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Einleitung

l. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Seit Beginn der Evolution haben Organismen Strategien entwickeln missen, um sich
gegen Infektionen durch Pathogene wie Bakterien, Pilze oder Viren, aber auch Parasiten
zu schitzen. Der wohl effektivste Mechanismus, uns als Immunsystem bekannt,
entwickelte sich dabei in Vertebraten und wurde in den Mammalia perfektioniert. Das
Immunsystem ist ein Zusammenspiel aus Zellen, Organen und Molekilen die gemeinsam
agieren um den Organismus vor einer Infektion zu schiitzen, oder diese nach Ausbruch
zu bekdmpfen. Dabei wird zwischen zwei grundlegenden Mechanismen unterschieden,
dem phylogenetisch alteren, angeboren Immunsystem und dem sich erst spater in der
Wirbeltierklasse der Gnathostomata entwickelten sogenannten erworbenen, oder
adaptiven Immunsystem. Dabei ist Letzteres fur das von Edward Jenner (1749-1826)
beschriebene Phanomen und daraufhin entwickelten Methode der ,Vaccination®
verantwortlich. Durch diese Immunisierung ist das adaptive Immunsystem, u.a. dazu
befahigt einen Erreger bei erneutem Kontakt schneller zu erkennen und effizienter zu
bekampfen. Das adaptive Immunsystem wird aktiviert, wenn das angeborene
Immunsystem den Erreger nicht erfolgreich eliminieren konnte. Eine wichtige Aufgabe im
Zuge der Aufrechterhaltung beider Systeme tGbernehmen die Immunzellen. Die auch als
Leukozyten bezeichneten Zellen entspringen aus dem Knochenmark und entwickeln sich

in einem Prozess der als Hamatopoese bezeichnet wird™.
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Abbildung 1: Schaubild der Hamatopoese aus pluripotenten Stammzellen
(abgeéndert nach http://doktor-schubert.net/2011/die-blutbildung), gefunden 15.12.11

Die pluripotenten, hdmatopoetischen Stammzellen gliedern sich zunachst in zwei Linien.
Dabei entwickeln sich zum einen lymphoide, zum anderen myeloide Vorlauferzellen®. Im
Falle der lymphoiden Linie entwickeln sich im Zuge der Leukopoese die Zellen des
adaptiven Immunsystems, die B-, und T- Lymphozyten, sowie die nattrlichen Killerzellen.
Hingegen entstehen im Falle der Myelopoese die Zellen der angeborenen Immunitét,
namlich Makrophagen, Mastzellen und Granulozyten. Letztere spalten sich in drei Typen:
Basophile, Eosinophile und Neutrophile, die alle verschiedene Aufgaben Ubernehmen.
Dariber hinaus entstehen wahrend der Myelopoese auch Thrombozyten und
Erythrozyten. Allerdings sind beide aus rein immunologischer Sicht nicht relevant,
weshalb diese Zellen nicht weiter beschrieben werden. Schlie3lich lasst sich die
Entwicklung der dendritischen Zelle (kurz DC, vom engl: dendritic cell) auch auf myeloide
Vorlaufer zuriickfuhren. DCs gehdren zu den sogenannten professionellen
antigenprasentierenden Zellen (kurz APC, vom engl. antigen presenting cell) und
fungieren als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitat®*. Der GroRteil
der Zellen entwickelt sich im Knochenmark mit Ausnahme der T-Zellvorlaufer. Diese
migrieren in ein spezielles lymphatisches Organ, den Thymus, um dort zu heranzureifen.
Schlie3lich wandern alle Zellen in den Blutstrom und das Lymphsystem des Organismus
ein.
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1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist das erste der beiden Immunsysteme welches nach
einer Infektion den Organismus zu schitzen versucht. Es ist durch eine schnelle, aber
unspezifische Reaktion auf ein Pathogen gekennzeichnet. Im Gegensatz zum adaptiven
Immunsystem, welches hauptséchlich zellvermittelt agiert, zeichnet sich das angeborene
Immunsystem auch durch chemische (Lysozym, antibakterielle Peptide, saurer pH, z.B.
im  Magen), physikalische (Haut, Schleimhdute) und weitere biologische
Abwehrmechanismen (Konkurrenzdruck durch kommensale Bakterien) aus. Schaffen es
Erreger dennoch diese Komponenten zu Uberwinden, stellen sich ihnen die Zellen des
angeborenen Immunsystems gegenuber. Dieses sind zundchst Monozyten, die zu
Makrophagen heranreifen, sobald sie ins Gewebe einwandern. Der Name ,Makrophage”
gibt bereits Auskunft Uber die Eigenschaften des Zelltyps (altgriechisch: makrés = grof3
und phagein = essen), sie sind Phagozyten. Sie wurden erstmalig von Kranid Slavjanski
im Jahr 1863 beschrieben. Makrophagen durchwandern das Blutsystem und werden
chemotaktisch zu einem Infektionsherd gelockt. Dort wandeln sie sich unter dem Einfluss
von Zytokinen zu Makrophagen um. Dieser Prozess wird noch dadurch verstarkt, dass
bereits am Infektionsherd vorhandene Makrophagen Substanzen ausschutten, die weitere
Monozyten anlocken. Die Aufnahme des Pathogens erfolgt bei Makrophagen im
Gegensatz zur DC rein phagozytotisch. Neben Pathogenen werden auch apoptotische
Zellen und zellulare Uberreste phagozytotisch aufgenommen und so abgebaut®. Das
aufgenommene Material wird umschlossen und in einem als Phagosom bezeichneten
Kompartiment in das Zellinnere transportiert, wo es mit dem Lysosom zum Phagolysosom
verschmilzt. Das Phagolysosom beinhaltet eine Vielzahl degradierender Enzyme (z.B.
Cathepsin, B-Glucosidase) und sorgt fir den Abbau des aufgenommen Materials. Analog
zur dendritischen Zelle kdnnen Peptidfragmente gebunden an MHC-Molekile auf der
Oberflache prasentiert werden und so Ty - Zellen aktivieren, somit sind auch
Makrophagen, neben DCs, dazu in der Lage als APC zu agieren (siehe 1.1.2 und 1.3.2).
Infizierte Makrophagen sezernieren |L-12, welches Tyl-Zellen dazu anregt zu
proliferieren. Durch Makrophagen aktivierte T-Zellen wiederum kdnnen B-Zellen mit
entsprechendem Antigen-MHC-Komplex dazu anregen Antikdrper zu sezernieren. Diese
Antikdrper opsonisieren Bakterien, wodurch diese leichter von Phagozyten erkannt und
eliminiert werden kénnen, oder neutralisieren es durch ihre Bindung. Ferner kénnen sie
das Komplementsystem aktivieren. Neben der Aufgabe als APC und Fresszelle sind sie
ferner an der Neubildung von BlutgefaRRen, sowie Regeneration von Muskeln beteiligt®”.

Die Phagozyten werden zusammen mit Granulozyten rekrutiert. Diese sezernieren
toxische Substanzen, die eindringende Pathogene abtéten konnen. Des Weiteren

scheiden Granulozyten und Makrophagen Chemokine aus, eine besondere Klasse der
3
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Cytokine, die weitere Granulozyten und Makrophagen zum Infektionsherd locken kénnen.
In vielen Fallen reicht diese Abwehr schon aus um eine Infektion zu bekampfen. Ist dies
nicht der Fall, kann die Infektion meist so lange eingedammt werden, bis das adaptive
Immunsystem in der Lage ist, zu reagieren. Weitere Zelltypen des angeborenen
Immunsystems sind Mastzellen und die naturlichen Killerzellen auf die hier nicht ndher
eingegangen werden sall.

Ein wichtiger Zelltyp sind die vor allem unter der Haut und Schleimhaut befindlichen DCs.
Zusammen mit Makrophagen bilden sie eine Gruppe, die antigenprasentierenden Zellen
(siehe 1.2 und 1.3). DCs wurden bereits 1868 von Paul Langerhans beschrieben, der sie
unter der Haut lokalisierte und aufgrund ihres verzweigten Erscheinungsbildes flr
Nervenzellen hielt. Daher ruhrt auch ihr Name (griechisch: dendros = Baum), der im Jahre
1973 von Steinmann und Cohn gepragt wurde®. Sie entdeckten, dass DCs auch in der
Milz und anderen peripheren lymphatischen Organen vorkommen. Heutzutage sind viele
Subklassen bekannt. Generell unterscheidet man zwischen myeloiden dendritischen
Zellen (mDC) und plasmacytoiden dendritischen Zellen (pDC). Sie unterscheiden sich
zum einen durch das &uRere Erscheinungsbild, sowie die Sekretion unterschiedlicher
Zytokine, ferner exprimieren sie unterschiedliche TLRs. Prinzipiell fihren dabei alle
Subtypen die gleiche Hauptfunktion aus, namlich die Antigenaufnahme und deren
Prasentation. Unreife DCs befinden sich frei zirkulierend im Blutstrom und der Lymphe,
oder sind direkt unter der Haut lokalisiert (Langerhans-Zellen). In diesem Stadium
exprimiert die Zelle wenige kostimulatorische Molekile, die fur die Aktivierung von T-
Zellen essentiell sind, zudem présentieren sie nur korpereigene Peptide. In diesem
Zustand ist die DC phagozytotisch hoch aktiv. Trifft eine unreife DC auf ein Virus,
Bakterium, oder Antigen kann sie dieses Uber TLRs, oder PRRs erkennen und durch
rezeptorvermittelte Endozytose, Phagozytose oder Makropinozytose aufnehmen.
Hierdurch wird die Zelle aktiviert und beginnt zu reifen, ferner verliert sie zunehmend die
Fahigkeit weitere Antigene aufzunehmen. Die reifende DC migriert durch das
Lymphsystem zu den Lymphknoten. Die Migration beruht auf der Expression von
Chemokinen und deren Rezeptoren, allen voran dem Chemokinrezeptor CCR7. Zudem
wird das aufgenommene Antigen prozessiert, d.h. das Antigen wird in kleinere Fragmente
(Peptide) definierter Lange zerlegt. AnschlieBRend werden diese Peptide auf MHC-
Molekile geladen. Diese konnen je nach Art des aufgenommen Antigens MHC-Molekile
der Klassen | oder Il sein. Zum Beispiel werden extrazellulare Bakterien Uber
rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und endosomal verdaut, hieraus
resultierende Peptidfragmente werden auf MHC-II Molekile geladen. Hingegen werden
Peptide viraler Natur, z.B. bei Infektion der DC auf MHC-I Molekile geladen. Der

beladene Peptid-MHC Komplex wird sodann an die Zelloberflache transportiert und dort
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prasentiert. Einhergehend werden die kostimulatorische Molekule u.a. CD80, CD86,
CD40 und induzierbare Kostimulator-Ligand (kurz 1COS-L, vom engl. inducible
costimulatory ligand). exprimiert. Die Prasentation von Antigenen fuhrt zur Aktivierung von
T-Zellen. Aufgrund dieser Funktion werden DCs als antigenprasentierende Zelle
bezeichnet, wobei eine reife DCs den effektivsten Stimulus fir eine T-Zelle darstellt.
Andererseits migrieren nicht nur aktivierte DCs zu den Lymphknoten, sondern auch
unreife DCs. Auf ihrer Oberflache werden nur kdrpereigene Peptide exprimiert und die
Expression von kostimulatorischen Molekilen ist gering. Wird eine T-Zelle im
Lymphknoten mit einer solchen DC konfrontiert und tragt den entsprechenden TCR fir
den Peptid-MHC Komplex féllt diese T-Zelle in einen passiven Zustand, in dem sie nicht
aktiviert werden kann. Dieser Zustand wird als Anergie bezeichnet und dient als einer der
drei Eckpfeiler der Toleranzinduktion, auch als periphere Toleranz bezeichnet.

Naive T- Zelle

cCD40OL — cD28

Abbildung 2: Ubersicht (ber die Aktivierung naiver T-Zellen durch
antigenprasentierende Zellen
Die naive T-Zelle exprimiert neben dem TCR auch kostimulatorische Molekiile wie CD40L, oder

CD28. Diese werden von den entsprechenden Rezeptoren (CD40 und CD80/86) der APC erkannt
und es kommt zur Aktivierung der naiven T-Zelle, wenn TCR und Peptid/ MHC Komplex zueinander
passen. APC = antigenprasentierende Zelle, TLR = Toll-like Rezeptor, LPS = Lipopolysaccharid
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Zusétzlich zur zellularen Immunitét gibt es auch eine als humorale Immunitat bezeichnete
(vom lat. humor ,FlUssigkeit‘), welche im Falle der angeborenen Immunitat vom
Komplementsystem Ubernommen wird. Hierbei handelt es sich um ein System ldslicher
Plasmaproteine und zellgebundener Proteine. Diese Proteine besitzen enzymatische
Aktivitat und lassen sich wie in einem Dominoeffekt kaskadenartig gegenseitig
aktivieren®. Hierdurch kénnen z.B. Erreger durch Antikdrper oder Komplementfaktoren fiir
Phagozyten markiert und somit erkennbar gemacht werden. Dieser Prozess wird auch
als Opsonisierung bezeichnet. Des Weiteren agieren einige Komponenten des
Komplementsystems auch als Chemokine, wodurch Phagozyten zum Infektionsherd
gelockt werden kdnnen, welche die Einddmmung der Infektion weiter unterstitzen.

