparinase (Jiao et al., 2007) begiinstigt werden, zum anderen eine direkte Rezeptorbindung
mit radioaktiv markierten BMP-2 gemessen werden. Der Vergleich zwischen FSAP und
Puffer behandelten BMP-2 konnte Aufschluss auf die Bindeaffinititen zur Matrix und BMPR
ergeben. Leider konnten diese Experimente durch fehlende Mdglichkeiten nicht in unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrt werden.

Vorherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe identifizierten Heparin als Kofaktor der
FSAP (Kapitel 1.3.2). Kannemeier et al., 2004 postulierte in seiner Forschungsarbeit einen
verstirkenden Effekt der PDGF-BB Spaltung durch FSAP in Anwesenheit von Heparin.

In der vorliegenden Arbeit sorgte interessanterweise die Kobehandlung von Heparin und
FSAP, bzw. Heparin alleine fiir eine Inhibierung der BMP-Signalkaskade in stimulierten
C2C12 Myoblasten sowie VSMCs. Demnach trifft der verstirkende Kofaktoreffekt von
Heparin nicht im BMP-2 in vitro System zu. Diese Befunde konnten die neueste Publikation
von Kanzaki et al., 2011 unterstiitzen. Die Autoren stellen hier einen zeitabhingigen, dualen
Wirkungsmechanismus von Heparin vor. Kanzaki et al. 2011 konnten in der Osteoblasten
Zelllinie MC3T3-E1 eine Reduktion der BMP-2 vermittelten ALP Induktion in Anwesenheit
von Heparin nach 72 h feststellen. Nach einer Stimulationsdauer von 144 h kam es jedoch zu
einer verstirkten ALP Induktion. Fiir den Mechanismus wurde die Heparin-induzierte
Herunteregulierung der BMP Inhibitoren Noggin und Follistatin verantwortlich gemacht,
sowie eine Inhibierung von Smad6 und Smad7. In der Kurzzeit Stimulation (12 h) waren
auflerdem Runx2 und Osterix herunterreguliert. Interessanterweise ergénzen diese Befunde
die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit, da auch Kanzaki et al. (2011) eine
zeitabhingige Reduktion der BMP-2 vermittelten Smad1/5/8 Phosphorylierung durch Heparin
beobachtete haben. Durch die Heparin-Bindung an BMP-2 und BMPR scheint es durch einen
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bisher unbekannten Mechanismus zu einer zeitabhingigen Inhibierung diverser Idslicher
BMP-Inhibitoren zu kommen, und somit die osteogene Differenzierung anzutreiben (Kanzaki
et al., 2008; Kanzaki et al., 2011).

Um die Spezifitit der FSAP wéhrend der BMP-2 Proteolyse zu ermitteln, wurde eine
Vergleichsstudie mit diversen extrazelluliren Proteasen durchgefiihrt. Hier erwies sich
aktiviertes Plasminogen als BMP-2 Aktivator. Im Gegensatz zu FSAP vermag Plasmin
ebenfalls TGF-B-1 zu aktivieren (George et al., 2006). Obwohl Plasmin und FSAP einige
strukturelle Homologien aufweisen, wie EGF- und Kringledoménen, unterscheiden sie sich in
ihrer Substratauswahl. Vereinend ist neben der BMP-2 Aktivierung lediglich die uPA
Aktivierung (Romisch et al., 1999). Es ist aulerdem zu bemerken, dass Plasmin ein anderes
BMP-2 Produkt (K*°-R*") generiert als FSAP (R*¥-K*™). Daher scheint Plasmin, im
Vergleich zu FSAP, andere Sequenzmotife seiner Substrate zu erkennen. Durch eine
vergleichende Plasmin Substrat Analyse mit Hilfe von synthetischen Peptiden stellte sich
heraus, dass Plasmin bei P1 die Aminoséure Arginin bendtigt, bei P4 jedoch Lysin (Backes et
al., 2000). Dies ist nicht deckungsgleich mit der Spaltstelle der Proteinkonvertasen (P4 und P1
Arginin; Abb. 6). Der gewonnene Befund, dass FSAP kein TGF-B-1 Interaktionspartner ist,
ist deshalb nicht ungewdhnlich.

BMPs fordern die Gewebereparatur und Regenerierung, aus diesen Griinden wird an exogen
applizierten BMP-2 zu Reparaturforderung geforscht. Da die Halbwertzeit des applizierten
Wachstumsfaktors kurz ist, und auch die Diffusionseigenschaften des 16slichen Faktors seine
biologische FEigenschaft beeintrichtigen, ist die Kontrolle der Aktivitit sehr wichtig
(Kuwahara et al., 2011). Neben der Verabreichung von immobilisierten BMP-2 (Kuwahara et
al., 2011) konnte nun durch FSAP eine gerichtete Proteolyse des Wachstumsfaktors und
damit eine Steigerung seiner Aktivitit erzielt werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten erweitern die Erkenntnisse, dass FSAP durch
Interaktion mit Wachstumsfaktoren deren Aktivitdt regulieren, und somit Einfluss auf

fibroproliferativen und degenerativen vaskuldren Gefaerkrankungen ausiiben kann.

6.2. FSAP aktiviert die latenten Proproteine pro-BMP-2 und pro-GDF-5

Eine Besonderheit der Cystein-Knoten Proteine ist deren Synthese als inaktive Praproproteine.
Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben, werden der Prodoméne multiple Funktionen zu Teil. Die
Regulation, dass heiflit die Abspaltung der Prodoméne, zur Erlangung eines bioaktiven

Wachstumsfaktors ldsst noch viele Fragen offen.

79



6 Diskussion

Die latenten Proformen von PDGF-A und -B werden bereits im endoplasmatischen Retikulum
prozessiert (RGRR®'), vermutlich durch Familienmitglieder der Furinfamilie, dessen
Proteolyse bereits fiir PDGF-AA aufgeklart wurde (RRKR86) (Fredrikson et al., 2004).
Lediglich PDGF-C und —D werden als Proform sekretiert und von uPA, tPA oder Matriptase
aktiviert (Hurst et al., 2012). Da PDGF-C und -D nicht zu den FSAP Substrate gehdren,
wurde der Fokus auf die Prozessierung der TGF-f Superfamilienmitglieder gelegt.

Es stellte sich die Frage, ob FSAP neben der Proteolyse des reifen TGF-B
Superfamilienmitglieds BMP-2 auch die latente Proform spalten und aktivieren kann. Dieser
Aufgabenstellung geht die Annahme voraus, dass die unreifen Proproteine in den
Extrazellularraum sekretiert werden (Lories et al., 2003; Harrison et al., 2011).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse sind von grolem wissenschaftlichen
Interesse, da die proteolytische Regulation der TGF-B Superfamilien Proproteinen bisher
kaum erforscht ist, und sich durch diese Aktivierung neue klinische Therapieansétze
entwickeln lassen kdnnten.

Die Spaltung von pro-BMP-2 durch FSAP erfolgte bei Position Q*** und K**°. Dabei spaltet
FSAP die Prodomine exakt innerhalb der Furin Erkennungssequenz RXXR von der reifen
Kette ab (Abb. 6, 18). Eine weitere Spaltung erfolgt am N-Terminus der reifen Kette
innerhalb der heparinbindenden Doméne, wie es zuvor beschrieben wurde (Kapitel 6.1). Die
biologische Aktivitdit war wie bei den Untersuchungen zu reifen BMP-2 in drei Zelltypen
initiiert.

Diese Befunde ergénzen die Beobachtungen von Hillger et al., 2005. Hier wurde die pro-
BMP-2 Regulation in vitro analysiert. Durch Proteolyse mit Trypsin wurden verschiedene N-
terminal prozessierte pro-BMP-2 Peptide (drBMP-2=digit removed, ohne N-terminale
heparinbindende Stelle, Hillger et al., 2005) generiert. Im Verhiltnis von 2:1:3 erfolgte die
Spaltung bei Position Q*¥-R*°, R*"-K*"' sowie K*'-R***.