Die unspezifische Natur des angeborenen Immunsystems lasst sich durch seine
Hauptaufgabe, den Korper vor einer Vielzahl unterschiedlicher Pathogene zu schiitzen,
nachvollziehen. Dies kann nur dadurch erreicht werden, wenn als Angriffspunkt
generelle, auf vielen Erregern vorkommende Komponenten erkannt werden kodnnen.
Diese sog. Pathogen-assoziierten molekularen Muster (kurz PAMPs, vom engl.
Pathogen-Associated Molecular Patterns) sind essentiell mit dem Uberleben des
Erregers verknlpft. Deshalb kénnen sie im Zuge der Evolution nicht einfach verandert
werden, um so einer Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen. Fur die
Erkennung der PAMPs sind Rezeptoren verantwortlich, die auf jeder Zelle des
angeborenen Immunsystems exprimiert werden, da sie in der Keimbahn kodiert sind. Ein
bekanntes Beispiel hierfur sind die sog. Toll-ahnlichen Rezeptoren (kurz TLR, vom engl.
.Joll-like Rezeptoren®) die zur Gruppe der Pathogenerkennungsrezeptoren (kurz PRR,
vom engl. Pattern Recognition Receptors) gehdren.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem unterscheidet sich vom angeborenen durch eine deutlich
hohere Spezifitdt und Diversitat. Zudem hat es die Fahigkeit zur Unterscheidung von
Selbst und Fremd und zeichnet sich durch ein immunologisches Gedéachtnis aus, welches
es ihm erlaubt, einen Erreger bei einer Zweitinfektion schneller und effektiver zu
eliminieren. Das immunologische Gedachtnis, sowie die Spezifitat werden vor allem durch
das Vorhandensein von B- und T- Zellen geformt. Diese speziellen Typen von
Lymphozyten entwickeln sich aus der lymphatischen Linie der Hamatopoese und tragen
einen T-Zellrezeptor (kurz TCR, vom engl. T-cell receptor), bzw. B-Zell Rezeptor auf ihrer
Oberflache. Diese Rezeptoren sind dulRerst spezifisch und erkennen nur ein bestimmtes,
ihnen zugehoriges Antigen, welche &hnlich wie Schlissel und Schloss zu ihren
Rezeptoren passen. Hier liegt der Hauptunterschied zum angeborenen Immunsystem,
6
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dessen Zellen universelle Strukturen erkennen und nicht erregerspezifische Antigene. B-
Zell Rezeptoren sind membrangebundene Antikérper und konnen frei vorliegende
Antigene erkennen und binden, hingegen ist die Bindung des TCR an ein Antigen nur
moglich, wenn dieses in Kombination mit einem Protein des
Haupthistokompatibilitditskomplexes (kurz MHC, vom engl. major histocompatibility
complex) vorliegt. Der MHC ist eine Genfamilie die sich in Vertebraten entwickelt hat. Die
Genprodukte der Familie werden auf der Oberflache von Zellen exprimiert und ihre
Liganden entstammen entweder von Peptidfragmenten der Zelle oder des eigenen
Organismus (Selbstantigene), oder von Antigenen invasiver Pathogene (Fremdantigene).
T-Zellen kénnen eine Zielzelle also nur dann erkennen und ihre jeweilige Effektorfunktion
erfullen, wenn der Komplex aus Antigen zusammen mit dem MHC-Molekil auf der
Zelloberflache prasentiert wird.

T-Zellen kdnnen weiterhin in zwei Subklassen kategorisiert werden, die durch jeweils ein
spezifisches Oberflachenprotein gekennzeichnet sind. Die Oberflachenmolekile dienen
als Korezeptoren und werden als Unterscheidungsgruppen (kurz CD, vom engl. ,clusters
of differentiation) bezeichnet und gliedern sich in CD4 und CD8. CD8'- Zellen
Ubernehmen dabei hauptsachlich die Funktion des Abtdtens von infizierten Zellen, indem
sie Granzym und Perforin ausschutten. Auf Grund dieser Funktion werden sie auch als
CD8"Killerzellen bezeichnet. CD4" dienen hingegen als T-Helfer Zellen (Ty-Zellen) oder
regulatorische T-Zellen (Tregs). Tregs Modulieren die Immunreaktion, indem sie die
Aktivierung des Immunsystems regulieren und notfalls unterdriicken. Dies ist fur die
Aufrechterhaltung der Homoostase des Immunsystems wichtig. Des Weiteren
gewahrleisten sie eine Toleranz gegenuber Selbstantigenen. Ty-Zellen hingegen lassen
sich weiter in Tyl-, Tu2-Zellen und T417- Zellen differenzieren®!!. Des Weiteren wurde
2009 eine als Ty9 benannte weitere Subpopulation beschrieben®. Die Klassifizierung
basiert auf der Ausschittung unterschiedlicher Zytokine nach Antigenkontakt. Dabei
sezernieren Tyl-Zellen hauptséchlich Interferon - gamma (IFN-y) und Interleukin-2 (IL-2).
Dadurch unterstitzen sie die zellulare Immunantwort, da die ausgeschutteten Zytokine
Makrophagen anlocken. Diese wiederum sezernieren IL-12, welches Makrophagen zu
APCs differenzieren lasst und sich somit ihre antimikrobielle Natur verstarkt. Des
Weiteren l6st IL-12 eine Differenzierung der T-Zellen in Richtung des reaktiven Typs
hervor. Somit wird durch die T-Zell-vermittelte Entzindungsreaktion die Bekampfung des
Pathogens auf vielfaltige Weise unterstutzt. SchlieRlich bewirkt eine Ausschittung von
IFN-y die Unterdrickung der T42 vermittelten Immunantwort.

Ty2-Zellen wiederum produzieren Interleukine der Untergruppen 4, 5, 6, 10 und 13.
Dadurch nehmen sie eine zentrale Rolle in der humoralen Immunitat ein, da die

sezernierten Zytokine B-Zellen dazu aktivieren Antikérper zu produzieren. IL-10 ist dazu in
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der Lage die Funktion von Makrophagen einzuschranken, wodurch die zellulare Antwort
unterdriickt und die humorale Immunitat unterstitzt wird. B-Zellen wiederum Gbernehmen
in der Unterstiitzung der humoralen Immunitat eine zentrale Rolle ein, da sie Antikdrper
produzieren. Eine zweite Klasse von B-Zellen hingegen entwickelt sich zu
Gedachtniszellen, die im Gegensatz zu Gedéachtniszellen des T-Zelltyps dazu befahigt
sind freie Antigene zu erkennen, die nicht in einem Komplex mit MHC-Molekilen
prasentiert werden. Tyl7- Zellen sezernieren hauptsachlich IL-17 und spielen eine
wichtige Rolle im Zuge einiger Autoimmunerkrankungen, z.B. rheumatoide Arthritis, aber

auch Multipler Sklerose**2,

1.2 Signaltransduktion

Die Signaltransduktion ist in mehrzelligen Organismen fur den Grof3teil der zellularen
Funktionen verantwortlich, zudem fir viele biologische Funktionen, wie Proliferation,
Immunreaktionen, Transkription von Genen, etc.**. Dabei kann der Stimulus sowohl durch
interne Prozesse (z.B. Blutbruck, Hormone) oder externe Stimuli (alle Sinnesorgane
betreffend) ausgeldst werden. Dabei beschreibt der Signaltransduktionsweg den
Mechanismus, dass das von einem Reiz ausgeltste Signal verstarkt und kaskadenartig
ins Zellinnere Ubertragen wird, wo es verarbeitet wird. Oft kann es dabei zu einer
Amplifikation des Signals innerhalb der verschiedenen Schritte kommen®®. Dabei kann die
Initiierung des Prozesses intrazellulér (z.B. durch Ca?**-lonen) oder extrazellular (Zytokine,
Wachstumsfaktoren, etc.) ausgeldst werden, indem der Stimulus an einen Rezeptor
innerhalb der Zelle, oder auf ihrer Oberflache bindet. Dadurch kommt es zur Aktivierung
von Enzymen oder sekundaren Botenstoffen. Final wird das Signal in den Zellkern
Ubertragen, wo es zu einer Genexpression kommt, die Veranderungen im
Zellmetabolismus oder der Proliferation zur Folge haben kann, oder auch den
programmierten Zelltod (Apoptose) herbeifiihren kann. Dabei kommt es haufig zu
sekundaren zellularen Effekten, da viele der durch die Ligand/Rezeptor Interaktion
ausgelosten  transkribierten  und  translatierten  Proteine  oft  selbst als

Transkriptionsfaktoren oder Enzyme agieren.
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1.2.1 Signalweiterleitung am Beispiel von Toll-Like Rezeptoren

Ein bekanntes Beispiel fur die Signaltransduktion sind zu den PRRs gehérenden Klasse
der Toll-like Rezeptoren. Sie sind eine konservierte Klasse von Proteinen, von denen
jedes einzelne eine, oder mehrere strukturelle Komponenten von pathogenen
Mikroorganismen erkennen kann. Klassifiziert wurden sie von Christiane Nusslein-Volhard
im Jahre 1985, als sie das Gen ,Toll“ bei ihren Studien an Drosophila entdeckte. Analog
spricht man bei Vertebraten von einem Toll-dhnlichen Gen. Heutzutage ist bekannt, dass
das konservierte System bei Vertebraten, Invertebraten, als auch Pflanzen Schutz vor
bakterieller, sowie fungaler Infektion gewdhrleistet. Gemeinsam mit den Interleukin-1
Rezeptoren bilden sie eine Superfamilie, die durch das Vorhandensein der TIR-Doméane
(Toll- IL-1 Rezeptor). Heutzutage kennt man 13 TLR-Gene die in Mausen und dem
menschlichen Organismus exprimiert werden. Im Gegenzug zu den Antigenrezeptoren
des adaptiven Immunsystems sind die TLRs zwar deutlich limitierter, jedoch hat sich im
Lauf der Evolution gegen fast jeden strukturellen Bestandteil des Pathogens ein TLR
entwickelt. DarUber hinaus kdnnen TLRs sowohl als oberflachenstandige Rezeptoren, als
auch intrazellular auftreten, wo sie z.B. in Endosomen vorkommen und aufgenommene

Pathogene erkennen.

1.2.1.1 Erkennung von bakteriellem LPS durch den TLR-4

Der TLR-4 ist ein wichtiger TLR, der bakterielles Lipopolysaccharid (kurz LPS) erkennt™®.
Der erste Schritt in der Bildung des TLR-4/LPS Komplex ist Bindung von LPS an das frei
im Plasma vorkommende LPS-bindende Protein (LBP)'"*%. Im folgenden Schritt wird das
nun als Monomer vorliegende LPS vom LBP auf den membranstandigen Rezeptor CD14
Ubertragen. Dieser Komplex ist der eigentliche Ligand des TLR-4. Erst durch die Bindung
eines weiteren Molekils, MD-2, orientiert sich der TLR-4 zielgerichtet auf der Oberfliche
der Membran und kann den LPS/CD14 Komplex erkennen und binden. Dabei bildet der
TLR-4 Rezeptor ein Dimer. Die Signalubertragung erfolgt sodann tber die Bindung des
zytoplasmatischen Teils des TLR an die TIR-Domane des Adaptermolekils. Die
SignalUbertragung erfolgt Uber eine Reihe von Kinasen und es kommt zur Aktivierung von
TAK1. Im aktivierten Zustand ist TAK1 in der Lage verschiedene Signalwege des MAP-
Kinase (Mitogen-Assoziierte Protein Kinasen) Typs und den NF-kB Weg einzuleiten.
TAKL1 ist selbst eine MAPKKK (MAP-Kinase-Kinase-Kinase) die dazu in der Lage ist die
Map-Kinasen der p38 Familie und JNK (Jun Kinase) zu phosphorylieren und sie somit zu
aktivieren. JNK phosphoryliert im Gegenzug den Transkriptionsfaktor c-Jun, der konstituiv

im Cytoplasma présent ist. In seinem phosphorylierten Zustand transloziert es in den
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Nukleus und dimerisiert dort mit c-FOS um gemeinsam den heterodimeren
Transkriptionsfaktor AP-1 zu bilden'®. AP-1 veranlasst u.a. die Synthese der
proinflammatorischen ~ Zytokine IL-6, IL-12 sowie TNFo®. Ebenso werden
kostimulatorische Oberflachenmolekile wie CD80 und CD86 synthetisiert. IL-6, CD80 und
CD86 sind gelaufige Aktivierungsmarker in Zellkulturmethoden, um die Aktivierung von
DCs und Makrophagen zu dberprifen. Im Gegensatz zu nicht stimulierten Zellen sind
diese deutlich Uber den beschriebenen Signalweg hoch reguliert. NF-kB ist ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor der in unaktivierten Zellen als ein Dimer aus p50Rel und p65Rel
vorliegt. Im diesem Falle verbleibt NFkB im Zytoplasma. Im Falle einer Aktivierung wird
die Serin/Threonin-Kinase-lkB-kinase (IKK) aktiviert, welche aus zwei katalytischen
Untereinheiten (IKKa und IKKB) und einer regulatorischen Untereinheit (IKKy) besteht.
Durch die Aktivierung des Komplexes wird IkB ubiquitinyliert, abgespalten und vom
Proteasom degradiert, wahrend das nun frei vorliegende NFkB in den Nukleus

translozieren kann und die Transkription der Zielgene auslosen kann.

TLR4 MD2
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Abbildung 3: LPS induzierter Signaltransduktionsweg des TLR-4 in Mammalia
Gezeigt ist der MyD88 abhangige LPS induzierte Signaltransduktionsweg des TLR-4 mit allen in
1.4.1.1 beschriebenen Komponenten

(abgeadert nach www2.massgeneral.org/anesthesia/research_criticalcare/images/cardiac_link1.gif)
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1.3 Haupthistokompatibilitdtskomplex, Antigenprozessierung und
Antigenpréasentation

Im Folgenden soll der natirliche Prozess der Generierung von Peptiden im Zuge der
Antigenprozessierung und die Funktion des Haupthistokompatibilitdtskomplexes in
diesem Zusammenhang erlautert werden. Dabei werden die einzelnen Schritte im Detall
der Reihe nach beleuchtet. Zunachst werden die Quellen erlautert aus denen Peptide
entstammen konnen, gefolgt von der Markierung und Selektion der zytosolischen
Antigene aus denen das Proteasom Peptide generiert. Die Peptide werden im Zytosol
getrimmt, durch den TAP Transporter in das endoplasmatische Retikulum (ER)
geschleust, wo sie schlie3lich auf MHC-Molekile geladen werden. Der Peptid-MHC
Komplex wird dann durch den Golgi-Apparat an die Zelloberflache geleitet, wo die Peptide
prasentiert werden.

1.3.1 Der Aufbau und die Funktion des Haupthistokompatibilitatskomplex

Der MHC ist eine Genfamilie innerhalb der Vertebraten, die Oberflachenmolekile kodiert,
die eine Unterscheidung von Selbst und Nichtselbst erméglichen. Entdeckt wurden sie im
Zuge von Transplantationsexperimenten unter Verwendung von Inzuchtmausstammen?..
Es handelt sich um eine polygene und &uf3erst polymorphe Genfamilie. Im menschlichen
Genom ist der MHC auf Chromosom 6 lokalisiert, in der Maus hingegen auf Chromosom
17. Die aus immunologischer Sicht wichtigen MHC- Molekille unterscheiden sich in
Funktion und Struktur und werden somit in die Klassen | und Il unterteilt. Der MHC
Genlocus kodiert die a-Kette von MHC Klasse-I-Molekilen (MHC-I-Molekule), sowie die
a- und B-Ketten der MHC Klasse-II-Molektle (MHC-II-Molekile). Die humanen MHC-
Gene werden als humane Leukozytenantigene (kurz HLA, vom engl. human leucocyte
antigens) bezeichnet, bei der Maus hingegen als H-2 Gene. Dabei werden wiederum
einzelne Hauptgene unterschieden.
MHC-I-Molekiile befinden sich auf jeder kernhaltigen Zelle des Organismus. Sie bestehen
aus einer a-Kette, die wiederum aus drei Doméanen besteht (a1, a2 und a3). Dabei ist a3
die Transmembrandomane welche das MHC Molekdl in der Plasmamembran verankert.
Die al1- und a2-Doméanen bilden den peptidbindenden Spalt®’. Im Falle der MHC-I-
Molekule ist dieser von geschlossener, taschenférmige Struktur, so dass die prasentierten
Peptide in ihrer Lange auf ca. 8-12 Aminoséuren (AS) begrenzt sind 2*%*, Zum MHC-I
Komplex gehdrt mit .- Mikroglobulin eine weitere Komponente, die nicht kovalent mit der
a-Kette assoziiert ist. Sie liegt extrazellular vor und ist nicht in der Plasmamembran
verankert. Der gesamte MHC Komplex erreicht seine Stabilitat erst durch die Bindung der
Liganden?®. MHC-I-Molekiile prasentieren vor allem endogene Peptide die kdrpereigen
11
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sind. Daneben werden Peptide krebserkrankter Zellen, aber auch kdrperfremde Peptide
viraler Natur, oder von Zellen die intrazellular von Mikroorganismen (z.B. Mycoplasma)
befallen sind, prasentiert. Peptide die von MHC-Klasse | Molekilen prasentiert werden

von zytotoxischen CD8" Zellen erkannt.

MHC Klasse ) MHC Klasse Il

— Peptidbindender —

Spalt

Plasmamembran

Abbildung 4: Schematische Struktur der MHC-I-, und MHC-II-Molektile

MHC-II-Molekule werden nur auf APCs, B-Zellen und Thymuszellen des Stromas
exprimiert. Analog zu den MHC-I-Molekullen sind sie membrangebundene Glykoproteine,
die sich aber im Aufbau von denen der Klasse | unterscheiden. Sie bestehen aus jeweils
einer a-Kette und einer B- Kette. Die Ketten sind nicht kovalent miteinander verbunden
und durchspannen die Membran 2zweimal, dabei tragen 02 wund B2 die
Transmembrandomanen. a1 und B1 bilden den peptidbindenden Spalt, welcher im
Gegensatz zur Peptidbindetasche der MHC-I- Molekiile nicht geschlossen ist, sondern an
beiden Enden gedffnet ist (Abbildung 4). Peptide die von ihm gebunden werden, ist es
ermoglicht an beiden Seiten Uberzuhédngen. Somit kdnnen sie eine Lange von bis zu 25
AS erreichen, wobei die minimale Léange etwa 12 AS betragt®. Die Epitope, die von MHC-
[I-Molekilen prasentiert werden sind von exogener Natur. Beispielsweise nehmen
Makrophagen via Phagozytose Pathogene oder infizierte Zellen auf, die im Phagolysosom
verdaut werden. Schlief3lich werden die Pathogene von der Prozessierungsmaschinerie
zu Peptiden generiert, auf MHC-II-Molekiile geladen und externalisiert?’. Diese Peptide
werden durch CD4"- T-Zellen erkannt. Die kodominante Expression der HLA- Gene,
sowie die Polygenie und die polymorphe Ausprdgung die vor allem im Bereich des
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peptidbindenden Spalts besonders hoch ist, erhéhen die Wahrscheinlichkeit, dass Peptide

aus verschiedensten Antigenquellen durch den MHC prasentiert werden kdnnen.

1.3.2 Antigenprozessierung

Antigenprozessierung beschreibt den Prozess aus einem intakten Antigen Peptide zu
generieren, die dann im Zuge der Antigenprasentation von MHC-Molekilen auf der

Zelloberflache prasentiert werden.
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Abbildung 5: Ubersicht tiber die Herkunft der Antigene, der daraus resultierenden
Peptide und an der Antigenprozessierung beteiligten Zellkompartimente®®

Der Ursprung der resultierenden Peptidliganden ist von unterschiedlicher Natur. MHC-Klasse |
Epitope entstehen aus endogenen, zytosolischen Antigen, die der Klasse Il hingegen aus
exogenen Pathogenen, die via Phagozytose in die Zelle internalisiert wurden. MHC-I-Peptide
werden von CD8" Zellen erkannt, die Molekiile der MHC-Klasse Il hingegen von CD4" Zellen.

Abbildung 5 gibt eine Ubersicht der prasentierten Antigenpeptide, dariiber hinaus gibt es
ein als Kreuzprasentation (vom engl. cross presentation) bezeichnetes Phanomen. Hier
werden Antigene extrazellular aufgenommen, dann aber nicht auf MCH-Klasse 11, sondern
auf MHC-lI -Molekile geladen. Kreuzprasentation wird vor allem von CD8*- DCs
durchgefiihrt?. Diese kénnen dann in einem als ,Cross-priming“ beschriebenen Prozess
naive zytotoxische CD8" T-Zellen stimulieren®
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Im Folgenden wird detaillierter auf die Antigenprozessierung der MHC-I-Molekile
eingegangen. Vom zytosolischen Antigen bis zu dem an der Zelloberfliche prasentierten
Peptid sind viele Schritte notwendig. In einem komplexen Prozess werden zytosolische
Peptide zunéchst proteolytisch verdaut, dabei handelt sich um korpereigene Peptide, oder
aber korperfremde. Diese kdnnen von virus-infinzierten Zellen stammen, oder von Zellen
die mit intrazellular replizierenden Bakterien infiziert sind. Eine weitere Quelle fir
endogene Peptide stellen defekte ribosomale Produkte (kurz DRiPs, vom engl. defective
ribosomal products) dar*®=**. Méglicherweise werden bis zu 70 % der Antigene aus DRiPs
gebildet®*. Hierbei handelt es sich um missgefaltete und falsch translatierte Peptide, z.B.
durch Leserasterverschiebungen, aus Introns translatierte Proteine bei denen die mRNA
unvollstandig gespleil3t wurde oder unvollstandig gefaltete Proteine. Generell werden

t35

DRIiPs ubiquitinyliert und vom Proteasom abgebau und die Peptide schliel3lich

prasentiert. Vermutlich stellen DRiPs die Hauptquelle fiir Selbstantigene und virale

Antigene fir MHC-Klasse | restringierte Antigenprasentation dar®323%%

. Allerdings
werden 99 % dieser Peptide binnen einer Minute zerstdrt und sind somit fir eine spatere
Préasentation verloren®’. In Bone-Marrow derived Dendritic Cells (BMDCs) und
Makrophagen wurde in vitro das Phédnomen der Ausbildung von DC-aggresoméahnlichen-
induzierbaren Strukturen (kurz DALIS, vom engl. dendritic cell aggresome-like Induced

structures) beobachtet®

. Hierbei handelt es sich um Aggregate die vermutlich aus DRiPs
bestehen. Diese transienten Strukturen bilden sich ca. 4 h nach der Stimulation der Zelle
und sind ca. 30 h nach der Aktivierung nicht mehr nachzuweisen. In diesem verlangerten
Zeitraum ist es der DC maoglich auf die DRiPs zugreifen zu kbnnen und gleichzeitig mit der
Expression der Korezeptoren zu synchronisieren. Somit wird die Chance weiter erhoht,

Proteine zu préasentierbaren Peptiden abbauen zu kénnen.
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1.3.3 Schritte vom zytosolischen Antigen zum getrimmten Peptid

Der Beginn der Antigenprozessierung findet im Zytosol statt®*. Proteine die im Zytosol
vorkommen koénnen mit Ubiquitin (Ub) versehen werden und sind somit fur den
proteasomalen Verdau markiert*®. Dabei kann zwischen verschiedenen Markierungen mit
Ub unterschieden werden. Nur polyubiquitinylierte Proteine, deren Ubiquitine Giber Lys48
verkniipft sind, sind fiir den Verdau bestimmt** (siehe Abbildung 6). Zunachst wird Ub
durch das Ubiquitinahnliche-modifizierende aktivierende Enzym 1 (kurz Uba-1, vom engl.
ubiquitin-like modifier Activating enzyme 1) in einem ATP verbrauchenden Schritt
aktiviert. Im zweiten Schritt erhalt das Ub-konjugierende Enzym E2 ein Ubiquitinmolekul
von Uba-1 und interagiert mit dem Ub-ligierenden Enzym E3. Im letzen Schritt wird das
Ub-Molekil auf das Zielprotein Ubertragen. Dabei ist E2 meistens fur die Art der
Verknlipfung der Lysinreste verantwortlich, E3 hingegen erkennt das Substrat, welches

ubiquitinyliert werden soll.
ATP ADP + Pi @
I
=@y —
= s “

(Ub) (Ub)
=] . Ry
o e

! o

! ! :
afe @R

Mono/MultiUb PolyUb PolyUb Branched
$ K11,29,63 K48 PolyUb
Endocytosis Endocytosis Proteasome E3 ligase regulation
DNA repair DNA repair degradation
Trafficking NFkB activation

Abbildung 6: Die Ubiquitinylierung von Proteinen und das Schicksal der markierten
Proteine®

Polyubiquitinylierte Proteine kénnen fiir die Degradation markiert sein, wenn die Lysine an Position
48 vernetzt sind, sind sie hingegen Uber das Lysin an Position 63 vernetzt werden sie nicht
proteasomal abgebaut, sondern Ubernehmen Funktionen im Bereich der DNA-Reparatur, oder der
Aktivierung des NFkB.

Im Folgenden beginnt das Proteasom mit der Initierung des Prozesses des
proteolytischen Verdaus. Die resultierenden Peptidfragmente weisen eine Lange von ca.
4-25 AS auf*® und werden groRtenteils durch zytosolische Aminopeptidasen vollstéandig
degradiert. Dabei kdnnen sie bis zu einzelnen Aminoséuren hin abgebaut werden, welche

wiederum zur Synthese von neuen Proteinen genutzt werden kdnnen.
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1.3.4 Das Proteasom

Das Proteasom ist ein multikatalytischer Proteinkomplex der aus mehreren Untereinheiten
besteht und dem eine Rolle in der Proteinqualitatskontrolle zukommt, indem es fir die
Degradation von Proteinen verantwortlich ist*. Es ist in allen eukaryotischen Zellen zu
finden, sowie in allen Archaeen und einigen Bakterien. In seiner Gesamtheit ist er um
2000 kDa grofd und setzt sich aus einem Kernelement auch ,20S core Partikel“ genannt
und zwei 19S Untereinheiten zum 26S Proteasom zusammen. Dabei weist die 20S
Untereinheit katalytische Aktivitat auf, hingegen fungieren die 19S Untereinheiten als
Regulatoren. Sie schlieRen wie ein Deckel den aktiven Kern und regulieren unter ATP-
Verbrauch den Eintritt zum 20S-Komplex, indem sie ubiquitinylierte Proteine erkennen
und teilweise schon entfalten®. Die 20S Untereinheit ist ein aus vier heptameren Ringen
bestehender Komplex (a;B,B,07). Dabei werden die beiden auf’eren Ringe von den a-
Untereinheiten gebildet und sind vornehmlich struktureller Natur. Hingegen weisen die
aus den B-Untereinheiten bestehenden inneren Ringe katalytische Aktivitat auf. Der
innere Bereich des Proteasoms ist begrenzt, die Offnungen konnen sich auf bis zu 12 A
(1200 pm) verengen. Das hat zur Folge, dass nur entfaltete Proteine in das Innere des
Proteasoms gelangen, des Weiteren muss das Ub vor dem proteolytischen Verdau
entfernt werden®. Mittlerweile ist auch die Kristallstruktur des eukaryotischen Proteasoms
bekannt*’. Im Gegensatz zum ,Urproteasom“ der Archaeen sind die heptameren
Ringuntereinheiten nicht identisch. Lediglich drei der B-Untereinheiten weisen katalytische
Aktivitat auf, namlich $1, f2 und B5. Somit befinden sich insgesamt sechs katalytische
Zentren im Inneren des eukaryotischen Proteasoms. Der katalytische Mechanismus ist
bei allen Untereinheiten von ahnlicher Natur, sie hydrolysieren die Peptidbindungen auf
der Carboxylseite bestimmter Aminosauren. Dabei weist jede Untereinheit eine bestimmte
Spezifitdt auf, je nach Art der erkannten Aminosaure. Die B1- Untereinheit besitzt
Caspase-ahnliche Aktivitat, was bedeutet dass sie bevorzugt nach Asparaginsaure (Asp)
und Glutaminsaure (Glu) schneidet. Die 32- Untereinheit hingegen weist Trypsin-&hnliche
Aktivitat auf und schneidet somit bevorzugt nach Arginin (Arg) und Lysin (Lys). Schlie3lich
besitzt die B5- Untereinheit chymotryptische Aktivitdt und hydrolysiert nach Isoleucin (lle),
Leucin (Leu), Methionin (Met), Phenylalanin (Phe), Tryptophan (Trp), Tyrosin (Tyr) und
Valin (Val)***. Durch diese chymotryptische Aktivitat werden Peptide generiert, die an
ihrem C-Terminus hydrophobe Reste tragen, mit denen eine effektive Bindung an MHC-I-

Molekille méglich ist**>",

Neben dem Kkonstitutiven Proteasom existiert in einigen
Saugerspezies ein weiterer, als Immunoproteasom, annotierter Typ der Protease. Unter
IFN-y Einfluss werden die katalytischen Untereinheiten 31, B2 und g5 durch B1i (LMP2),
B2i (MECL-1) und B5i (LMP7) ersetzt®>**, Des Weiteren wird das regulatorische Element

19S unter Einfluss von IFN-y durch den Proteasomaktivator (kurz PA28, auch 11S
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Regulator genannt) ersetzt>>**. Allerdings kénnen auch heterodimere Hybrid-Proteasome
auftreten, die aus PA28, 20S und einem 19S Element bestehen®®. Im Gegensatz zum 19S
Regulator der fur den Einlass von Peptiden in den 20S core Partikel ATP bendtigt, ist
PA28 ATP-unabhéangig. Das Immunoproteasom generiert Peptide, die sich in Spezifitat,
Eigenschaften und der Anzahl von denen des konstituiven Proteasoms unterscheiden®*®’.
Mittlerweile ist ein dritter Proteasomtyp entdeckt worden, der ausschlie8lich Thymus
vorkommt. Das sogenannte Thymoproteasom wird exklusiv von den Epithelzellen des
Cortex (kurz cTECS, vom engl. cortical thymic epithelial cells) exprimiert®®*°. Analog zum
Immunoproteasom sind die katalytisch aktiven Untereinheiten B1i und (2i vorhanden,
allerdings ist die B5i Untereinheit durch PB5t ersetzt (vgl. Abbildung 7°°). Dem
Thymoproteasom kommt eine Rolle in der Entwicklung der CD8* Zellen zu, in
Abwesenheit der 5t Untereinheit weisen diese ein verandertes Repertoire an TCRs auf.
Der genaue Zusammenhang ist noch nicht komplett verstanden. Es konnte allerdings
herausgefunden werden, dass das Thymoproteasom auch fur die positive Selektion von
CD8" Zellen notwendig ist. Durch die herabgesetzte chymotryptische Aktivitat dieses
Proteasomtyps werden MHC-Klasse | Peptidkomplexe gebildet, die dafur verantwortlich
sind, dass Hauptrepertoire von CD8" positiv Zellen zu selektionieren. Studien an
thymoproteasomdefizienten Mausen zeigten, dass ein verandertes Repertoire an MHC-
Klasse | Komplexen gebildet wurde, dass nicht in der Lage war einen Grol3teil der CD8+

Zellen positiv selektionieren zu kénnen®.