Beim Vergleich der biologischen Aktivitdt von pro-BMP-2 und drBMP-2 in einem in vivo
Rattenmodell der ektopischen Knochenbildung erwiesen sich keine signifikanten
Unterschiede (Hillger et al., 2005). Heute kann ausgeschlossen werden, dass die Prodoméne
durch kovalente Disulfidbriickenbindung dhnlich wie bei dem TGF-B-LAP Komplex
inhibitorisch wirkt, sondern dass die Proform durch die zirkulierende Protease FSAP
gespalten werden konnte, und somit aktiviert wird. Die Applikation von pro-BMP-2 und
drBMP-2 mittels Implantate in dem abdominalen Beutel von Ratten fiihrte durch BMP-2

Prozessierung zu keinen Unterschieden in der ektopischen Knochenformation. Diese Befunde
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zeigen, dass die Prozessierung der applizierten Proform auch in vivo greifen und die
biologische Aktivitit eintritt.

Durch die bisherigen Erkenntnisse, dass FSAP eine zirkulierende Serinprotease mit breitem
Substratspektrum ist (Kapitel 1.3.3-1.3.5), kommt die Uberlegung auf, inwiefern FSAP eine
gesonderte Rolle in der Proproteinregulation ausfiihrt. Die vergleichende Analyse mit
weiteren Proteasen identifizierte Plasmin ebenfalls als Aktivator. Beim Vergleich der Plasmin
induzierten pro-BMP-2 Spaltung stellte sich heraus, dass Plasmin nur eine Spaltstelle
innerhalb der reifen BMP-2 Kette aufweist. Wie in Abb. 43 zusammengefasst, ist diese

Spaltstelle ist im Vergleich zu FSAP um eine Aminosédure verschoben.

..REKR?82 - 28QAKHKQRKRLKSS... Furin
..REKR?82 - 283QAKHKQR?89-290KRLKSS.... FSAP
...REKRQAKHKQRK?29%-291RLKSS... Plasmin

...REKRQAKHKQ?88-289R289.290K 290-291R| KSS...  Trypsin

Prodoméne reife Kette

N| - C

Prodomaéne BMP-2 reife Kette

Abb. 42. Vergleich der bisher identifizierten Spaltstellen von pro-BMP-2. Die Furinspaltstelle der
Prodoméne ist kursiv dargestellt, die Proteolyse der Aminosdurensequenz in fett dargestellt.
Aminosdurensequenz von Uniprot.org entnommen (Eintrag P12643).

Demnach kommt es bei Plasmin Behandlung nicht zur Generierung eines Zwischenprodukts
(Abspaltung der Prodoméne) sondern zur sofortigen Prozessierung innerhalb der reifen Kette.
Dies stimmt mit den Beobachtungen von Backes und Mitarbeiter 2000 iiberein indem Plasmin
nicht innerhalb des RXXR Motifs spaltet.

Desweiteren zeigt die vorldufige Analyse der Bindungsaffinitit von FSAP an die Proform
bzw. die reife Form Unterschiede auf. Obwohl die Affinitit des BMP Inhibitors Noggin zu
pro-BMP-2 und BMP-2 gleich war (Hauburger et al., 2009), wies FSAP unterschiedliche
Affinititen zwischen pro-BMP-2 und BMP-2 auf. In der vorliegenden Arbeit wurde keine
detaillierte Bindungsstudie durchgefiihrt, doch gewédhren diese vorldufigen Daten den
Eindruck einer hoheren Affinitit zwischen FSAP und BMP-2 als zu pro-BMP-2. Dies konnte

zwel Ursachen haben. Zum einen durch eine stochiometrische Blockade der FSAP-
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Bindestelle durch die grofe Prodoméne, zum anderen konnte reifes BMP-2 eine andere
Konformation vorweisen. Bisher ist lediglich die Sekundarstruktur des reifen BMP-2
aufgeklart (Scheufler et al., 1999) und die der Proform ist noch unbekannt. Durch die
Strukturanalyse von pro-TGF-f stellte sich jedoch heraus, dass die Prodoméne sich
ringféormig um die reife Kette schliefit, und dadurch dessen Struktur beeintrichtigt (Shi et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit erwies sich FSAP als effektlos auf die pro-TGF-B
Aktivierung. Es ldsst sich daher spekulieren, dass FSAP die Proform durch den LAP/LTBP-
Komplex nicht spalten konnte. Die Proteinkonformation von pro-TGF-f ist im Vergleich zu
pro-BMP-2 und pro-GDF-5 unterschiedlich und kénnte den Zugang der FSAP inhibieren.
Weitere Indizien fiir den Vorgang der Konformationsdnderung liefern die Erkenntnisse bei
BMP-7. Auch hier kommt es nach Abpaltung der Prodoméne zu einer
Konformationsdnderung (Gregory et al., 2005). Da die Prodoméne eine wichtige Rolle fiir die
Proteinstabilitdt und —Loslichkeit spielt, ist eine Konformationsédnderung des reifen Peptids
anzunehmen.

Dabher lésst sich nur spekulieren, ob die Prodomine die FSAP Bindung inhibiert. Gewiss ist
jedoch dass die Zugabe von Heparin zu immobilisierten BMPs keinen Einfluss auf die FSAP-
Bindung ausiibt. Daher scheint es zu keinen Wettbewerb zwischen Heparin und FSAP um die
heparinbindende Doméne des Wachstumsfaktors zu kommen.

AuBer der Studie von Hillger und Mitarbeiter gibt es bisher keine umfassenden Studien zur
pro-BMP-2 Aktivierung. Es wurde lediglich zu den Drosophila Homologen von BMP-5/6/7/8
eine Analyse der Proproteinprozessierung durchgefiihrt (Fritsch et al., 2012).
Erstaunlicherweise kommt es bei diesen Homologen nicht nur zur Prodoménabspaltung der
reifen Ketten durch Proproteinkonvertase, sondern auch zu weiteren Spaltungen (RXXR)
innerhalb der Prodoméne. Die Autoren benannten die Seiten als ,,Pro- Main- und Shadow
Spaltstellen (Fritsch et al., 2012). Diese Varianten der Furinproteolyse konnten Einfluss auf
die biologische Aktivitit haben, je nach Spaltung und Peptidlinge konnten sie fiir die
extrazelluldre lange oder kurze Reichweiten-Gradientenbildung wichtig sein (Fritsch et al.,
2012; Kiinnapuu et al., 2009; Sopory et al., 2010). Fiir pro-BMP-4 wurde die S2 Spaltstelle
fir Furin griindlich untersucht (RISR), die ebenso in pro-BMP-2 konserviert vorliegt
(**RISR**®, Uniprot.org Eintrag P01137) (Sopory et al., 2010). FSAP ist demnach neben
Trypsin der zweite extrazelluldre pro-BMP-2 Aktivator, der mehrere Spaltstellen aufweist, die
sowohl in der Prodoméne als auch in der reifen Kette vorliegen.

Neben der Proform von BMP-2 wurde auch die Proform von GDF-5 durch FSAP gespalten

und aktiviert. Fiir pro-GDF-5 wurde ebenfalls eine Proproteinkonvertase vermittelte
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posttranslationale Modifikation beschrieben (Kapitel 4.2). Interessanterweise liegt die
heparinbindende Domine bei GDF-5 nicht innerhalb der reifen Kette, sondern in der Pro-
domine (*’LRILRKKP*®) (Ploger et al., 2008; Cardin and Weintraub et al., 1989).
Mutationen innerhalb der Prodomine von GDF-5 konnen zu schweren Skelettschddigungen
fiihren (Storm and Kingsley 1994). Die Tatsache, dass FSAP pro-GDF-5 spaltet und aktiviert
erginzt die Untersuchungen zur Proform Aktivierung von Pléger et al., 2008 (Furin, MMP3
und Trypsin, Abb. 43). Bisher konnte eine N-terminale Sequenzierung des pro-GDF-5
Spaltprodukts anhand von dem geringem Ausgangsmaterial (freundliche Gabe von F. Ploger)
leider nicht durchgefiihrt werden. Beim Vergleich der generierten Spaltprodukte mittels
Western blot Analyse fillt jedoch auf, dass das gespaltene pro-GDF-5 Peptid etwas kleiner ist,
als die reife GDF-5 Form (Abb. 38). Dies ldsst vermuten, dass FSAP dhnlich wie bei pro-
BMP-2, zu einer Spaltung innerhalb der reifen Kette flihrt. Daher stelle ich hier die
Vermutung auf, dass es sich bei der Spaltung um die Position K***-R*" handeln kénnte (Abb.
43). Um dies zu bestitigen, miisste jedoch das Produkt N-terminal sequenziert werden. In

Abb. 44 sind die bisher bekannten Spaltstellen von pro-GDF-5 zusammengefasst.