Immuno- @ Standard Thymo-
proteasome Proteasome proteasome

@@ a-subunits

Qg

@@ ;@

Abbildung 7: IFN-y induzierter Austausch der Proteasomuntereinheiten und
Inkorporation der Untereinheit B5t in das Thymoproteasom (abgeéndert nach )
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1.3.5 Zytosolische Proteasen und der TAP-Transporter

Die vom Proteasom generierten Peptide weisen eine Lange von 3-25 AS auf. Somit
haben nicht alle Peptide die bendtigte Lange von 8-10 AS um als Peptid-Ligand dienen zu
konnen. Viele der Peptide sind zu kurz um an MHC-I-Molekile gebunden zu werden. Sie
werden durch zytosolische Proteasen bis hin zu einzelnen AS degradiert. Andere Peptide
wiederum sind zu lang um direkt als Peptidligand zu fungieren®. Diese Peptide werden
weiter getrimmt um an MHC-I-Molekile binden zu kénnen. Das Trimming wird von
mehreren zytosolischen Proteasen bewerkstelligt, die sich in ihren Spezifitaten
unterscheiden®*®. Zum einen ist hier die Serinprotease Tripeptidyl-Peptidase Il (TPPII) zu
nennen, ihrem Namen entsprechend schneidet sie Tripeptide vom N-Terminus der
Oligopeptide®® Dem Enzym kommt eine wichtige Rolle bei der MHC-Klasse-l
Prozessierung zu, indem es neben Endopeptidaseaktivitat auch Exopeptidaseaktivitat
aufweist. Dabei schneidet die Aminopeptidase Peptide unabhéangig von ihrer Sequenz.
Drei weitere Aminoendopeptidasen prozessieren die Peptide weiterhin, namlich die
Bleomycin Hydrolase, die Leucin-Aminoendopeptidase (LAP) und die Puromycin sensitive
Aminoendopeptidase. Dabei wird LAP durch IFN-y induziert, welches gleichzeitig die
Antigenpréasentation erhoht®. Man fand heraus, dass LAP eine entscheidende Rolle in der
Immunantwort von Pflanzen spielt, indem sie z.B. auf Pathogene, oder Angriff eines
saugenden Insektes, wie der Spinnmilbe, Signaltransduktionswege einleitet, die zur
Aktivierung von Genen leiten, die das beschadigte Gewebe regenerieren konnen.
Schlie8lich ist noch die Thimet-Oligopeptidase identifiziert worden, welche dafir
verantwortlich gemacht wird den GroRteil der zytosolischen Peptide zu degradieren®,

Der Antigenpeptid-Transporter (kurz TAP, vom engl. Transporter associated with antigen
processing) ist ein heterodimeres Transmembranprotein aus der Familie der ABC-
Transporter®”. Es gewahrleistet den Transport der getrimmten Peptiden in das
endoplasmatische Retikulum (kurz ER). Es setzt sich aus den Proteinen TAP-1 und TAP-
2 zusammen, die jeweils eine hydrophobe, in das ER reichende, Transmembrandomane
und eine ATP- bindende (ABC) Doméane aufweisen, welche auf der zytosolischen Seite
lokalisiert ist®®®®. TAP-1 und TAP-2 bilden die peptidbindende Tasche. Der
Transportmechanismus von Peptiden ist ATP-abhangig’®. Die Spezifitait von TAP ist
begrenzt, Peptide mit einer Lange von 8-12 AS werden favorisiert transloziert, allerdings
kénnen auch langere Peptide gebunden werden. Diese kénnen bis 30 AS lang sein,

werden jedoch mit einer deutlich geringeren Effizienz in das ER transportiert™ 2.
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1.3.6 Finale Prozesse der Antigenprozessierung im ER

Das ER ist ein Zellorganell in eukaryotischen Organismen. Es kann zwischen dem glatten
und dem rauen ER unterschieden werden. Das glatte ER ist Ort der Lipid und
Steroidsynthese, im rauen ER werden Proteine synthetisiert. Es handelt sich um ein
System aus Membranen und Vesikeln. Nachdem von TAP selektierte Peptide in das ER
transloziert worden sind, werden diese weiterhin modifiziert und schlie8lich auf MHC |
Molekile geladen. Auf der anderen Seite ist das ER dazu befahigt Proteine die
missgefaltet sind, oder eine geringe Affinitat fir MHC | Peptide haben in einem
Adenosintriphosphat (kurz ATP)-abhangigen Schritt zurick das Zytoplasma zu
transportieren”>. Im humanen System binden neu synthetisierte MHC | a-Ketten nach
Eintritt in das ER zunachst an das Chaperon Calnexin. Durch das Zusammenwirken der
Chaperone des Peptidbeladungskomplexes wird das komplett gefaltete und mit Peptid
beladene MHC-I-Molekil aus dem ER transportiert und gelangt durch den Golgi-Apparat

an die Zelloberflache, wo das Epitop den CD8" T-Zellen prasentiert wird.
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1.4 DALIS

Im Folgenden werden die bereits erwahnten DALIS im Zusammenhang mit der Reifung
von DCs und ihrer Funktion als Quelle fir Peptide naher betrachtet. Sowohl die
Mechanismen die zur Bildung von DALIS flihren, als auch die Zusammensetzung dieser

Strukturen sind weitgehend unbekannt.

Substrat-Protein

Ubiquitinyliertes Substrat l

Inhibitoren l

Virus 3 \>
I—| Proteasom

wJ

Abbildung 8: Der Zusammenhang von DALIS in MHC-Klasse-l restringierter
Antigenprésentation
Ubiquitinylierte Proteine werden im Zytosol vom Proteasom degradiert, oder in DALIS transient

gelagert.

Im Zuge einer proinflammatorischen Stimulation durch LPS kdnnen in dendritischen
Zellen Aggregate identifiziert werden, die als DALIS beschrieben wurden®. Zuséatzlich
treten DALIS auch in DCs auf, die mit Influenzavirus infiziert wurden, wobei das
Nukleoprotein des Virus in DALIS nachzuweisen war. Spater detektierte man DALIS auch
in Makrophagen’™. Zuerst vermutete man, es kénne sich um Aggresome
(Proteinaggregate, die gebildet werden, wenn die Degradierungsmaschinerie gestort ist)
oder Einschlusskdrperchen handeln, fand aber heraus, dass sie im Gegensatz zu
klassischen Aggresomen nicht perizentrisch lokalisiert sind und nicht von Vimentin
umschlossen sind”>"°. DALIS sind motile Strukturen, die innerhalb der Zelle zu gréReren
Aggregaten fusionieren kénnen’’. Es handelt sich um transiente Strukturen, die ca. vier
Stunden nach Stimulation der Zelle gebildet werden und sich im weiteren Zeitverlauf bis

auf 3- 5 ym (nach ca. 12-15 h) vergrofern.
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Im Folgenden beginnen sie sich wieder zu verkleinern um schlie8lich nach 24 - 36
Stunden nicht mehr nachweisbar zu sein®®. Es wurde gezeigt, dass nach Zugabe des
Proteasominhibitors Epoxomicin, DALIS nicht abgebaut werden. Dies impliziert, dass das
Proteasom fiir die Degradation der DALIS verantwortlich ist®®. Die Bildung von DALIS ist
abhangig von der Synthese von Proteinen, was zu der Annahme flhrte, dass
hauptséchlich neu synthetisierte, ubiquitinylierte Proteine in die Aggregate inkorporiert
werden. Tatsachlich konnten in Versuchen mit einem monoklonalen FK2 Antikdrper der
gegen mono-, und polyubiquitinylierte Proteine gerichtet ist, DALIS spezifisch
nachgewiesen werden®. Es wurde durch Versuche mit dem Antibiotikum Puromycin
nachgewiesen, dass DALIS aus DRIiPs zusammengesetzt sind. Puromycin wird
fehlerhafterweise anstelle von Aminosauren in Proteine eingebaut’®”®. Durch Puromycin
markierte DRiPs kénnen fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden. Die DRiPs werden
in das Zentrum der DALIS eingebaut und aggregieren nicht peripher, was impliziert, dass
DALIS durchaus eine organisierte Struktur aufweisen’’. Die Ergebnisse von Lelouard
fuhrten zu Spekulationen, dass dendritische Zellen dazu in der Lage sind, den Abbau von
DRiPs durch die Bildung von DALIS zu regulieren, da diese in Regel zlgig vom
Proteasom degradiert werden®®. Somit lassen sich DALIS als Antigendepots endogener
Peptide verstehen, durch deren Bildung die Zelle langeren Zugriff auf diese Peptide hat,
wodurch es ebenfalls zu einer verzogerten Antigenprasentation kommt. Nach
Verschwinden der DALIS héatten die dendritischen Zellen die Lymphknoten in ihrem reifen
Status erreicht und kénnten somit effektiv T-Zellen aktivieren. Eine weitere Uberlegung
beschaftigt sich damit, dass DALIS als Stressindikator zu verstehen sind. Sie werden als
Antwort auf pathogen-assoziierte molekulare Muster hin gebildet, da in diesem Fall eine
stark erhdhte Translation und damit auch DRiPs Bildung zu verzeichnen ist®. Die genaue
Zusammensetzung von DALIS ist bis heute unbekannt, allerdings konnten die Enzyme
des Ubiquitinsytems E1, E2,5« und die ,Chaperon associated Ubiquitin- Ligase® CHIP in
DALIS nachgewiesen werden’’. Mittlerweile wurden auch Mitglieder der BCL2-
assoziierten Athanogene (kurz BAG, vom engl. BCL2-associated athanogene) Familie
(BAG1 und BAG3) in DALIS identifiziert®”. Das Ko-Chaperon BAG1 interagiert mittels
einer ubiquitindhnlichen Doméane mit dem Proteasom wodurch die Assoziation mit CHIP
stimuliert wird®®. BAG3 rekrutiert p62 zum CHIP Komplex, wozu es zu einer Degradierung
kommt®. Die Mechanismen die zur Bildung von DALIS filhren sind unbekannt. Allerdings
wurde gezeigt das Hitzeschockproteine eine Rolle spielen konnten, da sich DALIS bei
Temperaturschwankungen bilden®. Die Formation von DALIS ist eng an die Aktivierung
der Zelle geknupft. Durch Inhibition einzelner Mitglieder der Aktivierungskaskade kommt
es zur Unterdriickung der DALIS-Bildung®® Somit lasst sich sagen, dass die Zelle aktiviert

sein muss damit es zu einer eine DALIS-Bildung kommt.

21


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Athanogene&action=edit&redlink=1

Einleitung

1.5 Die Bedeutung der PI-3 Kinase und Caspasen bei der DALIS-Bildung

Die Mechanismen, die zur Bildung von DALIS fluhren, sind weitestgehend unbekannt.
Allerdings ist ein klarer Zusammenhang zwischen der Aktivierung der Zelle und der
Formation der Polyubiquitinaggregate erkennbar. Fassbender bewies, dass durch
Inhibition einzelner Mitglieder der Aktivierungskaskade der BMDCs sowohl die Expression
einiger Oberflachenmolekiile herunter reguliert wird, sowie die Bildung von DALIS deutlich
verringert ist, oder teilweise komplett ausblieb®*®. In der Arbeit konnte gezeigt werden,
dass der Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3 Kinase) eine zentrale Rolle bei der DALIS-
Bildung zukommt. Die PI-3 Kinase ist eine Lipid-Kinase, der im Organismus Rollen in der
Differenzierung, der Proliferation, der Migration als auch dem Uberleben der Zelle
zukommen. Analog zu anderen Kinasen geht die Aktivierung ihrer Signalmolekile mit der
Phosphorylierung dieser einher.

—
—]

Zellmembran

Zytoplasma Ly294002 &
\( Wortmannin

. =D
A &

\ \

Akt IV-Inhibitor

Rapamycin

—> Aktivierung

—l Inhibition

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

DNA
Nukleus

Abbildung 9: Schema der beteiligten Proteine innerhalb der PI-3/Akt
Signaltransduktionskaskade

Die PI-3/Akt Signaltransduktionskaskade wird durch Stimulation des TLR ausgeldst. Zunachst wird
die PI-3 Kinase aktiviert. Diese kann durch Ly294002 und Wortmannin inhibiert werden. Akt ist ein
weiteres Protein innerhalb der Kaskade und wird durch den Akt V-Inhibitor inhibiert. Schlie3lich
wird mTOR durch Rapamycin inhibiert. Durch mTOR und Akt wird der NFKB Weg eingeschlagen
und Transkriptionsfaktoren im Nukleus aktiviert. Rot markiert sind die Komponenten, die inhibiert
wurden. mTOR = mammalian target of rapamycin; NFKB = nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells; TSC = tuberous sclerosis complex; Rac ist eine GTPase
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Ein weiteres Mitglied der PI-3 Kinase Signalkaskade ist Akt (Protein Kinase B). Die
Serin/Threonin Kinase Ubertragt Phosphatgruppen auf ihre Zielmolekile und sorgt somit
fur deren Aktivierung. Akt reguliert das Uberleben von Zellen, indem es z.B. an das
.,oownstream-Element“ Nuclear Factor-kB (NF-kB) bindet, welcher schliel3lich die
Transkription der DNA im Nukleus reguliert. Die Serin/Threonin Kinase ,mammalian target
of rapamycin® (mTOR) gehort ebenfalls zu der Familie der PI-3 Kinasen und tbernimmt
zentrale Funktionen in der Signaltransduktion, indem es die Translation initiiert und an der
Proliferation und Differenzierung von Zellen beteiligt ist. Rapamycin ist ein potenter
Inhibitor fir mTOR und findet Anwendung in der Krebstherapie, da es vor allem stark
proliferierende Zellen in ihrem Wachstum hemmt.