FSAP Spaltung ?
...RKRR381 — 382AP| ATRQGK?390 — 391RPSKNLKARCSRK... FSAP
...RKRR381 — 32AP| ATRQGKRPSKNLKARCSRK... Furin
...RKRR381 — 382AP| ATRQGKRPSKNLKARCSRK... MMP3
...RKRRAPLATRQGKRPSK?394-395N| K 398-398ARCS... Trypsin
Prodoméne reife Kette
Prodomane GDF-5 reife Kette

Abb. 43. Vergleich der bisher identifizierten Spaltstellen von pro-GDF-5. Die Furinspaltstelle der
Prodoméne ist kursiv dargestellt, die Proteolyse der Aminoséurensequenz ist fett dargestellt. Die FSAP Spaltung
konnte in Analogie zu pro-BMP-2 bei Position K**°-R**! erfolgen (rot dargestellt). Aminosidurensequenz von
Uniprot.org entnommen (Eintrag P43026).

Eine Optimierung der GDF-5 Aktivitét ist von wissenschaftlicher Bedeutung, da es zukiinftig
auch zu ektopischen Knochenbildungsprozessen eingesetzt werden konnte. Kasten et al., 2010
gelang es bereits durch Punktmutationen (M453V und M456V) die Affinitdit zum BMPRI zu

erhohen, was eine erhohte ALP Induktion sowie Knochenregeneration nach sich zog.
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Es lasst sich zusammenfassen, dass FSAP ein neuer Aktivator von latenten pro-BMP-2 und
pro-GDF-5 ist, und die Generierung von biologisch stark aktiven Peptiden fordert. Dies liefert
wichtige Erkenntnisse fiir die Generierung von rekombinanten BMPs zu Therapiezwecken

beim Knochenmetabolismus oder der Gewebereparatur.

6.3. Mutationstudie der po-BMP-2 Spaltung durch FSAP

In einer detaillierten Mutationssstudie sollten die verantwortlichen Aminosiurereste fiir die
pro-BMP-2 Aktivierung durch FSAP Proteolyse ermittelt werden.

Die vorliegende Arbeit bringt vier wichtige Aspekte hervor: (1) durch rekombinante
Expression von pro-BMP-2 wurde bestitigt, dass die Proform in geringen Mengen sekretiert
wird (3) die posttranslationale Modifikation von pro-BMP-2 durch Furin (S1) nicht essentiell
zur Protein-Qualitdtskontrolle bzw. —Sekretion ist (4) das FSAP Erkennungsmotif au3erhalb
der pro-BMP-2 bzw. BMP-2 Spaltstelle liegt.

Die rekombinante Expression in eukaryotischen Zellen bestdtigte vorherige Befunde, dass
nicht nur die reife Form, sondern auch die inaktive Proform in geringer Menge sekretiert wird
(Lories et al., 2003; Zhou et al., 2012). Dies bekréftigt die Bedeutsamkeit der extrazelluldren
Proform Aktivierung. Interessanterweise flihrte die Klonierung von reifen BMP-2 zu keiner
Proteinexpression (Daten nicht gezeigt), diese ist erst nach Anfiigen der Prodoméinsequenz
nachweisbar. Dies konnte ein Beweis sein, dass die Prodoméne wie in Kapitel 1.4.2
beschrieben fiir die Proteinqualitit zustindig ist. Die Klonierung des Signalpeptids mit
Prodomédne wurde in der Literatur als unterstiitzend fiir die BMP-2 Expression angesehen
(Wang et al., 2012; Peng et al., 2001).

Die Zugabe von FSAP fiihrte beim pro-BMP-2 Wildtyp sowie bei den Mutanten zu einer
Spaltung und der Aktivierung des Peptids. Leider gelang es nicht, durch Einzelmutationen die
FSAP Proteolyse zu inhibieren. Daraus ldsst sich schlieBen, dass FSAP mehrere
Aminosaureste fiir die gerichtete Spaltung erkennen muss. Dies konnte auch ein Grund sein,
warum FSAP nicht die putativ vorgeschlagenen Sequenzen von TGF-B-1 und PDGF-BB
spaltet (Kapitel 6.1 und 6.2).

Interesannt sind auch die Befunde zur Mutationsstudie der Furinspaltstelle innerhalb der
Prodomaine. Die Mutationen K278S und R282S hatten keine Auswirkungen auf die Sekretion
des prozessierten Wachstumsfaktors. Dies ist verwunderlich, da die Zugabe von
Furininhibitor die Sekretion der Proform begiinstigte, und somit fiir eine Beteiligung von
Furin am Prozesierungsvorgang spricht. Die Spaltung durch Proproteinkonvertasen scheint

komplexer zu sein, als anfangs angenommen. Fiir eine effiziente Spaltung ist nicht nur das
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RXXR Motif essentiell, sondern auch die 20 umliegenden Reste P14 bis P6’ (Tian et al.,
2012). Dies wird bei der Diversitdt der Cystein-Knoten-Protein Prozessierung deutlich: So
wird pro-BMP-4 durch Furin, PC6 und PC7 gespalten (Nelsen and Christian 2009), pro-BMP-
10 hauptsdchlich durch Furin (Susan-Resiga et al., 2011), pro-GDF-11 durch PC5/6
(Essalmani et al., 2008) und VEGF-C durch Furin sowie PC5 und PC7 (Siegfried et al., 2003).
Proproteinkonvertasen bevorzugen an der Spaltstelle Position P1 kleine hydrophile Reste,
weiterhin dulden sie negativ geladene Reste (Tian et al., 2012). Bei Position P2’ werden
aliphatische oder hydrophobe Reste bevorzugt, von P3’-P6’ kleine hydrophile Reste (Tian et
al., 2012). Bisher liegen keine ausfiihrlichen Daten {iber die pro-BMP-2 Prozesierung durch
Proproteinkonvertasen vor, lediglich zu seinem nahem Verwandten pro-BMP-4 (Nelsen and
Christian 2009). Da sich pro-BMP-4 jedoch in seinen flankierenden Sequenzen von pro-
BMP-2 unterscheidet (Abb. 6), konnte sich der Prozessierungsprozess bei ithnen unterscheiden.
Nelson and Christian 2009 gelang es ebenfalls durch Mutation der Furin Spaltstelle von pro-
BMP-4 die Proteolyse zu inhibieren. Dies gelang durch Mutation der Furin Spaltstelle von
RXKR zu RXKG sowie GXKR. Die Spaltung durch die Proproteinkonvertase PC7 blieb hier
aus (Nelson and Christian 2009). Bei pro-BMP-10 wurde Furin als Hauptspalter identifiziert
(RIRR’'®-*'"NAKG) (Susan-Resiga et al., 2011). Die Einzelmutationen AIRR®'®, RIRA®'®
sowie die Doppelmutation AIRA*'® fiihrten zur vollstindigen Inhibierung der Prozessierung
(Susan-Resiga et al., 2011).

Die pro-BMP-2 Prozesierung durch Proproteinkonvertasen ist bisher kaum verstanden. In der
vorliegenden Arbeit konnte durch die Triple-Mutante SSS*** der Prodomine gezeigt werden,
dass es zu starken Unterschieden in der Sekretion der Proform und der reifen Kette im
Vergleich zu anderen pro-BMP-2 Varianten kommt. Zwei Punkte sind hier zu hervorzuheben:
(1) ohne Furininhibitor Behandlung ist die Sekretion von reifer Kette sowie Proform kaum
detektierbar und es kommt zur Akkumulation im Zellextrakt (2) die Sekretion der Proform
wird scheinbar durch Furin kontrolliert, auch wenn dessen Spaltstelle mutiert wurde.

Da die Sekretion in Anwesenheit von Furin auf ein Minimum reduziert ist, liegt die
Vermutung nahe, dass wihrend der Qualititskontrolle im sekretorischen Weg die mutierte
Furinspaltstelle erkannt und das Protein abgebaut wird. Dabei stellt sich die Frage, welche

S?2 Mutante

Rolle endogenes Furin spielt, da bei dessen Inhibierung die Sekretion der SS
vollzogen wird. Laut Literatur wurde eine weitere Furin Spaltstelle (S2: RISR) bei pro-BMP-
4 identifiziert, die oberhalb der S1 Spaltstelle liegt (Sopory et al., 2010, Cui et al., 1998). Die
S1 Spaltstelle bei pro-BMP-4 (RAKR) fiihrt zu einer nicht-kovalenten Bindung der

Prodomine an die reife Kette. Dieser verbundene Komplex kann anschlieBend durch
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Proteolyse der S2 Spaltstelle gelost werde, und die reife Kette wird freigelassen (Cui et al.,
1998; Cui et al., 2001). Bei einer Inhibierung der S1 oder S2 Spaltstelle fiihrt dies zur Protein
Degradation oder dem Verlust der Aktivitit (Degnin et al., 2004).

Eine neue Studie zur Spaltung und Sekretion von pro-BMP-2 weist eine 3. Spaltstelle auf. Bei
S3 handelt es um die Sequenz RPLLV>® | bei dessen Spaltung ein 20 kDa groBes Peptid mit
der Anfangssequenz TFGHD?*" generiert wird (Zhou et al., 2012). Die dafiir verantworlich
Protease wurde jedoch nicht identifiziert. Es ist nicht auszuschlieBen, dass es in der
vorliegenden Studie durch die Triple-Mutation SSS*** ebenfalls zu einer alternativen Spaltung
kommen konnte. Bei der Western blot Analyse (Abb. 35) ist es durch die geringe Menge an
sekretierten prozessierten BMP-2 schwierig, eine Aussage iiber ein leicht erhohtes
Molekulargewicht (zusétzliche 17 Aminosduren) zu treffen. In den Zellextrakten war
allerdings ein kleines Peptid akkumuliert vorzufinden (Abb. 35 B weiller Pfeil), was fiir eine
intrazelluldre S3 Prozessierung sprechen konnte. Zhou et al., 2012 diskutierten, dass diese
zusitzlichen N-terminalen 17 Aminosduren (2 kDa in eukaryotischen Zellen) ein ,linker
Peptid* darstellen konnte, dass fiir die Proteinstabilitdt und —Degradation wichtig sein konnte.
Auf die biologische Aktivitdt hatte es aulerdem eine inhibierende Wirkung (Zhou et al.,
2012).

Um die genauen Spaltstellen in der vorliegenden Mutationsstudie zu identifizieren, miissten
die Peptide N-terminal sequenziert werden, was nur durch Aufreinigung mittels Affinitéts-
Tag am C-Terminus der pro-BMP-2 Varianten moglich wire. Eine Umklonierung in einen
Vektor mit angefligtem Tag hitte auch den Vorteil, nach der Aufreinigung eine biochemische
Bindungsstudie mit FSAP durchzufiihren (Bindungs-ELISA). Babei konnten alle hier
generierten pro-BMP-2 Varianten miteinander verglichen werden.

Durch die initiale Charakterisierung der Triple-Mutante SSS*™ wurde auBerdem die Frage
aufgeworfen, warum durch Furininhibitor Behandlung die Sekretion der Proform rapide
ansteigt. SchlieBlich sollte durch Mutation der S1 REKR die Erkennung durch Furin
unterbunden sein. Wie bereits obig dargestellt, ist die Diversitdt der pro-BMP und pro-GDF
Prozessierung durch Proproteinkonvertasen sehr stark. Um die intrazelluldre pro-BMP-2
Spaltung genauer zu untersuchen, konnten unterschiedliche eukaryotische Zellen zur
Expression verwendet werden. Im direkten Vergleich zu HEK293 Zellen, die alle iiblichen
Proproteinkonvertasen exprimieren, konnte eine Vergleichsstudie mit Furin-defizienten LoVo
Zellen (Takahashi et al., 1993; Takahashi et al., 1995) durchgefiihrt werden, sowie COS-1
Zellen, die keine PC5/6 exprimieren (Mayer et al., 2003; Seidah et al., 1994).
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Offen bleibt auBerdem die Frage, warum durch die Triple-Mutation SSS** der reifen Kette
die Proteolyse durch FSAP ausblieb, jedoch nicht bei der Triple-Mutante der Prodoméne.
Beispielsweise wurde bei Mutationsstudien des Cystein-Knoten Proteins pro-BDNF
festgestellt, dass die Mutation von RVRR'?® zu RVAA'*® sowie AVAA'?® innerhalb der Furin
Spaltstelle vor der extrazelluliren Proteolyse durch Plasmin schiitzt und zu einer
vollstindigen Proformsekretion in den Uberstand fiihrte (Gray and Ellis 2008).

Eine genauere Betrachtung der Aminosdureneigenschaften innerhalb der FSAP/BMP
Interaktionstelle gibt leider keine neuen Indizien (Abb. 44). Als Gemeinsamkeit sind in
Position P1 basische Arginin oder Lysin Reste vertreten. Die iibrigen Aminosduren zeigen
jedoch hohe Diversitéit. Lediglich in P3 kommt es bei bei TFPI und PDGF-B Spaltung

vermehrt zu einem Isoleucin (Abb. 44).

Identifizierte Spaltstellen einiger FSAP Substrate

P4321 12'34"
RII1IK®-8TTLQ

GICRI8-19GY|T  TFPI
G LC R200-201A N E N

L1 D RS- 14T N AN
EIVRO-1BIKKP |  PDGF-B
| VR K162-162K P | F

R E K R282-283Q AK H
H K Q R29. 290K R L K

BMP-2

Abb. 44. Bisher identifizierte Spaltstellen der FSAP Substrate. Dargestellt sind die Spaltstellen von TFPI
(Kanse et al., 2012), PDGF-B (Shibamiya et al., 2007) und BMP-2 (Uniprot.org Eintrag P12643).

Da FSAP jedoch die Triple-Mutante der reifen Kette nicht mehr prozessiert, scheinen andere,
unbekannte Mechanismen an der FSAP induzierte Proteolyse beteiligt zu sein (z.B.
Proteinkonformation). Um dies zu studieren, miisste die Mutationsstudie ausgedehnt werden.
Da FSAP eine Vielzahl von Proteinen proteolytisch spaltet (Wachstumsfaktoren,
Gerinnungsfaktoren, Metalloproteinasen, Komplementfaktoren), deutet dies auf eine breite
Substratspezifitdt hin. Um die favoritisierte Proteolyse der FSAP zu bestimmen, konnte daher

in Zukunft eine Peptidbiicherei getestet werden, um die Spaltstellen genauer zu definieren.
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6.3 FSAP als Risikofaktor der vaskuliren Kalzifizierung und Arteriosklerose

Neueste Befunde identifizierten den FSAP SNP Marburg I in Assoziation mit vaskulédrer
Kalzifizierung und Arteriosklerose (Gardener et al., 2011; Zakai et al., 2011). Adaptiert man
das vorherige Modell der FSAP induzierten PDGF-BB Inhibierung in vivo, kénnte ein
dhnlicher Mechanismus fiir BMP-2 oder GDF-5 angenommen werden. BMP-2 und GDF-5
sind fiir Remodellierungsvorginge zustindig (Liu et al., 2009). Wie Eingangs bereits
beschrieben, ist BMP-2 ein wichtiger Akteur in der Initiation von vaskulédrer Kalzifizierung
(Kapitel 1.2 und 1.4.3).

Doch wie kommt es zur Assoziation von vaskuldrer Kalzifizierung mit Marburg I? Die

gewonnenen Daten dieser Arbeit implizieren, dass proteolytisch aktive FSAP die
Kalzifizierung durch BMP-2 Aktivierung vorantreiben konnte, jedoch nicht durch Marburg 1.
Die Verbindung von Marburg I mit vaskuldrer Kalzifizierung scheint daher nicht nur durch
Wechselwirkung mit den hier untersuchten Cystein-Knoten Proteinen abhéngig zu sein.
BMP-2 konnte daher einer von mehreren Faktoren sein. Um den Zusammenhang zwischen
der BMP-2 Aktivierung und der Kalzifizierung zu untersuchen, stehen einige zukiinftige
Untersuchungen an, da die hier gewonnenen Einblicke lediglich auf ein isoliertes in vitro
System beschrénkt sind.

Die vaskulédre Kalzifizierung kann durch folgende Faktoren beeinflusst werden: (1) Verlust
von Kalzifizierungsinhibitoren (2) Induzierer der Knochenbildung (3) zirkulierende nukleére
Komplexe (4) Zelltod (5) gestorter Kalzium/Phosphat Gehalt im Serum (Giachelli 2004)
(Kapitel 1.2).

Aus dieser Auflistung der verschiedenen Faktoren wird schnell klar, dass es sich hier um
einen komplexen pathologischen Mechanismus handelt. In der vorliegenden Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass FSAP einen Einfluss auf die BMP-2 Aktivitit als
knochenformender Faktor aufweist. Im folgenden Abschnitt soll daher diskutiert werden,
inwiefern FSAP bzw. Marburg I eine Rolle in der Entstehung von vaskulérer Kalzifizierung
ausiiben konnte.