Es wurde die Vermutung angefuhrt, dass sich DALIS in BMDCs und Makrophagen nur
bilden, wenn diese apoptotisch werden. Das impliziert, dass es in lebenden, vitalen Zellen
nicht zur Ausbildung von DALIS kommen kann. Um diesen Aspekt naher zu beleuchten
kann die Aktivitat einzelner Caspasen untersucht werden. Diese Cystein-Proteasen sind
Schlusselenzyme im Zuge der Apoptose, indem sie diese induzieren kdnnen. IThr Name
leitet sich von der englischen Bezeichnung ,cyteine- aspartic protease” ab, da sie Proteine
C-terminal nach Aspartat schneiden kdénnen.

o— caspase-5 (ICE -lll, TY)

Inflammatorische
caspase-4 (TX, ICH-2, ICE ,-ll) Froteasars
caspase-1 (ICE)

— caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1)
Apoptose
——— caspase-3 (CPP32, Yama, apopain) Effektor-
proteasen
caspase-6 (Mch2)
caspase-8 (MACH, FLICE, Mch5)
caspase-10 (Mch4) Apoptose
Initiator-
caspase-2 (ICH-1) protease

caspase-9 (ICE-LAP6, Mch6)

Abbildung 10: Phylogenetischer Stammbaum der humanen Caspasen der CED3
Protease Familie (abgeandert nach®’)

Caspasen konnen in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, Initiatorcaspasen und die
Effektorcaspasen. Initiatorcaspasen schneiden die Pro-Caspase Vorlaufer der
Effektorproteasen, welche dadurch aktiviert werden. Daraufhin kénnen Effektorcaspasen
ihre entsprechenden Substrate umsetzen und werden im Zuge der apoptotischen
Signaltransduktionskaskade in groRen Mengen aktiviert®®®°. Des Weiteren spielen einige

Caspasen im Zuge von inflammatorischen Prozessen eine Rolle (Abbildung 10)%.
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1.6 Proteomik

Genetik war und ist fur viele Naturwissenschatftler von entscheidender Bedeutung. Im
Zuge der Entwicklung neuerer Methoden wurde der Fokus auf das Studium des
Transkriptoms gelegt. In den letzten Jahren rickte immer mehr die Erforschung des
Proteoms, die Proteomik in den Mittelpunkt. Der Begriff wurde erstmals von Wilkins im
Jahre 1994 gepragt®. Proteomik beschreibt den Zustand aller Proteine innerhalb einer
Zelle, oder eines Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt unter definierten
Bedingungen. Im Vergleich zum relativ statischen Genom ist der Zustand des Proteoms
hoch dynamisch, da seine Zusammensetzung und Menge abhangig von den translatierten
Proteinen ist, sowie deren Modifikation und deren Degradierung®®. Ein Beispiel fiir diese
Dynamik und deren Auswirkung sind die Kaulquappe und der ausgewachsene Frosch, die
beide mit dem gleichen Genom, aber unterschiedlichem Proteom ausgestattet sind.
Proteine sind also als die Hauptregulatoren dieser Diversitat anzusehen.

Ein Vorteil der Proteomstudien ist, dass im Gegensatz zur Genetik alternative
Spleil3formen, sowie posttranslationale Modifikationen (kurz PTMs) untersucht werden
konnen. Dazu gehdren u.a. die Glykosylierung, Acetylierung und Methylierung. Eine
besondere Rolle kommt der Phosphorylierung zu, da sie bei der Signalweiterleitung
innerhalb der Zelle eine zentrale Rolle einnimmt. Man geht davon aus, das 30 % der
Proteine innerhalb einer Zelle zu jedem Zeitpunkt ihrer Expression phosphoryliert sind®.
Im humanen Genom kdnnen einige Gene bis zu 100 verschiedene Proteine kodieren. Die
Herausforderung in néherer Zukunft wird die Detektion und Quantifizierung aller Proteine
mitsamt der PTMs innerhalb einer Zelle, oder eines Organismus zu einem bestimmten
Zeitpunkt zu definierten Konditionen sein. Durch die Entwicklung neuer Methoden hat sich
das Verstandnis des Proteoms merklich verbessert, allerdings ist es noch nicht mdglich
das Proteom einer Zelle komplett zu definieren. In den letzten Jahren hat sich die
Massenspektrometrie (MS) als Analysetechnik zur Strukturaufklarung von Proteinen

durchgesetzt.
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1.6.1 Massenspektrometrie

MS ist heutzutage eine Schliisseltechnologie im Feld der Proteomik. Bereits vor knapp 60
Jahren wurden die ersten Massenspektrometer genutzt, um die Struktur von
Molekillfragmenten zu studieren®. Zunachst war die MS eine analytische Methode in der
Physik und Chemie, heutzutage spielt sie auch der Biologie eine wichtige Rolle. MS
basiert auf der Messung der Molekilmasse freier lonen im Hochvakuum. Ein
Massenspektrometer setzt sich aus drei zentralen Elementen zusammen, der
lonenquelle, dem Analysator, in dem die erzeugten Analytionen nach ihrem
Masse/Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt werden und dem Detektor (siehe Abbildung
11, Bild A).

A Probeneinlass lonentrennung Detektion
Gasformige lonen l \l/
&
lonenquelle | —> Analysator |—> Detektor
MALDI; ESI Z.B.: Quadrupol,

Flugzeitmesser,
lonenfalle (Orbitrap,
Quadrupol-lonenfalle)

B Netzteil Gas

® © Potentialdifferenz [| l

||

e Kathode,

Massenspektrometer

-
- . - - g

- - « &

Taylor-Konus ‘o @
Tropfchenfission

Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers und der
Elektrospray-lonisation

Abbildung A zeigt die drei zentralen Elemente eines Massenspektrometers. Bild B zeigt die
schematische Darstellung der Elektrospray-lonisation und den Ubergangs des Analyten in die
Gasphase (abgedndert nach www.dia.unisa.it)

In der lonenquelle eines Massenspektrometers muss der Analyt in die Gasphase
Uberfuhrt werden. Es gibt verschiedene Techniken grof3e Biomolekile, wie z.B. Proteine

und Peptide zu ionisieren. Die verbreitetsten Methoden sind die Elektrospray- lonisierung

25



Einleitung

(kurz ESI) und die Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation (kurz MALDI, vom engl.
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization).

Beide Methoden werden als schonend bezeichnet, da die Biomolekile im Zuge der
lonisierung nicht fragmentiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde mit ESI
gearbeitet. Hier wird der vorliegende Analyt zunachst ionisiert und dann nebulisiert. Nach
Austritt aus der unter Spannung stehenden Kapillare, wird der nebulisierte Analyt durch
ein orthogonal zur Kapillare gelegtes elektrisches Feld zum Massenspektrometer geleitet.
Dabei bildet sich ein sogenannter Taylor-Konus, in dem die geladenen Tropfchen zu
einem Flussigkeitsfilament Gbergehen und in einem Spray auf das Massenspektrometer
auftreffen (Abbildung 11, Bild B). Wahrend dieses Prozesses geht der Analyt komplett in
die Gasphase uber. Dabei wird in der Regel Stickstoffgas eingeleitet, wodurch die
Vernebelung des Analyten und die Verdampfung des Losungsmittels unterstutzt werden.
Die erzeugten lonen gelangen in den Analysator, der sie nach ihrem m/z Verhaltnis trennt.
Analysatoren lassen sich auf Grund ihrer physikalischen Parameter unterscheiden, z.B.
Quadrupol Massenspektrometer, lonenfallen-Massenspektrometer, oder Flugzeit (kurz
TOF, vom engl. Time-of Flight) Massenspektrometer. Durch die Kombination
verschiedener Analysatoren entstehen sogenannte Hybrid-Instrumente, die besonders in
der Tandem-Massenspektrometrie genutzt werden (siehe 1.8.2). Schliellich erreichen die
separierten lonen den Detektor. Die eigentliche Auswertung erfolgt tber die Interpretation
der Spektren und wird heutzutage meistens automatisch durchgefuhrt. Die identifizierten
Peptide kénnen in Datenbanksuchen (siehe auch 1.8.3 und 2.2.23) den Proteinen

zugeordnet werden.

1.6.2 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Um Proteine zu charakterisieren und Molekilstrukturen aufzuklaren haben sich zwei
Methoden durchgesetzt. Die sogenannte ,top-down“ Methode basiert auf der direkten
massenspektrometrischen Analyse von intakten Proteinen®. In der Praxis hat dies den
Nachteil, dass vor allem groRBe Proteine schlecht gemessen werden koénnen, da die
Fragmentierung groRer Proteine oft erschwert ist. Der ,top-down“ Methode steht die

,bottom-up* Methode gegeniiber®®®’

. Hier werden Proteine, die gemessen werden,
zunachst enzymatisch in Peptide zerlegt. Der Nachteil dieser Methode ist, dass es zu
limitierter Sequenzabdeckung kommen kann, da die genutzten proteolytischen Enzyme
eventuell einige Schnittstellen nicht erkennen und somit auslassen. Des Weiteren kommt
es durch den enzymatischen Verdau der Proteine in Peptide zu einer deutlich erhdhten
Komplexitat innerhalb der Probe, weshalb teilweise spezifische Aufreinigungsverfahren

vor der MS-Messung angewandt werden mussen, um die gewollten Proteine, oder PTMs
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detektieren zu konnen. Dies ist besonders der Fall wenn gering abundante Proteine
analysiert werden sollen.

Um die Komplexitat weiterhin zu verringern, kénnen spezifische Trennverfahren
unmittelbar vor der massenspektrometrischen Messung durchgefuhrt werden, wie die
Flussigkeitschromatographie (siehe 2.2.21). Die Fragmentierung von Peptiden im Zuge
der ,bottom up“ Methode erfolgt mit Hilfe einer besonderen massenspektrometrischen
Methode, der Tandem-Massenspektrometrie. Diese hat mittlerweile die grof3te Bedeutung
innerhalb der Proteomik, da hierdurch die Analyse komplexer biologischer Proben
erleichtert wird. Tandem-MS, oder MS/MS basiert auf mehreren Schritten in welchen die
Peptide in einer Kollisionszelle fragmentiert werden®®. Die Fragmentionen geben
Aufschluss Uber die Aminosauresequenz der Peptide. Zusammen mit dem Spektrum der
selektierten Vorlaufer-Peptide kdonnen sie zur Datenbanksuche genutzt werden, um
schlieBlich die Peptide und Proteine zu identifizieren. Es kdnnen verschiedene
Analysatoren in Serie geschaltet werden, je nach gewahltem Analysator ergeben sich
daraus unterschiedliche Techniken der Tandem-MS. Ein Beispiel hierfir ist das in dieser
Arbeit genutzte Quadrupol Time-of-Flight (Q-TOF) Massenspektrometer. Das Q-TOF ist
eine Kombination aus einem Quadrupol Massenanalysator der an einen time-of-flight
Analysator gekoppelt ist®. Im Quadrupol durchlaufen die lonen zentral vier parallele
Metallstabe, die in ihrer Schnittachse ein Quadrat bilden. Die Trennung nach dem m/z-
Verhéltnis erfolgt durch ein Wechselfeld, so dass nur lonen mit einer definierten Masse
das Feld durchqueren konnen, andere hingegen werden abgelenkt und nicht weiter
analysiert. Diese selektierten lonen (Parentionen) gelangen in die Kollisionszelle, wo sie
durch Kollision mit einem inerten Gas, z.B. Argon, fragmentiert werden. Der Prozess wird
als ,collision induced dissociation“ (CID), oder ,collision activated dissociation“ (CAD)

bezeichnet!®,

Im Falle von Peptiden fihrt das mobile Proton an verschiedenen
Amidbindungen zur Dissoziation des Peptidriickgrates, wodurch die Fragmentionen
entstehen. Ein Auszug Uber die moglichen Fragmente die entstehen kdnnen und deren
Nomenklatur gibt Abbildung 12. Werden tryptische Peptide in ESI-Tandem MS
Experimenten durch CID fragmentiert, dominieren y-lonen*®*, da sie einen basischen Rest

am C-Terminus tragen.
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Abbildung 12: Ubersicht (iber die entstehenden Peptidfragmente protonierter
Peptide'®

Peptide, die eine Ladung am N-Terminus haben, werden als a, b, oder c- lonen bezeichnet.
Befindet sich die Ladung hingegen am C-Terminus spricht man von x, y, oder z-lonen.

Im Flugrohr wird die Flugzeit der zuvor selektierten lonen bestimmt. Dabei werden die
lonen durch eine angelegte Spannung beschleunigt und die Masse daruber bestimmt, wie
lange das lon nach Eintreten in das Flugrohr benétigt, bevor es auf den Detektor trifft.
Diese Flugzeit ist abhéngig von der Masse und der Ladung des lons. Dabei werden alle
Fragmentionen des Vorlauferions detektiert. Detektoren verstarken meist den schwachen
elektrischen Strom, der entsteht, wenn ein geladenes Teilchen den elektrisch leitenden
Detektor trifft. Diese Signale werden letztlich vom Computer in das Massenspektrum

(Intensitats- m/z — Diagramm) Ubersetzt.

1.6.3 Auswertung der MS/MS Daten

Peptid-MS/MS Daten werden in der Regel mit Hilfe von Datenbanken ausgewertet. Es
gibt mittlerweile verschiedene Suchalgorithmen (z.B. MASCOT'®, oder SEQUEST'®), die
die gemessenen Spektren mit theoretischen Spektren vergleichen, die durch in silico
Peptide generiert wurden. Dabei nutzt jeder Algorithmus ein eigenes Auswertungssystem
um die vergleichenden Peptidspekiren zu evaluieren. Datenbanksuchen erleichtern die
Identifikation der gemessenen Peptide und Proteine, kbnnen aber dadurch limitiert sein,
dass nicht alle Proteine und ihre Aminosduresequenzen identifiziert werden kénnen, bzw.
nicht alle Sequenzen in der Datenbank hinterlegt sind. In diesem Fall, oder wenn keinerlei
Information Uber die Aminoséduresequenz bekannt ist, kann die sogenannte de novo
Sequenzierung genutzt werden, um die Daten auszuwerten. Um de novo
Sequenzierungen erfolgreich durchfiihren zu kénnen, missen die AS-Signale mdglichst
ganzlich erfasst werden, damit die Sequenz des detektierten Peptids komplett abgedeckt

werden kann. Dies stellt sich heutzutage immer noch als schwierig heraus.
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1.7 Proteasen

Proteasen, oder Peptidasen sind ubiquitare Enzyme, die Peptidbindungen von
Polypeptidketten, bzw. Proteinen hydrolysieren und sie somit zu Peptiden abbauen. Diese
Eigenschaft macht man sich in der bereits erwdhnten ,bottom-up“ Methode zu nutzen.
Dabei generiert jedes Enzym durch seine Eigenschaften Peptide, die sich sowohl in
Lange, Ladung, L6slichkeit sowie der Sequenz unterscheiden. Im Laufe der Zeit wurden
verschiedenste Proteasen in der Proteomik getestet um eine optimale
Sequenzabdeckungen zu erreichen, sowie den GroRteil aller PTMs zu detektieren®,
Man unterscheidet Exopeptidasen und Endopeptidasen. Exopeptidasen spalten dabei die
Polypeptidkette vom Ende her, wobei Endopeptidasen die Peptidbindung innerhalb einer
Polypeptidkette schneiden. Exopeptidasen lassen sich anhand ihrer Spezifitat
klassifizieren. Spalten sie die Polypeptidkette vom C-Terminus werden sie als
Carboxypeptidasen bezeichnet, schneiden sie hingegen von N-Terminus nennt man sie
Aminopeptidasen. Die Klassifizierung bei Endopeptidasen gestaltet sich deutlich
schwieriger. Sie spalten die Polypeptidkette spezifisch nach ihrer jeweiligen
Signalsequenz. Deshalb werden sie aufgrund ihres katalytischen Zentrums eingeteilt. Ein
wichtiges Beispiel hierfir sind die Serin-Endopeptidasen. Ihr Name rihrt daher, dass sie
sich durch eine katalytische Triade im aktiven Zentrum auszeichnen. In dieser speziellen

Anordnung von drei Aminoséuren befindet sich ein Serinmolekiil*®®.