Um einen Hinweis auf die FSAP modulierte BMP-2 Wirkung in der GefaBwand zu erhalten,
wurden Studien mit VSMCs herangezogen. Diese Zellen reagierten mit gesteigerter BMP-
Signalkaskade, sowie der Induktion des Zellzykluskontrollgenes Idl und inhibitorischen
Smad6 (Kapitel 1.4.1). Das Idl Transkript wird ebenfalls durch BMP-2 Stimulierung in
C2C12 Zellen hochreguliert. Hier inhibiert Id1 die Myogenese und fordert stattdessen die
Differenzierung zu Osteoblasten (Katagiri et al., 2002) (Kapitel 1.4.1). Daher wird die Frage

aufgeworfen, ob Idl auf VSMCs in einen &hnlichen Weg wirkt. Betrachtet man die
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Entstehung von Arteriosklerose und vaskuldrer Kalzifizierung (Kapitel 1.1 und 1.2) sind zwei
Schritte von enormer Bedeutung: Proliferation und Differenzierung der Zielzellen,
insbesondere der VSMC:s.

Es héufen sich die Befunde, dass bei arterieller Gefaverletzung, die zur Neointimabildung
fiihren, die Diversitét der beteiligten VSMCs grof3 ist, und der Ursprung dieser Zellen variiert.
Fir die arterielle Remodellierung werden wahrscheinlich auch  zirkulierende
knochenmarkentsprungene mononukleare Zellen (BMMCs) herangezogen (Daniel and
Sedding 2011). Solche unausdifferenzierten Vorlduferzellen konnen durch Stimulierung von
Cystein-Knoten Proteinen wie TGF-B-1 oder PDGF-BB zu VSMCs differenzieren (Fadini and
Tjwa 2010).

Id Proteine konnen Zellwachstum, Differenzierung sowie neoplastische Transformation
einleiten (Norton et al., 2000). Die Differenzierung der VSMCs und ihre Transformation
wiéhrend Gefdflerkrankung in einen neuen Phénotyp sind bisher kaum verstanden. Es haufen
sich jedoch die Befunde, dass es sich bei diesen Zellen um osteochondrogene Vorlduferzellen
handelt, die wihrend der vaskuldren Kalzifizierung zu Chondrozyten differenzieren (Speer et
al., 2009). Auch bei der Arteriosklerose ist die Transdifferenzierung der VSMCs vom ruhigen
kontraktilen Phénotyp zum stark proliferativen Phanotyp zu beobachten (Owens et al., 2004)
(Kapitel 1.1). Diese Plastizitit der Zellen ist wichtig fiir die strukturelle und funktionelle
Integritit des Gefdlsystems, die nach Verletzung wieder hergestellt werden muss (Speer et al.,
2009). Bei der Transdifferenzierung dieser Zellen zum chondrogenen Phénotyp werden
typische Knochen- und Knorpelgene induziert (ALP, Knochen Sialoprotein, Typll Kollagen)
die durch osteoblast- und chondrogenspezifische Faktoren reguliert werden (Runx2/cbfal,
BMP-2, Msx2, Osterix, Sox9) (Chen et al., 2012; Speer et al., 2009) (Kapitel 1.2 und 1.4.3).
Multipotente mesenchymale Vorlduferzellen wurden in Léasionen der vaskuldren
Kalzifizierung detektiert, und konnten als perizytdhnliche Zellen an der Entstehung von
kalzifizierten Nodulen beteiligt sein, und osteoblastdhnliche Eigenschaften aufweisen (Speer
et al., 2009). Demnach konnten zwei Zellpopulationen an der Initiation von Arteriosklerose
und vaskuldrer Kalzifizierung beteiligt sein: reife VSMCs und unreife multipotente
mesenchymale Vorlduferzellen aus der Zirkulation (Speer et al., 2009).

Welchen Einfluss konnte FSAP auf die Transdifferenzierung dieser Zellpopulation haben?

Hier spekuliere ich, dass FSAP iiber die Wechselwirkung mit BMP-2 sowie PDGF-BB auf

die osteoblastihnliche Differenzierung einwirken konnte. Uber die FSAP induzierte
Aktivitdtssteigerung von BMP-2 konnte die Induktion der osteoblastmodulierenden

Transkriptionsfaktoren sowie Matrixproteine induziert werden. PDGF-BB wirkt iiber ERK1/2
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Signalweg (Wang et al.,, 2004). Gesteigerte ERK1/2 Phosphorylierung fiihrt in VSMCs
ebenfalls zur Hochregulation von Runx2/Cbfal, sowie zu einer Herunteregulierung von
typischen VSMC-Markergenen, was die Phénotyptransition in Richtung Osteochondrozyten
Vorldufer vorantreibt (Wang et al., 2004). Da FSAP jedoch PDGF-BB inhibiert, wiirde es hier
zu einer verdnderten Balance kommen: die Signaltransduktion des ERK1/2 Signalwegs wiirde
durch inhibiertes PDGF-BB schwécher ausfallen, durch die BMP-2 Aktivierung wiirde jedoch
eine verstirkte Smad-Phosphorylierung und osteoblastihnliche Transdifferenzierung
gefordert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde auBBerdem die Erkenntnis gewonnen, dass
TGF-B-1 kein Substrat der FSAP ist. Die TGF-Bs weisen im Vergleich zu den BMPs eine
andere biologische Wirkung auf die osteoblastdhnliche Zelldifferenzierung auf (Katagiri et al.,
1994). Sie wirken im gegensétzlichem Weg zu den BMPs, indem sie die Differenzierung und
Reifung aufhalten (Spinella-Jaegle et al., 2001). Da FSAP jedoch nicht die biologische
Aktivitat von TGF-B-1 steigert, wie es bei BMP-2 und GDF-5 beobachtet wurde, scheint es
hier zu keinen verstirkten antagonisten Effekten in der Osteoblastdifferenzierung zu kommen.
Wie bereits in Kapitel 1.1 erldutert, ist TGF-B-1 vielmehr an der Entstehung der
Arteriosklerose Dbeteiligt, wo es vor allem mit oxLDL, MCP und infiltrierten
Monozyten/Makrophagen interagiert. Natiirlich ist hier zu bemerken, dass es sich bei den
arteriosklerotischen Plaques um starke Kalziummineraleinlagerungen handelt, dessen Quelle
auch unreife Osteoklasten sind, die durch Stimuli (macrophage colony-stimulating factond
RANKL) reifen (Demer and Tintut 2011; Matsuzaki et al., 1998).

Neben der BMP-2 induzierten endochondralen Ossifikation durch Osteoblastdifferenzierung
vermogen die GDFs die Chondrogenese anzutreiben (Leboy et al., 2001; Francis-West et al.,
1999; Storm and Kingsley 1999). Hier konnte FSAP dual wirken: zum einen die Osteoblast-,
und zum anderen die Chondrogendifferenzierung regulieren.

Bei Marburg I als Risikofaktor der vaskuldren Kalzifizierung und Arteriosklerose (Gardener
et al., 2011) wire dieses Verhidltnis umgekehrt, und der BMP-2 Signalweg daher reduziert.
Dies stiinde im Gegensatz zu der These des Marburg I Risikofaktors.

Vielleicht konnte dieses Paradoxon durch eine ganz andere Ursache erkliart werden. Bei
Betrachtung der ektopischen Knochenbildung féllt auf, dass eine gestorte Balance zwischen
Knochenautbau und Resorption zu einer Reduktion der Knochenmasse fiihrt, der sogenannten
Osteoporose (Persy and D’Haese 2009).

Diese gestorte Knochenbildung ist oft bei Patienten mit chronischer Nierenkrankheit
anzutreffen, oder bei postmenopausalen Frauen (Toussaint et al., 2008; Kado et al., 2000).

Paradoxerweise flihrt der Knochenabbau zu gesteigerter vaskuldrer Kalzifizierung, was vor
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allem durch gesteigerte Kalzium/Phosphat Serumspiegel (wie bereits oben erwéhnt,
Einleitung Kapitel 1.2), sowie hohe Parathyroid Hormon (PTH) Konzentration vorangetrieben
wird.

Interessanterweise gibt es eine Assoziation zwischen dem Hormonhaushalt von Frauen und
FSAP Antigen und Aktivitit (Riondino et al., 2012; Parahuleva et al., 2010). FSAP scheint
durch Ostrogen und Progesteron Spiegel hochreguliert, und durch Monozyten exprimiert zu
werden (Parahuleva et al., 2010). Frauen mit sinkendem Ostrogenspiegel haben ein hoheres
Risiko Osteoporose zu erleiden (Kado et al, 2000). Ostrogen reguliert den
Knochenmetabolismus und inhibiert vaskuldre Lasionen (Abb. 45), daher kommt es bei
postmenopausalen Frauen haufig zur Knochenerosion und Kalzium/Phosphat Ansammlungen
im Gefaflsystem (Kiel et al., 2001). Es bleibt zu spekulieren, ob FSAP die protektive Wirkung
von Ostrogen im Knochenmetabolismus unterstiitzt. Dazu miissten FSAP Antigen und
Aktivitdit in menopausalen Frauen ermittelt werden, und ein Vergleich zwischen der

Knochenerosion und Kalzium/Phoshat Gehalt im Serum vollzogen werden.

Ostrogen

FSAP

00 BMP-2 - : -
Osteoklast m RANK/RANKL/OPG-System GDF-5 autokrine und parakrine Wirkung
Vorlauferzelle 4 @
%
@ @ Osteoblast

Vorlauferzelle

Osteoblast Differenzierung Knochenregenerierung

neuer Knochen
Osteoklast

Makrophagen

alter Knochen

Osteoblast

Abb. 45. Putativer Regulationsmechanismus der Osteoblasten Differenzierung durch FSAP. Der
Knochenmetabolismus wird durch die Balance von Osteoblasten und Osteoklasten aufrechterhalten. Die
Homeostase wird durch das RANK/RANKL/OPG System reguliert. Ostrogen wirkt positiv auf den
Knochenmetabolismus durch Wirkung auf die Osteoblasten. Desweiteren fordert Ostrogen die FSAP Expression,
das wiederum die BMP-2 Aktivierung fordert und somit in diesem Modell die chondrogene Differenzierung

fordern konnte.
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Vereinend in der Pathologie der vaskuldren Kalzifizierung und Arteriosklerose sind
Remodellierungsprozesse, die vor allem durch Proliferation und Migration von VSMCs
initiiert werden. Die Proprotein Aktivierung ist hier von zentraler Bedeutung, da viele
vaskuldre Remodellierungsfaktoren latent sekretiert werden, neben den Cystein-Knoten
Proteinen auch Pro-Integrine und Pro-Matrixmetalloproteinasen (Stawowy and Kapper 2011).
Bisher galten Furin und PCS5 als die Hauptakteure der Proprotein Aktivierung, da sie im
Atheroma und in infiltrierenden Makrophagen exprimiert werden (Stawowy et al., 2005).
Doch nach den neuesten Befunden scheint die Proprotein Aktivierung nicht nur hauptsachlich
intrazelluldr beschriankt zu sein, sondern durch extrazelluldre zirkulierende Proteasen wie
beispielsweise FSAP oder Plasmin reguliert zu werden. Diese Proteasen konnten durch
gezielte Proteolyse die Stabilitét der fibrosen Kappe des Plaques regulieren. TGF--1 ist zwar
maligeblich an der Phédnotyp Transition der VSMCs bei GefaBldsion beteiligt (stimuliert
Kollagensynthese), sowie bei der Regulation der T-Zell Antwort (Bobik 2006), jedoch nimmt
pro-TGF-f durch den LAP/LTBP Komplex eine einzigartige Stellung der Proform Stabilitit
ein. TGF-B als potentieller Restenose Risikofaktor hat keine Verbindung mit FSAP als
Stenose Risikofaktor (Willeit et al., 2003).

Da die vaskulédre Kalzifizierung die Kontraktilitit der Gefalle beeintrachtigt, konnte hier ein
erhdhtes Stenose Risiko erwartet werden. Uberraschenderweise ergab eine Patientenstudie,
dass die Kalzifizierung, und damit die Ablagerung von Bisphosphonat, eine protektive
Wirkung auf degenerative Aortastenose ausiibt (Innasimuthu and Katz 2011). Die genaue
Wirkung des Bisphophonats ist dabei noch nicht geklart, die Autoren spekulieren jedoch iiber
mogliche Therapieansétze durch dessen Applikation.

Fraglich ist auBerdem, ob die inhibitorische Wirkung der FSAP auf VEGF (Jeon et al. 2006)
auch eine Rolle im Geféallsystem spielen konnte. Da das Cystein-Knoten Protein VEGF durch
seine pro-angiogene Wirkung auch an der Atherogenese beteiligt ist (Vuorio et al., 2012),
konnte es durch FSAP in vivo inhibiert werden, was FSAP zu einem protektiven Faktor
machen konnte.

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass FSAP durch BMP-2 die Differenzierung von
Zellen unbekannten Ursprungs in chondrogene Zellen induzieren konnte. Ob dies den
dynamischen Prozess der Knochenbildung beeinflusst oder die vaskuldre Kalzifizierung,
bleibt zu spekulieren. Aus den oben vorgestellten Aspekten erschlieBt sich, dass die
Knochenmineralisierung eng mit vaskuldrer Kalzifizierung verkniipft ist.

Diese hier aufgestellten Vermutungen miissten durch zahlreiche Studien belegt werden. Zum

einen konnte die Charakterisierung der vitalen FSAP”" Maus (Arbeitsgruppe Kanse) wichtige
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erste Erkenntnisse bringen. Eine Bestimmung der Knochenmasse und —dichte konnte hier
Aufschluss auf die Knochenerosion und —fragilitit geben. Desweiteren konnte die
Knochenregenierung nach Knochenfraktur mit Wildtypméusen verglichen werden. Auflerdem
konnte der Serumgehalt von Phoshat/Kalzium sowie ALP in FSAP”" mit Wildtyp Tieren
verglichen werden.

Um den Einfluss von FSAP auf die BMP-2 getriebene chondrogene Differenzierung von
VSMCs zu untersuchen, miissten in vitro Kalzifizierungsassays durchgefiihrt werden. Dies
konnte anhand von radioaktiv markiertem Phosphat vollzogen werden (Schoppet et al., 2011).
In vivo konnte die ektopische Knochenformation durch Implantate mit BMP-2 analysiert
werden, wobei den Tieren FSAP bzw. Puffer appliziert wird.

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit wurde ein erster Einblick in eine mdgliche Rolle der FSAP
im Knochenmetabolismus sowie der arteriellen Remodellierung gewéhrt. Da Marburg I als
Risikofaktor der vaskuldren Kalzifizierung identifiziert wurde, sind die Aussichten auf

weitere Wechselwirkungen der FSAP auf diesem Gebiet viel versprechend.

6.4 FSAP und die Stellung der TGF-p Superfamilien Regulatoren

Um die Wirkung der FSAP auf TGF-B Familienmitglieder zu untersuchen, wurden zur
Vervollstindigung reife Wachstumsfaktoren und deren inaktive Proformen zur Analyse
herangezogen. Es ist soweit bekannt, dass Verdnderungen der biologischen Aktivitit von
TGF-B, BMP-2 und GDF-5 mit diversen Erkrankungen assoziiert sind (z.B. Fibrose,
pulmonare Hypertonie, vaskuldre Kalzifizierung, Brachydactyl Typ A2) (Benjamin 2012;
Yamanaka et al., 2010; Seemann et al., 2005)

Da FSAP konstitutiv iiber Hepatozyten in die Zirkulation sekretiert wird, ist die
Einzelkettenform jederzeit verfiigbar. Verstarkt wird der FSAP Gehalt aulerdem durch die
Expression von Monozyten und Makrophagen, die durch pro-inflammatorisches Endotoxin
reguliert werden kann (Parahuleva et al., 2010).