1.7.1 Serin-Endopeptidasen

Serinproteasen machen ein Drittel aller Proteasen aus'®. Im menschlichen Organismus
kommen ihnen Funktionen im Bereich der Apoptose, des generellen Proteinumsatzes, der
Immunantwort und weitere physiologischen Aufgaben zu'®®. Die Serin-Endopeptidasen
lassen sich auf Grund ihrer Struktur hin weiter klassifizieren, dabei gibt es u.a. Trypsin-
ahnliche, Chymotrypsin- dhnliche, Subtilisin- &hnliche, CLP- &hnliche, etc'®. Dabei haben
sie alle ein strukturelles Merkmal gemeinsam, die katalytische Triade. Sie ist in allen
Serin-Proteasen konserviert und ist fur den katalytischen Mechanismus verantwortlich.

Eine kritische Rolle liegt in der Regulation der Aktivitat der Proteasen, ware ihre Aktivitat
von unkontrollierter Natur, kdnnte dies den Organismus stark schadigen, wie es z.B. bei
der akuten Pankreatitis der Fall ist. Im Falle der Proteasen wird eine optimale Aktivitat
durch zwei Mechanismen erreicht. Zunachst werden die Enzyme als inaktive Vorlaufer,
sog. Zymogene gebildet. Diese Vorlaufer erlangen erst durch Aktivierung ihre native
Konformation und somit katalytische Aktivitat. Der zweite Mechanismus zielt auf die

Inhibition aktiver Proteasen ab, was durch spezifische Inhibitoren gewéhrleistet wird.
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Trypsin ist ein bekanntes Beispiel flr eine Serin-Endopeptidase. Es ist in fast allen
Vertebraten vorhanden und wird im Pankreas als inaktives Proenzym Trypsinogen
gebildet. Im Verdauungstrakt ist es u.a. fiir die Hydrolyse von Proteinen verantwortlich*’.
Dabei hat es eine spezifische Erkennungssequenz und hydrolysiert nur am C-Terminus
der AS Arg und Lys. Allerdings kann es die Peptidbindung nicht hydrolysieren, wenn Arg
oder Lys in der Sequenz von einem Prolin (Pro) gefolgt werden'®. Trypsin hat sein
Optimum bei einer Temperatur von 37 °C und einem pH von 8,0 und lasst sich einfach

aus dem Pankreas aufreinigen'®.

1.7.2 Proteolytische Enzyme im Zuge MS-basierter Proteomik

Das proteolytische Enzym Trypsin ist heutzutage die gebrauchlichste Protease im Zuge
der Generierung von Peptiden fiir massenspektrometrische Analysen*®®. Ein Grund hierfur
Grunde hierflr ist die definierte Spezifitat. Peptide, die durch Trypsin generiert wurden
tragen an ihrem C-Terminus immer ein Arginin, oder ein Lysin*'°. In ESI-MS Methoden
eignen sich tryptische Peptide besonders, da sie in der Regel zweifach geladen sind,
wodurch sie sich gut durch CID fragmentieren lassen®*''*, Die Protokolle zum Nutzen
von Trypsin werden allerdings noch stetig verbessert, z.B. fand man heraus, dass sich
mehr Peptide generieren lassen, wenn Proben 1 h lang mit immobilisiertem und an Silica
gekoppeltem Trypsin inkubiert wurden, anstelle des klassischen In-Lésung Verdaus tber
Nacht**?. Trotz immenser Vorteile ist der Einsatz von Trypsin innerhalb der Proteomik
limitiert und die Suche nach weiteren nutzbaren proteolytischen Enzymen ist noch lange
nicht abgeschlossen, weshalb sich viele Studien mit dieser Thematik beschéftigen'™*. Um
eine moglichst komplette Sequenzabdeckung zu erreichen, oder bestimmte PTMs, oder
Untergruppen von Proteinen zu analysieren, besteht die Notwendigkeit im Nutzen weiterer
proteolytischer Enzyme. Beispielsweise konnten die Serin-Endopeptidasen GluC'****°
und LysC™"*8 sowie die Cystein-Endopeptidase ArgC*°® und die Metalloendopeptidase
AspN*™%*2! erfolgreich fiir Proteinverdaus genutzt werden. Dabei unterscheiden sich die
generierten Peptide jeweils in ihrer Ldnge und dem Terminus, je nach der
Erkennungssequenz der entsprechenden Protease. Beispielsweise generieren Proteasen
die nur eine Aminosdure als Erkennungssequenz haben, wie z.B. LysC, mehrfach
geladene, lange Peptide. Deshalb eignen sich durch diese Proteasen generierte Peptide
besser fur MS-Methoden mit Elektronentransferdissoziation (ETD) Fragmentierung. Im
Gegensatz zu CID werden die Peptide dadurch generiert, das durch den Einsatz von
radikalen Anionen Elektronen auf sie tbertragen werden und die Polypeptidkette dadurch
bricht. Je langer das generierte Peptid ist, desto mehrfacher ist es geladen, weshalb mehr
Elektronen Ubertragen werden kdnnen.
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Aus diesem Grund lassen diese Peptide sich gut via ETD fragmentieren. Diese Methode
ist vor allem in letzten Jahren gebrduchlicher geworden'??, da sie den groRen Vorteil
besitzt, dass sich PTMs besser detektiert lassen, als mit CID-Methoden. Labile PTMs
werden wahrend des CID-Verfahrens auf Grund der hohen Energie des Peptids am
ehesten abgespalten. Hingegen ist die Elektronenverteilung Uber das Peptidrickgrat bei
der ETD-Methode einheitlicher, woraufhin dieses gleichmafiger fragmentiert und sich
dadurch die Chance erhoht, das die PTMs am Fragment erhalten bleiben. Hingegen sind
tryptische Peptide auf Grund der Erkennungssequenz von Trypsin (zwei AS) zu kurz und
wenig stark geladen, um sich gut durch ETD fragmentieren zu lassen. Tabelle 1 zeigt die
am haufigsten genutzten Enzyme in der Massenspektrometrie.

Tabelle 1: Auswahl einiger Proteasen fiur proteolytische Verdaus

ArgC 7,2-8,0 Arg-X
AspN 6,0-85 X-Asp
GluC 4,0und 7,8 Glu-X, bei pH 7,8 auch Asp-X
LysC 85-8,8 Lys-X

. Arg-X, Lys-X (schneidet
Trypsin 8.0 nicht wenn X ein Prolin ist)

Gezeigt sind die pH-Werte und die Signalsequenz der Proteasen, dabei steht X fir einen
beliebigen Aminosaurerest.

Je nach Einsatzgebiet und Fragestellung haben die verschiedenen Proteasen besondere
Vorzuge fur bestimmte Applikationen. AspN wurde, z.B. erfolgreich bei der Untersuchung

von Histonen eingesetzt'?¥'**

. Histone sind oft an reich an maodifizierten Lysinresten,
wodurch sich ein tryptischer Verdau oft schwierig gestaltet. GluC und LysC konnten u.a.
erfolgreich im Bereich der Phosphoproteomik eingesetzt werden'®. Phosphopeptide
werden in der Regel durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Diese
Aufreinigungsmethode hat bei tryptisch generierten Peptiden den Nachteil, dass durch
Trypsin viele saure Peptide generiert, die ebenfalls an die Affinitatschromatographieséaule
binden. GluC hingegen erkennt Glutaminsdure, somit sind die generierten Peptide
weniger stark sauer. Dadurch konnte der Prozentsatz von phosphorylierten Peptiden
eines proteolytischen Verdaus durch den Einsatz von GIuC von 40 % (tryptischer Verdau)
auf 70 % erhoht werden''®. Der Verdau einer Probe mit zwei Proteasen in getrennten
Ansiétzen wird ebenfalls erfolgreich genutzt, um entweder die Ausbeute an generierten
Peptiden zu erhdéhen, oder ein komplementéres ,Mapping“ Ergebnis zu erhalten'*. Neben
den genannten spezifischen Enzymen kommen teilweise auch weniger spezifische
Enzyme wie Pepsin, Chymotrypsin, Elastase, oder Proteinase K zum Einsatz.
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Vor allem fir Membranproteomstudien eignen sich unspezifischere Enzyme. Da viele
Schnittstellen schlecht zugéanglich sind, ist die fehlende Spezifitdt in diesem Fall von
Vorteil, da deutlich mehr Peptide generiert werden kdnnen, als mit einem spezifischen

126;127

Enzym Phosphoproteomstudien lieRen sich ebenfalls erfolgreich mit Elastase

durchfuhren. Im Vergleich zu Trypsin konnten durch Elastase deutlich mehr

128129 In letzter Zeit wird vermehrt die

phosphorylierte Stellen identifiziert werden
Metalloendopeptidase LysN fir proteolytische Verdaus eingesetzt. Aufgrund ihrer
Eigenschaften scheint sie ein vielversprechender Kandidat zu sein, z.B. konnte die
Ausbeute von Phosphopeptiden aus einem Proteingemisch welches zum einen mit LysN
und zum anderen mit Trypsin verdaut wurde, im Vergleich zum Verdau mit Trypsin alleine

um 72 % erhoht werden*.

1.7.3 Die Metalloendopeptidase LysN

Metalloendopeptidasen (MEPSs) besitzen die Fahigkeit zur Zerstérung von Geweben
181132 Sje kénnen sowohl als freies Enzym, als auch als Enzym-Inhibitor Komplex
vorliegen. Auf Grund ihrer Struktur im Bereich des aktiven Zentrums lassen sich zwei
Hauptklassen unterscheiden, die ,Gluzincins® und ,Metzincins®. Allen gemeinsam ist das
Strukturmotiv HExxH, wobei die beiden Histidine als Zink-Ligand fungieren. LysN ist eine
Zink- Metalloendopeptidase und wurde aus den Fruchtkorpern der Pilze Grifola frondosa
und Pleurotus ostreatus isoliert**®. Nonaka et al. fand heraus, dass die Peptidase eine
starke Spezifitat fur Lysin hat und Peptidyl-Lysin Bindungen N-terminal hydrolysiert (-X-
Lys-)'*. Fir kommerzielle Zwecke ist es von besonderem Interesse, da es eine {iberaus
hohe Stabilitdt gegen anionischen Detergenzien besitzt und in einem pH-Bereich von 6-10
aktiv ist. Die hdchste Aktivitat liegt im basischen Bereich bei pH 8 - 9,5, Zudem ist es
auch noch bei Temperaturen in einem Bereich von 4 °C bis knapp 70 °C aktiv**.
Mittlerweile ist auch die Kristallstruktur des Enzyms bekannt und es wurde innerhalb der
Metalloendopeptidasen in die Subklasse der ,Aspzincins‘ kategorisiert'*>**® (siehe
Abbildung 13). Das aktive Zentrum wird von zwei Helices und einer Schleife gebildet
wobei Histidine an den Positionen 117 und 121 und ein Asp-Rest an Position 130 die
katalytischen Zink-lonen koordinieren. Von den Positionen Aspiss und Glus; geht eine
Spezifitat fur positiv geladene Lysinseitenkette aus, was impliziert, dass beide
Aminosaurereste eine zentrale Rolle fiir die Spezifitat des Enzyms spielen*®. Vor allem
die Position Gluis; scheint hier von Interesse, da es sich im Gegensatz zu dem
konservierten Aspis4 Rest der Zinkine um eine variable AS handelt. Spekulationen tber
eine Mutante, die an Position 157 an Stelle von Glutaminsaure einen Asparaginsaure-
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Rest tragt, beschatftigten sich mit der Frage, ob sich die Spezifitat dahingehend &éndert,
dass auch Arginin als Substrat erkannt wird**®.

Zum einen war bekannt, dass Arg-haltige Peptide als kompetitive Inhibitoren wirken®’,
somit also in die S1'-Bindetasche des Enzyms binden kénnen. Zum anderen tragt Trypsin
in der S1'-Bindetsche ein Asp (kurzere Seitenkette als Glu) an entsprechender Position
und Trypsin erkennt neben Lys auch Arg. Aus diesem Grund scheint die Bindetasche
nicht tief genug zu sein um Arg-haltige Seitenketten so zu binden, dass sie proteolytisch
umgesetzt werden kénnen'®. Befindet sich jedoch ein Asp-Rest in der Tasche anstatt des
Glu-Restes, &ndert sich die Konformation stereochemisch dahingehend, dass die Tasche
tiefer wird und somit Arg als Substrat akzeptiert werden kénnte. Die Folge wére eine
Substratspezifitat analog zum Trypsin, allerdings wirde das Enzym nicht C-terminal von
Arginin und Lysin, sondern N-terminal schneiden®*®. Dariiberhinaus wiirde sich die
Mutante im Gegensatz zum Wildtyp besonders gut fir Tandem-MS basierte CID eignen.
In Lange und Eigenschaft ahneln die durch LysNgis;p generierten Peptide denen, die

durch Trypsin generiert wurden.