In Bezug auf arterielle Remodellierungsvorginge triagt dies den Vorteil, dass FSAP bei
Entziindungen (Plattchenaktivierung, Apoptose, Zellverletzung) von der Einzelkettenform in
die Zweikettenform (Kapitel 1.3.2) aktiviert wird (Stephan et al., 2011), und lokal wirken
kann. Durch die Infiltration von Makrophagen vermag ,,importiertes® FSAP direkt im
Gewebe zu wirken. Durch diesen Prozess konnte lokales FSAP protektiv bei der
Atherogenese durch PDGF-BB Inhibierung wirken (Kanse et al., 2011; Sedding et al., 2004).
Im vorherigen Kapitel wurde der putative Einfluss der FSAP auf mesenchymale

Vorlduferzellen, und die Auswirkung auf die Zelldifferenzierung diskutiert. Der
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Knochenmetabolismus kann durch Expression von MMP-2 durch Osteoblasten reguliert
werden (Innoue et al., 2006). Diese Metalloproteinase ist ein bekannter Aktivator von TGF-3
(Thiolloy et al., 2012). Daraus erschliefit sich, dass beispielsweise TGF-B durch die lokale
Expression seines Aktivators prozessiert wird. Im Gegensatz dazu miisste FSAP erst zu
seinem Bestimmungsort transportiert und anschlieBend lokal aktiviert werden. Neben diesen
Beispiel dient das GefdaBsystem der weiteren Darstellung: Hier wird TGF- aulerdem durch
Plasmin aktiviert, dass affin zur extrazelluliren Matrix ist (George et al., 2005). Bei
GefaBverletzung kommt es zur Aktivierung der Plittchen, mit nachfolgender Degranulierung
und Sezernierung von Pldttchen TGF-B. TGF-B kann durch Plasmin aktiviert werden, da
dieses gleichzeitig wihrend die Blutgerinnung aktiviert wird (Grainger et al., 1995). Plasmin
wirkt nun dual: zum einen 16st es das Gerinnsel auf, zum anderen aktiviert es den
Wachstumsfaktor zu Reparatur- und RegenerationsmaBBnahmen. Auch findet wieder eine
lokale Regulation statt. Desweiteren wird TGF-f3 durch Thrombospondin-1 aktiviert (Kapitel
1.4.2), das ebenfalls aus den Granula sekretiert wird (Crawford et al., 1998). Es scheint daher,
als wiirde die TGF-B Aktivierung nur durch die zellulire Mikroumwelt (z.B. Integrine,
Fibrilline (Hyytidinen et al., 2004)) reguliert zu werden, und nicht durch 16sliche Proteasen
wie FSAP.

Thrombospondin-1 aktiviert auBerdem noch BMP-2 (Hayashi et al, 2012). Dieses
Glykoprotein  hat  kalziumbindende  Eigenschaften und hohe  Affinititen zu
Matrixkomponenten wie Fibronektin oder Integrine (Tan an Lawler 2009). Dies unterscheidet
es von FSAP: wihrend FSAP ein 16sliches Protein ist, kommt es bei Thrombospondin-1 zur
einer moglichen Kolokalisation mit matrixgebundenen Cystein-Knoten Proteinen. Seine
Expression durch Neutrophile, Plittchen, VSMCs, Makrophagen oder Fibroblasten (Lopez-
Dee et al., 2011) konnte es zum direkten Konkurrenten von FSAP machen. Bestétigt wird
diese Theorie, indem Thrombospondin-1 sowie FSAP voneinander unabhingig in
arteriosklerotischen Plaques detektiert wurden (Roth et al., 1998, Parahuleva et al., 2008).

Aus dieser Gegeniiberstellung geht hervor, dass die Zirkulation verschiedene Aktivatoren der
TGF-B Superfamilie bereitstellt. Alle Aktivatoren werden bei Entziindungsreaktionen
hochreguliert, was sie zu potenten Interaktionspartnern der Wachstumsfaktoren wahrend
GefaBlasionen macht. Genaue Aussagen iiber die Stellung der FSAP innerhalb dieser
Aktivatoren konnen nach der vorliegenden in vitro-Studie nicht getroffen werden. Dafiir

miisste die FSAP”~ Maus charakterisiert werden (Kapitel 6.3).
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6 Diskussion

Schlussfolgerung und Ausblick

Durch die vorliegende Studie konnte ein Einblick dariiber gewonnen werden, durch welche
molekularen Mechanismen FSAP Marburg I ein Risikofaktor der Arteriosklerose und
vaskuldren Kalzifizierung sein konnte. FSAP wurde als Aktivator der TGF-8
Superfamilienmitglieder BMP-2, pro-BMP-2 und pro-GDF-5 identifiziert (Abb. 46). Diese
Befunde erginzen die bisherigen Erkenntnisse, dass FSAP ein Inhibitor des
Wachstumsfaktors PDGF-BB ist, und dadurch vor fibrotischen Gefillverdnderungen schiitzen
kann. Durch die Identifikation dieser neuen FSAP-Substrate wurde ein neuer positiver BMP
Regulationsmechanismus aufgeklart, da bisher nur wenig iiber die Aktivierung dieser latenten
Proformen und reifen Wachstumsfaktoren bekannt ist.

Um die Relevanz der FSAP in vivo zu untersuchen, wiren weitere Studien von
Interesse (a) Charakterisierung der FSAP™ x ApoE Maus in Bezug auf Arteriosklerose und
vaskuldrer Kalzifizierung (b) Analyse des Knochenmetabolimus in der FSAP” Maus und
Regeneration nach Knochenfraktur (c) Bestimmung von zirkulierenden BMPs in FSAP™
Maus-Plasma sowie diverser Entziindungsparameter.

Durch die Balance von Wachstumsfaktor-Aktivierung und —Inhibierung vermag FSAP
fibrotische und degenerative vaskuldre Erkrankungen zu regulieren, und hat somit hohes
Potenzial als medizinisches Therapeutikum bei Arteriosklerose, vaskuldre Kalzifizierung oder

Fibrose eingesetzt zu werden.
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6 Diskussion

Vaskulare Remodellierung durch
Wachstumsfaktorregulation

BMP-2 4
GDF-5 ¢ reziproker Mechanismus
PDGF-BB ¥

N

Arteriosklerose vaskulare Kalzifizierung

(Gardener et al., 2011) ~ (Gardener etal., 2011)
Entzindungsmarker

Stenose und Schlaganfall (Stephan et al., 2011)
(Willeit et al., 2003; \ /

Trompet et al., 2011 Multiples Trauma

Hanson et al., 2012) FSAP/Marburg | _— " (Kanse et al., 2012)
vendse Thrombose / Generri]ezung von
(Ahmad-Nejad et al., 2012) Anaphylatoxine
(Kanse et al., 2011)
Regulation durch Leberfibrose
Hormone Prokoagulatorisch ~ (Wasmuth et al., 2009)

(Parahuleva et al., 2010) durch TFPI Inhibierung
(Kanse et al., 2012)

Abb. 46. Rekapitulation der FSAP Funktion und Marburg I als Risikofaktor. Durch die Regulation von
Cystein-Knoten Proteinen und der Proprotein Aktivierung tragt FSAP bei vaskuldren Remodellierungsvorgingen,
wie bei der Arteriosklerose und der vaskuldren Kalzifizierung bei. Durch die Assoziationen der Marburg I mit
diversen Erkrankungen gilt die Forschung an FSAP als wegweisend um die komplexen Poteininteraktionen unter
pathologischen Gesichtspunkten néher zu verstehen.
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7 Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Die Faktor VII-aktivierende Protease (FSAP) ist eine zirkulierende Serinprotease hepatischen
Ursprungs. Der mit 5% Vorkommnis auftretende Einzelnukleotidpolymorphismus (G534E)
»Marburg I“ der FSAP geht mit einer deutlich reduzierten Enzymaktivitidt einher, und
korreliert mit diversen vaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose, vaskulérer
Kalzifizierung und Fibrose.

Frithere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten aufweisen, dass FSAP das Cystein-
Knoten Protein platelet derived growth factd®DGF-BB degradiert, was eine Reduktion des
fibrotischen Verhaltens von vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC) im Mausmodell nach
sich zog. Da FSAP Proteinaktivitit im Zusammenhang mit fibroproliferativen und
degenerativen Erkrankungen assoziiert ist, war es fraglich, ob FSAP weitere Mitglieder der
strukturell verwandten transforming growth factef (TGF-B) Superfamile der Cystein-
Knoten Proteine reguliert. Dafiir sollten deren reife Wachstumsfaktoren sowie ihre latenten
Proformen untersucht werden.

In dieser Arbeit wurden Mitglieder der bone morphogenetic protein (BMP) und dgrowth
and differentiation facto(GDF) Familie als neue Substrate der FSAP identifiziert, die im
Zusammenhang mit osteogener Zelldifferenzierung stehen und anti-proliferativ wirken. In
diversen in vitro Zellsystemen wurde der Einfluss der FSAP auf die biologische Aktivitét von
BMP-2, pro-BMP-2, pro-GDF-5 sowie TGF-f untersucht. FSAP spaltete und verstarkte die
biologische Aktivitdt von reifen BMP-2 konzentrations- und zeitabhidngig. Amino-terminale
Peptid-Sequenzierung identifizierte eine Spaltung innerhalb basischer Aminosduren und die
Generierung eines um 7 Aminosduren verkiirztes Peptids (R*5-K*"). Ebenso wurden die
latenten Proformen pro-BMP-2 und pro-GDF-5 prozessiert. Pro-BMP-2 wurde durch FSAP
innerhalb der Furinspaltstelle RXXR in die reife Form iiberfiihrt (R**2-Q***) und zusitzlich an
der gleichen Stelle wie reifes BMP-2 (R***-K**) verkiirzt. Um die Spezifitit der FSAP auf die
Wachstumsfaktor Aktivierung zu iiberpriifen, wurde eine Vergleichsstudie mit diversen
Proteasen durchgefiihrt. Lediglich strukturell verwandtes Plasmin stellte sich als BMP
Aktivator heraus. Uberraschenderweise erwies sich TGF-B-1 nicht als FSAP Substrat. Die
biologische Aktivitdt der prozessierten Wachstumsfaktoren wurde durch die Induktion der
alkalischen Phosphatase Aktivitdt, Smadl/5/8-Phosphorylierung und der anti-proliferative
Effekt in C2C12 Myoblasten untersucht. Die FSAP-induzierte gesteigerte biologische
Aktivitdt der BMPs war durch den BMP-Inhibitor Noggin reversibel. Die FSAP Behandlung

von BMP-2 und pro-BMP-2 fiihrte auBerdem zu ihrer verstarkten Internalisierung.
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7 Zusammenfassung

Neben Myoblasten reagierten auch VSMCs auf FSAP behandeltes BMP-2 und pro-BMP-2
durch Smad1/5/8 Phosphorylierung sowie Induktion der BMP-VSMC Zielgene Idl und
Smad6. Um die Rolle von endogener FSAP zu ermitteln, wurden Hepatozyten mit FSAP
siRNA transfiziert um FSAP herunter zu regulieren, und die BMP-Prozessierung mittels
Aktivierung untersucht. Eine Minderung des endogenen FSAP Gehalts fiihrte zu einer
Reduktion der BMP-Spaltung und —Aktivitdt, was sich durch Induktion des hepatischen
Zielgens Hepcidin nachweisen lies.

Um die beteiligten Aminosduren der Wachstumsfaktorspaltung durch FSAP zu ermitteln,
wurde eine Mutationsstudie mit pro-BMP-2 durchgefiihrt. Dafiir wurden 5 verschiedene
Konstrukte mit je einem Aminosdurenaustausch (Arg—>Serin) kloniert (K278S, R282S,
K285S, R282S, K290S) und in HEK293 Zellen exprimiert. Sowohl die reifen Peptide als auch
zu geringerem Anteil ihre latenten Proformen wurden sekretiert. Die Mutationen hatten
jedoch keinen Einfluss auf die FSAP induzierte Spaltung. Eine Triple-Mutationsstudie mit
den pro-BMP-2 Mutanten SSS*** und der Mutation SSS* in der reifen BMP-2 Kette ergab,

S** Variante vor der FSAP Proteolyse geschiitzt war. Die Mutation der

dass nur die SS
Prodoméne fiihrte zu einer deutlich reduzierten Sekretion.

In dieser Arbeit wurde ein neuer positiver Aktivierungsmechanismus von BMP-2 sowie
seiner Proform durch FSAP und Plasmin identifiziert. Daher ist FSAP ein neuer Aktivator
von Differenzierungs- und pro-osteogenen Faktoren. Zusammen mit dem Befund, dass FSAP
den pro-proliferativen Wachstumsfaktor PDGF-BB inhibiert, vermag FSAP die Proliferation
und Differenzierung von vaskuldren Zellen zu kontrollieren, und den Phanotyp zur
Kalzifizierung voranzutreiben. Diese reziproken Mechanismen kdnnten die Rolle der FSAP

als Risikofaktor in fibroproliferativen und degenerativen GefaBBkrankheiten wie

Arteriosklerose und vaskuldre Kalzifizierung erkléren.
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8 Summary

8 Summary

The Factor VIl-activating protease (FSAP) is a circulating serine protease of hepatic origin.
The single nucleotide polymorphism (SNP) (G534E) called the ,,Marburg I of the FSAP
gene (HABP2) can be found in 5% of the western population and is characterized by a
decreased enzymatic activity and is associated with various vascular diseases like
atherosclerosis, vascular calcification and fibrosis.

Previously results of our group showed that FSAP degrades the cystin knot protein platelet
derived growth factoPDGF-BB) resulting in a reduction of vascular smooth muscle cell
activation in a mouse model. Because FSAP protein activity has an impact on
fibroproliferative and degenerative disease, we addressed the question whether FSAP also
regulates members of the structurally related transforming growth factor-f (TGF-B)
superfamily of cystin knot proteins. To analyse this, mature growth factors and their
respective latent pro-forms were investigated.

In this work, members of the bone morphogenetic protein (BMP) and growth and
differentiation (GDF) family have been identified as new FSAP substrates, which lead to
activation of their osteogenic differentiation and anti-proliferative effects. The effect of FSAP
treatment of BMP-2, pro-BMP-2 and pro-GDF-5 was analysed by various in vitro cellular
assays. Amino-terminal sequencing showed cleavage of BMP-2 by FSAP treatment and

29_K*°), which lacked 7 aminoacids. The latent proform

generation of a truncated peptide (R
of BMP-2 was further cleaved to the mature form (R**?-Q***) by FSAP, indicating the same
cleavage site as for furin (RXXR). A second cleavage was also observed at the same position
as in mature BMP-2. Also the proform of GDF-5 was cleaved and activated by FSAP. The
specificity of FSAP induced growth factor activation was further compared with different
proteases, indicating that only structurally related plasmin was also an activator. Surprisingly
TGF-B-1 was not a candidate for FSAP cleavage.
The biological activity of processed BMP-2 was measured by the induction of alkaline
phosphatase activity, increased smad1/5/8 phosphorylation and inhibition of proliferation in
C2C12 myoblasts. FSAP had a dose- and time dependent stimulatory effect on BMP-2
activity. FSAP induced BMP-2 activity was abolished after treatment with BMP inhibitor
Noggin. Besides osteogenic differentiation, FSAP incubation of BMP-2 and pro-BMP-2 also
resulted in their enhanced internalization in C2C12 cells.
VSMCs responded to FSAP treated BMP-2 and pro-BMP-2 by increased smadl/5/8
phosphorylation and induction of the BMP —VSMC target genes Id1 and smad6.
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8 Summary

To further estimate the role of endogenous FSAP, hepatocytes were transfected with FSAP
siRNA. FSAP-dependent BMP-2 and pro-BMP-2 activation was shown and furthermore
activated BMP-2 induced target gene expression in hepatocytes, indicating that endogenous
FSAP is the major activator of BMP-2 in hepatocytes.

To elucidate the specific amino acids involved in FSAP-induced growth factor activation, a
mutation study of pro-BMP-2 was performed. Therefore 5 different constructs were cloned,
with each one bearing a single site mutation (K278S, R282S, K285S, R282S und K290S) and
expressed in HEK293 cells. All mutants were secreted as mature form and to lesser extend as
proform in the supernatant. Site mutations of 5 different basic amino acids to nonpolar serine
residues did not alter FSAP cleavage indicating that the putative cleavage site requires
recognition of more than one residue. A triplemutation study with the pro-BMP-2 variant
SSS*™ and a mutation in the mature BMP-2 chain SSS*® revealed that only the SSS**° variant

S%82 gecretion in

was protected from FSAP cleavage. There was a dramatically decrease in SS
HEK293 cells.

Here, a new positive regulatory mechanism of the activation of latent and mature BMPs by an
extracellular protease has been elucidated. Thus, FSAP is an activator of differentiation- and
pro-osteogenic factors. Together with the observation that FSAP induced inhibition of the
pro-proliferative PDGF-BB growth factor, FSAP controls proliferation and differentiation of
vascular cells favoring a calcification-type phenotype. These reciprocal mechanisms could

explain the role of FSAP in fibroproliferative and degenerative vascular diseases like

atherosclerosis and vascular calcification.
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