Zincine
HExxH-Domane Weitere Klassen
[ | |
Aspzincine Metzincine Gluzincine
z.B LysN
HExxH HBoxHxxGxxH HExxH NEBxxSD
GTXDXxXYG M

Abbildung 13: Klassifizierung der Metalloendopeptidasen
Gezeigt sind die konservierten Aminoséuren innerhalb des aktiven Zentrums. Die Zinkliganden

sind rot markiert. Allen gemeinsam sind zwei Histidinreste (rot markiert) als Zinkliganden innerhalb
des aktiven Zentrums mit der konservierten HExxH-Doméne. Der dritte Zinkligand ist hingegen
variabel.
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1.8 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle von proteolytischen Enzymen, insbesondere der
Metalloendopeptidase LysN, im Zuge von Proteomanalysen in der MS diskutiert. Die
Generierung von Peptiden aus Proteingemischen erfolgt hauptsachlich durch Trypsin.
Allerdings ist die ldentifizierung weiterer Endopeptidasen die genutzt werden kénnen von
grolRem Interesse, da hierdurch die Sequenzabdeckung der verdauten Proteine erhdht,
sowie den Nachweis von PTMs erfolgen kann. LysN ist in den letzten Jahren
vielversprechend zur Probenvorbereitung in ETD-, und CID-gestiutzten MS-Analysen genutzt
worden. Durch die Aufklarung der Kristallstruktur konnten die fir die Substratspezifitat
verantwortlichen Aminosaurereste identifiziert werden. Das fuhrte zu der Fragestellung tuber
eine Mutation innerhalb der entsprechenden AS-Reste, die zu einer verdnderten
Substratspezifitat flihren soll, resultierend in einem Schnittmuster eines ,reversen
Trypsins“*®®. Ziel dieser Arbeit war es zum einen LysN, sowie seine Mutante LysNgis7p zu
exprimieren, das rekombinante Protein aufzureinigen und es auf seine Aktivitat hin zu
Uberprifen. Durch den Verdau von Proteinen wie Serumalbumin und Zelllysat als komplexe
biologische Probe sollte bewiesen werden, dass sich LysN als proteolytisches Enzym in der
Probenvorbereitung fir MS-Analysen eignet. Dabei ist LysNgis7p von besonderem Interesse,
da die generierten Peptide tryptischen stark &hneln, weshalb sie sich ideal durch CID
fragmentieren lassen wirden. Des Weiteren soll die vermutete Spezifitdt der mutierten
Metalloendopeptidase durch die Analyse der generierten Peptide bewiesen werden.
Schlief3lich soll das Enzym flr Probenvorbereitung in der allgemeinen Proteomik, als auch in
speziellen Gebieten wie der Phosphoproteomik eingesetzt werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Aktivierung von dendritischen Zellen und
Makrophagen. Hierbei kommt es zu dem Phanomen der Bildung von DALIS. Uber die
Zusammensetzung und die Entstehung dieser polyubiquitinylierten Proteinaggregate ist
wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollen die Mechanismen, die zur Aktivierung von
Makrophagen und BMDCs fiihren, untersucht werden. Die Aktivierung ist mit der Bildung von
DALIS eng verknupft. Um diesen Zusammenhang zu untersuchen, wurden gezielt
Komponenten der Aktivierungskaskade der dendritischen Zellen inhibiert, um deren
Auswirkung auf die Bildung von DALIS ndher zu charakterisieren. Ein besonderer Fokus
wurde dabei auf die Wirkung von Caspasen gelegt. Durch den Einsatz spezifischer Caspase-
Inhibitoren soll aufgeklart werden, ob und wenn ja, welche Caspasen an der Bildung von
DALIS beteiligt sind. Hierbei sollte untersucht werden, ob DALIS als Antwort auf zellularen
Stress hin gebildet werden, oder ihnen die bereits diskutierte Rolle des aus missgefalteten
Proteinen bestehenden Antigenpools zukommt” aus dem CTL-Epitope mit zeitlicher

Verzégerung generiert werden kénnen.
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. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Tabelle 2: Gerate

Gerate Modell Hersteller

AKTAPurifier < o

Fast-performance AKTAPurifier ith i

Liquid Chromatography P-900 GE Healthcare, Freiburg,
NS AKTA-FPLC Deutschland

Hochgeschwindigkeits- (UPC-900)

Flussigkeitschromatographie

Analysenwaage CP64 Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Bunsenbrenner Fireboy Plus Integra_ Bioscience, Chur,

Schweiz
CO, -Inkubator Hera cell 150 Heraeus, Hanau, Deutschland
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT BioRad, Muinchen, Deutschland

ESI- Massenspektrometer

Q-ToF Premier™

Waters, Milford, USA

EACS Sorter FACS Canto BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
Feinwaage PM2000 Mettler, Gie3en, Deutschland
Fluoreszenz/Absorptionsmesser SPECTRAFluor  Plus . .
ELISA-Reader ' Reader TECAN, Crailsheim, Deutschland
Genios 2005 Reader
Olympus, Hamburg, Deutschland
Fluoreszenzmikrosko IX81 Keyence Neu-lsenbur
P Biozero BZ9000 Y 9
Deutschland
. Leybold, Biocompare, San
Gefriertrockner Lyovac GT2 Francisco, USA
Gel- Dokumentationssystem g;ﬁ;r;lg)oc Bio-Rad, Munich, Deutschland
. Rotilabo®- Block | Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Heizblock
Heater Deutschland
Hochgeschwindigkeitszentrifuge RC-5C, Sorvall Thermo  Scientific,  Schwerte

Deutschland

HERAcell Inkubator;

Inkubator Heraeus, Hanau, Deutschland
Kendro Inkubator

. N Edmund  Bihler, Hechingen,
Kipp- Schttler TL-10 Deutschland
Mikropipette Gilson, Middleton, USA
Mikroskop CKX31 Olympus, Hamburg, Deutschland
Mini-Zentrifuge Rotilabo® Carl Roth ~GmbH,  Karlsruhe,

Deutschland

Multipipettte Biohit, KoIn, Deutschland
nanoHPLC nanoAcquity UPLC Waters, Milford, USA

PAGE-equipment (1D-Page)

Mini-PROTEAN®

BioRad, Munich, Deutschland

PCR-Cycler

Peqstar Thermocycler

Peglab, Erlangen, Deutschland
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L Knick measuring instruments,
pH-Meter Calimatic Berlin, Deutschland
. Eppendorf, Hamburg,
Photometer Biophotometer plus Deutschland
Integra Bioscience, Fernwald,

Pipettierhilfe

Pipetboy acu / Comfort

Deutschland

Amersham Pharmacia Europe

Power supply unit EPS 3500 XL GmbH, Freiburg, Deutschland

Ruhrwerk, elektronisch (Potter) VWR VOS 16 VWR, Darmstadt, Deutschland

Schiittelinkubator MaxQ4000 Thermo  Scientific, Schwerte,
Germany

Speed-Vac SVC-100 Savant, Themo Scientific,
Schwerte, Germany

. HERAsafe
Sterilbank Sicherheitswerkbank Heraeus, Hanau, Deutschland
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau, Deutschland

Ultraschallbad

Bandelin Sonorex RK

SCHALLTEC GmbH, Morfelden-
Walldorf, Deutschland

Ultraschallstab

Sonoplus HD 2070

Bandelin electronic GmbH, Berlin,
Deutschland

Ultrazentrifuge

T-1065

Kontron Instruments, Thermo
Fisher, Schwerte, Deutschland

Vortexer

Vortex-Genie-2

Scientific Int., New York, USA

Waagen

1202

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Western Blot Transferapparatur

SemiDry System
XCell SureLock System

BioRad, Miinchen, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland

Z5hlkammer Neubauer Counting | Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Chamber Deutschland
Labofuge 400

Zentrifugen Multifuge 3-LR Heraeus, Hanau, Deutschland

Omnigufe 2.0 RS

Kendro, Hanau, Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma Greiner, Frickenhausen,
Deutschland bezogen:

Kryordhrchen (Cryo.S ™, PP, mit Schraubverschluss), Petrischalen (100 x 20 mm, 60 x
15 mm), Plastikréhrchen mit Schraubverschluss (15 ml, 50 ml), Platten 6-Kavitaten-
Platten (fir Suspensionszellen und fir adharente Zellen), 48-, 12-, 24- 96- Kavitaten-
Platten (U- Form, V- Form, Flachboden- Platten), ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml),
Zellkultur Flaschen (Suspension 25 ml, 250 ml, 650 ml) (Wachstumsflache 25 cm? 75

cm?), Zellschaber

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden von der Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland bezogen:

Entsorgungsbeutel, Farbeschale, Nescofilm, Nitrilhandschuhe, Objekttrager, Praparier-
besteck (Scheren, Pinzetten), Spritzenfilter (0,22 ym)

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Aufkonzentrierungsgefalle Amicon® Ultra
(Ultracel 10 kda)

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Deckglaschen VWR, Darmstadt, Deutschland
FACS-Rohrchen 5 ml; BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
300 pl Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Filterpapiere (3 mm) Whatman® Paper Biometra, Gottingen, Deutschland
Gel-Beladungsspitzen (10 — 200 pl) Starlab, Ahrensburg, Deutschland
Glasgefalie mit Schraubverschluss Waters, Milford, USA

(12 x 32 mm)

Gummihandschuhe (M) Sempercare, Wien, Osterreich

Kanulen (0,3 x 13 mm) BD Microlance, Frankreich

DNase und RNase frei

(100 x 20 mm) Nunclon™ Surface
Pipettenspitzen (0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl,
200 — 1000 pl)

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Millipore, Schwalbach, Deutschland

Nunc, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Reaktionsgefal3e (0,5 ml, 1,5 ml Protein

lobind® Eppendorf GefaRe) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Skalpelle (Federstahlskalpell) PFM Medical AG, KdlIn, Deutschland
Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml) Omnifix, Melsungen, Deutschland
Sterilfilter (0,45 pym) Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Zellsiebe (0,4 ym) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und Medienzusatze

Folgende Chemikalien wurden von der Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
bezogen:

Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel-40), Agar-Agar (Kobe / pulv), Ameisensdure
(98 %), Ammoniak-Ldsung (25 %), Ammoniumhydrogencarbonat (NH,HCO3),

Ampicillin  Natriumsalz, Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, X 2 H,0), Dimethylsulfoxid
(DMSO), Ethanol (70 %) (CH3CH,OH), Ethylendiamin-tetraessigsadure (EDTA), Glycerin
(C3HgO3), Glycin (99 %) (C.HsNO,), Harnstoff (UREA) (98 %) (CH4N,O), Hefeextrakt,
Hydrogenchlorid (HCI), Kaliumacetat (99 %) (C,H3KO,), Kaliumchlorid (99,5 %) (KCI),
Kanamycin, Lysozym, Magnesiumchlorid Hexahydrat (99 %) (MgCl, X 6 H,0),
Magnesiumsulfat (MgSO,4), Mangan (Il)-chlorid Tetrahydrat (MnCl,-4 H,O), Milchpulver
(blotting grade), MOPS (99 %), Natriumchlorid (NaCl), Natriumdodecylsulfat (SDS),
Neutralrot, Pepton aus Casein, TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) (CsH1cN>),
Thioharnstoff, Trichloressigsaure (99 %), Tris Ultra Oualitat (C4H;11NO3), Triton-X 100,
Trypanblau, Tween® 20, Wasser (LC-MS grade) (H,0), Zinksulfat-Heptahydrat (99 %)
(ZnSO4 X 7 H,0)

Folgende Chemikalien wurden von der Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
bezogen:

Ammoniumpersulfat (NH4),S,0g, Bromphenolblau, Ethidiumbromid, Imidazol (C3H4N,),
Isopropanol (CH;CH(OH)CHs), Methanol (LC-MS grade) (MeOH) (CH4,OH), Natriumazid
(NaNs3), o-Phosphorsaure (85 %) (HzPO,)
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Tabelle 4: Chemikalien und Medienzusatze

Substanz

Hersteller

Acetonitril (ACN) (98 %);
Acetonitril (LC-MS grade)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumsulfat ((NH,4)>SO,) gft?tzlchlac:lz Haén,  Honeywell,  Seelze,
. Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,
Azocasein
Deutschland
. Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,
Casein

Deutschland

CHAPS (98 %)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Chloramphenicol

Appligene, Watford, GroRRbritannien

Coomassie G-250

Pierce, Rockford, Irland

Cytofix/Cytoperm

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Molecular Probes, Darmstadt, Deutschland

Destilliertes Wasser (DNase / RNase frei)

Gibco, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Dithiothreitol (DTT) (99 %)

Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Vitromex GmbH, Geilenkirchen, Deutschland

HABA (hydroxyl-azophenyl-benzoic acid)

IBA Biotagnology, Gottingen, Germany

lodacetamid (I1AA)

Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (98 %)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

L- Glutathion oxidiert (GSSG) Sfm?’c]si:hlan(;hemle GmbH,  Taufkirchen,
L- Glutathion reduziert (GSH) gfﬂ;man(;hemle GmbH, Tauflirchen,
Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,

Natriumorthovanadat (NaVvO5)

Deutschland

n-Octyl-B-D-glucopyranosid (99 %)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

. Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Deutschland
RapiGest™ SF Waters, Milford, USA
Saponin B Sigma Chemie GmbH, Taufkirchen,
P Deutschland
Fermentas, Thermo Scientific, Schwerte,

Top Vision™ LM GQ Agarose low melting point

Deutschland

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
galactopyranosid)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.4 Puffer, Medien und Medienzusatze
2.1.4.1 Medien und Medienzusétze

Das Grundmedium wurde als Pulver von der Firma Gibco (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) bezogen. Die Medien wurden in vollentsalztem Wasser (Millipore
Entsalzungsanlage, Invitrogen, Deutschland) und durch Aktivkohle gereinigtem Wasser
(VE-Wasser) geldst und durch einen 0,2 um Filter steril filtriert. Des Weiteren wurden sie
vor Gebrauch einer Sterilkontrolle unterzogen. SOC- Medium und Trypsin / EDTA wurden
bereits fertig zur Anwendung von Invitrogen bezogen. Penicillin und Streptomycin wurde

von der Firma Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen.

DC-Medium:
TM 5 %; 2 % GM-CSF (bei BALB/c) Mausen

GM-CSF bewirkt die Differenzierung zu BMDCs aus Vorlauferzellen von Makrophagen.

Einfriermedium:
90 % FCS; 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
Das DMSO wurde steril enthommen.

Fetales Kalberserum (FCS):

Vor Verwendung des FCS in der Zellkultur wurde es 45 min bei 56 °C hitzeinaktiviert um
Komponenten des Komplementsystem auszuschalten, welche sonst die zu kultivierenden
Zellen angreifen wirden. Danach wurde es bei 1000 x g fur 30 min abzentrifugiert um

Schwebstoffe zu pelletieren, nur der Uberstand wurde weiter verwendet.

Geniticin (G418):
Dient als Selektionsmittel fur gentechnisch veranderte Zelllinien, die ein entsprechendes

Resistenzgen tragen.

Glutamin (GlIn):
200 mMin 1 x PBS; 0,2 um steril filtriert

GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor):

Murines GM-CSF wurde aus Kulturiiberstanden der Myelomzellinie X630 gewonnen,

Institut fir Immunologie
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ISCOVE's modified Dulbecco’s Medium:
IMDM-Pulver (Gibco); NaHCO;; HEPES; AS- Mischung; Cystein; Natriumselenit;

Penicillin; Streptomycin

LB (lysogeny broth)-Medium:
0,5 % Hefeextrakt; 10 % Pepton; 10 % NaCl

Natrium-Pyruvat (Na-Pyruvat):
0,1 M in VE-Wasser; 0,2 um steril filtriert

Testmedium (TM5/TM10):
5% bzw. 10 % FCS; 1 % Glutamin; 1 % Na-Pyruvat; 1 % Penicillin / Streptomycin; 50 uM
B-Mercaptoethanol in Iscove’s Medium (DMEM)

Selektionsmedium (SM):
650 pg/ml G418 in TM10- Medium

Sf-9 Insektenzellmedium:
10 % FCS; 1 % Penicillin / Streptomycin in TC 100 Medium

SOC-Medium:

2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 8,6 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 20 mM MgSOy; 20 mM
Glucose

SOC-Medium ist eine Art modifiziertes LB-Medium welches vor allem als

Erholungsmedium fir E.coli Zellen dient, nachdem sie transformiert wurden.

TC 100 Medium:
Das Medium wurde von der Firma Pan Biotech (Aidenbach, Deutschland) bezogen und

dient als Grundmedium flr Insektenzelllinien.
Trypsin/EDTA:

Zum Abldsen adhérenter Zelllinien, indem es die Bindungen von extrazellularen Proteinen
spaltet, die die Adharenz von der Zelle an die Zellkulturflaschen aufrechthalten.
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2.1.4.2 Puffer

Bakterieller Lysepuffer 1:

100 mM Tris/HCI; 500 mM Saccharose; 5 mM MgCl,; 5 mM MgSO,; 2 mg/ml Polymyxin B
sulfat; pH 8,0; frisch zugegeben wurde Lysozym (1 mg/ml)

Zur Untersuchung einer periplasmatischen Expression des Proteins, wurde o0.g.
bakterieller Lysepuffer angewandt.

Bakterieller Lysepuffer 2:

50 mM Tris/HCI pH 8; 25 mM NaCl; 1 % Octylglucosid; frisch zugegeben wurde Lysozym
(10 mg/ml)

Zur Optimierung der Lyse wurde dem Puffer Octylglucosid zugegeben und der pH auf 8

eingestellt, da Lysozym hier sein Reaktionsoptimum hat.

B — Mercaptoethanol:
Als Zusatz fur ISCOVE’"s Medium

Citratpuffer A:
10 mM Citronensaure- Monohydrat; pH 6,0

Citratpuffer B:
10 mM Citronensaure- Monohydrat; 1 M NaCl pH 6,0

Denaturierungspuffer:
1 M Tris HCI pH 8,0; 8 M Urea

FACS- Puffer:
1 x PBS; 1 % BSA; 0,02 % Natriumazid

Fixierlésung:
10 % Essigsaure; 50 % Methanol in Aqua dest.

Gey’s Lysepuffer:
150 mM NH,CI; 1 mM KHCO3.0,1 mM EDTA; pH 7,3

His-Tag Equivlibrierungs-, Waschpuffer:

50 mM Natruimphosphat; 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol; pH 7,4

Im Falle einer denaturierenden Aufreinigung wurde der Puffer mit 8 M Harnstoff versetzt.
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His-Tag Elutionspuffer:
50 mM Natriumphosphat; 300 mM NaCl; 150 mM Imidazol; pH 7,4

Im Falle einer denaturierenden Aufreinigung wurde der Puffer mit 8 M Harnstoff versetzt.

Kolloidale Coomassie Lésung:

0,12 % Coomassie Brilliant Blue G250; 10 % Phosphorsaure; 10 % Ammoniumpersulfat,
20 % Methanol

Zur Herstellung ist die Reihenfolge, in der die Chemikalien zugegeben werden, von
entscheidender Rolle. Zunachst werden 30 % Wasser und 10 % der Phosphorsaure
vorgelegt. In dem Gemisch wird zunachst das Ammoniumpersulfat komplett gelost. Erst
danach wird der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 hinzugefugt und ebenfalls
komplett geldst. Danach wird das Volumen auf 80 % mit Methanol aufgefullt. Schlie3lich
wird die Lésung unter Rihren mit Wasser auf das Endvolumen eingestellt. Dabei muss
die Losung von griin-blauer Farbe sein.

Ni-NTA Lysepuffer:
50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH 8,0

frisch zugegeben wurde Lysozym (1 mg/ml)

PBS (phosphate buffered saline):

PBS wird als 10 x konzentrierter Stammldsung in VE- Wasser hergestellt.
1,4 M NacCl; 0,1 M NaH,PO,

Hier wurde meist 1 x PBS genutzt (pH-Wert 7,2).

Regenerierungspuffer:
20 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES); 10 mM NaCl; pH 5,0

Ruckfaltungspuffer:
50 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; 50 uM ZnSO,; 400 mM L-Arginin; pH 8,0; 1,25 mM GSH,
0,25 mM GSSG wurden jeweils Frisch zugegeben.

Saponinpuffer:
2 % FCS; 0,1 % Saponin; 0,5 % BSA; 0,01 % NaN; in 1 x PBS

SDS- Ladepuffer:
SDS-Ladepuffer (5x): 8 % TBS pH 8,8; 100 mM DTT; 20 % SDS; 0,7 % EDTA; 0,2 %

Bromphenolblau in Glycerin
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SDS- Laufpuffer:
25 mM Tris/HCI; 190 mM Glycin; 0,1 % SDS; pH 8,3

Sonifizierungs-/Lysepuffer:
5xTBS; 0,3 M EDTA; 2 M MgCly; frisch zugegebene wurde Lysozym (1 mg/ml)

Sucrosepuffer:
30 mM Tris/HCI; 20 % Sucrose; pH 8,0

TAE-Puffer:
40 mM Tris/Acetate; 1 mM EDTA; pH 8,5

TBS/ (TBST):
50 mM Tris, 150 mM NacCl; pH 8,0 (+ 0,05 % Tween20)

Transformationspuffer 1 (Tfb1):
30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCl,; 100 mM KCI; 10 mM CaCl,; 15 % Glycerin, mit 0,2 M

Essigsaure wurde der pH auf 5,8 eingestellt
Transformationspuffer 2 (Tfb2):
10 mM Mops; 75 mM CacCl,; 10 mM KCI; 15 % Glycerin; mit 10 M NaOH wurde der pH auf

7 eingestellt

Urea- Lysepuffer:
7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 1,5 mM DTT; (2 % CHAPS)

Urea- Waschpuffer:
5xTBS; 3 M Urea

Waschpuffer TritonX:
5xTBS; 10 % Triton x-100

Western-Blot Puffer (Towbin Puffer):
25 mM Tris; 190 mM Glycin; 20 % Methanol (tech.) 0,02 % SDS; pH 8,3

44



Material und Methoden

2.1.5 Marker und Enzyme und Inhibitoren

Marker SM1811

Marker SM0671

Trypsin

GeneRuler™ (Molekulargewicht)

Molekulargewichtsmarker

Ladepuffer (Agarosegele)

Prestained Protein Ladder

kDa), Fermentas

(10-250

Page Ruler™ Protein Ladder (11-250

kDa), Fermentas
Trypsin  Gold,

Mass Spectrometry

Grade, Promega GmbH, Mannheim,

Deutschland

1kb plus DNA Ladder, Fermentas
100 bp O’Generuler, Fermentas

Orange Loading Dye, Fermentas

Folgende Restriktionsendonukleasen (REN) fur den praparativen Verdau wurden von der

Fermentas GmbH, Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland bezogen:
BamHI, Bglll, Dpnl, EcoRlI, Hindlll, Ncol, Ndel, Xhol
BspHI wurde von New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland bezogen.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Inhibitoren

Calbiochem, Merck AG,

Deutschland

Akt — IV Inhibitor Akt (Protein Kinase B) | Darmstadt, 1 uM
Deutschland
. Bachem, Offenburg,
Caspase-1 Inhibitor Caspase-1 Deutschland 3 uM
- Bachem, Offenburg,
Caspase-3 Inhibitor Caspase-3 Deutschland 3 uM
. Bachem, Offenburg,
Caspase-8 Inhibitor Caspase-8 Deutschland 3 uM
. . Calbiochem, Merck AG
Phosphoinositid-3- ’ ’
Ly294002 . P . Darmstadt, 30 uM
Kinasen (Pl 3-Kinase)
Deutschland
. Bachem, Offenburg,
Pancaspase Inhibitor | Caspasen Deutschland 2 uM
Calbiochem, Merck AG,
Rapamycin mTOR Darmstadt, 100 pM
Deutschland
Calbiochem, Merck AG,
Wortmannin Pl 3-Kinase Darmstadt, 1uM
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2.1.6 Primer

Tabelle 6: Primer und Oligonukleotide

Virus PCR o
ERMPL Sp ATTTTCTGGTAGTTCTTCGGAGTG 52.8°C
Virus PCR R
L ASP TACGGAGATGCTGTGAAGGC 527°C
LysN pVL intemal | -1 cAGACCCATACCGCG 57,2°C
coding s. SP
LysN pVL intemal | o o TTATCCGCGTTCATC 553°C
coding s. ASP
PVL LysN SP CGCTGCGCATAGTTTTTCTG 53,8°C
DVLLysNASP | TCGGATACACATACGCAAAGG 52,8°C
PEXPR-IBA42 GAGAACCCACTGCTTACTGGC 53,0°C
Sequ. SP
PEXPR-IBA42 TAGAAGGCACAGTCGAGG 45 4°C
Sequ. ASP
g\F/," Mellitin Bglll | & \GATCTACCTATAACGGCTGCTCCAGC 61,2°C
i\é; Mellitin Bglll | &\ G AATTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG 62,9°C
LysN °

_ GCGGATAACCACGATTACTTCTCTGAAAC 66,4°C
Quickchange SP
LysN GTTTTCAGAGAAGTAATCGTGGTTATCCGC 67,0°C
Quickchange ASP
LysN PCR Primer | -\ 1\ 16 ATGACCTATAACGGCTGCTCC 653°C
ohne pelB SP
LysN PCR Primer | /- 1cAGTGGTGGTGGTGGTGG 65,1°C
ohne pelB ASP
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien

RAW309 murine Lymphomzelllinie; H2-D; H2-B
ATCCR-Nr: TIB-51

Sf-9 Zelllinie aus den Ovar-Zellen der Mottenart

138

Spodoptera frugiperda™*°, erhalten von Prof.

Edgar Schmitt, Institut fir Immunologie, Mainz

2.2.1.2 Kultivierung von Zellen und Zelllinien

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuihrt. Gearbeitet
wurde immer unter einer Sterilbank der Klasse Il, welche neben Personenschutz auch
Probenschutz gewabhrleistet.

RAW309 Zellen wurden in TM5-Medium in einem Brutschrank bei 37 °C und einer
konstanten CO,- Konzentration von 5 % kultiviert. Je nach Dichte wurden die Zellen alle
zwei bis drei Tage in einem Verhaltnis von 1:10 gesplittet um ein konstantes Wachstum
zu gewabhrleisten. Die adharente RAW309 Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA (5 min
Inkubationszeit) vom Boden der Zellkulturflaschen geldst. Durch das Splitten wurden die
Zellen mit frischen Medium und somit Nahrstoffen versorgt, im Gegenzug dazu wird altes
Medium mit toten Zellen und evtl. toxischen Substanzen, die von sterbenden Zellen ins
Medium sezerniert wurden, entfernt.

Sf-9 Zellen wurden in TC-100 Medium gezogen, welches mit 10 % FCS und 1 % Penicillin
|/ Streptomycin versetzt wurde. Die Zellen wurden ohne CO,, bei einer Temperatur von 27
°C, kultiviert. Sf-9 Zellen sind adharent und wachsen als Monolage. Die Zellen wurden
taglich lichtmikroskopisch auf ihre Konfluenz hin beobachtet, da diese 70 % nicht
Uberschreiten sollte. In diesem Fall wurden sie gesplittet (1:4), wobei die Zellen mittels

eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturgefal3e abgeldst wurden.
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2.2.1.3 Auftauen und Kryokonservierung von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen in ein Eisbad Uberfhrt und durch
Schwenken in einem 37 °C warmen Wasserbad angetaut. Die Zellen wurden zigig in 1
ml des entsprechenden Mediums resuspendiert. Danach wurden sie in 9 ml Medium
aufgenommen und abzentrifugiert (500 x g, 3 min, 4 °C) um die Zellen zu pelletieren.
Schlielich wurde das Pellet in entsprechendem Medium aufgenommen und die
Zellsuspension in Zellkulturflaschen (25 ml) Gberfiihrt und bei ihrem Temperaturoptimum
im Inkubator kultiviert.

Zum Einfrieren der Zellen wurden sie zundchst geerntet, abzentrifugiert (500 x g, 5 min, 4
°C) und zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Im Folgenden wurde die Zellzahl bestimmt und
pro ml Einfriermedium auf 5 x 10° eingestellt. Die Zellen wurden dann in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryorohrchen pipettiert und unter Verwendung
einer mit Isopropanol gefillten Einfrierbox bei — 80 °C eingefroren.

DMSO wirkt toxisch auf Zellen, weshalb dieser Vorgang ztigig durchgefuhrt werden muss.
Der Isopropanol-Mantel innerhalb der Einfrierbox stellt ein langsames herunterkiihlen der
einzufrierenden Zellen sicher. Zu schnelles Abkiuhlen konnte zum Platzen der Zellen
fuhren, oder sie zumindest in ihrer Viabilitdt beeinflussen. Nach 24 h wurden die

Kryoréhrchen in flissigen Stickstoff tberflhrt.

2.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auch der Gesamtzellzahl wurden die Zellen
zunéchst geerntet und abzentrifugiert (500 x g, 5 min). Danach wurden die Zellen in 5 ml
1 x PBS aufgenommen und einmal gewaschen. Schlie3lich wurden die Zellen in 5 ml 1x
PBS aufgenommen und 10 pl dieser Zellsuspension mit Trypanblau (Endkonzentration
0,05 %) verdiunnt. Hierbei handelt es sich um eine Vitalfarbung. Der anionische
Diazofarbstoff wird lediglich von den toten Zellen aufgenommen, wohingegen sich
lebende Zellen nicht anfarben lassen, da der Farbstoff nicht membrangéngig ist. Lebende
Zellen erscheinen unter dem Lichtmikroskop farblos und kénnen leicht von den toten
Zellen unterschieden werden. Die Auszahlung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer. Diese setzt sich aus vier Gro3quadraten zusammen, welche wiederum aus
4 x 4 Kleinquadraten zusammengesetzt sind. In vier Gro3quadraten werden lebende
Zellen ausgezahlt und die Lebendzellzahl unter Einberechnung des Kammerfaktors (1 x
10%), der Verdiinnung und des Volumens in dem die Zellen aufgenommen wurden

bestimmt.

(Anzahl der Zellen / 4) x 1x10* x Verdiinnungsfaktor = Zellen/ml
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2.2.3 Versuchstiere

BALB/c Genetisch nicht veranderter Wildtypstamm
der Maus (Mus musculus). Die In-
zuchtstamme wurden in der Zentrale
Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der

Universitatsmedizin Mainz gezichtet.

2.2.4 Isolierung muriner BMDCs

Alle verwendeten Mause wurden gemdall 84 des deutschen Tierschutzgesetzes

(TierSchG) durch zervikale Dislokation abgetotet.

2.2.4.1 murine BMDCs

Die Isolierung muriner BMDCs erfolgte aus dem Knochenmark der Hinterlaufe. Zunéchst
wurden die Mause durch Besprihen mit 70 %- igem Ethanol desinfiziert. Anschlie3end
wurden die Hinterlaufe komplett vom Fell befreit und von der Maus abgetrennt. Mittels
Préaparierbesteckes wurden die Knochen freigelegt und restliche Fleischriickstéande durch
Abreiben mit Ethanol komplett entfernt. Durch Eindricken des Kniegelenkes wurden
Femur und Tibia voneinander getrennt. Die Knochen wurden an beiden Enden durch
einen Schnitt geotffnet. Mit Hilfe einer Spritze und einer feinen Kanile (0,3 x 13 mm)
wurde das Knochenmark aus den Unterschenkel-, und Oberschenkelknochen in eine mit
PBS und 1 % FCS geflllte Petrischale gespiilt. Das Knochenmark wurde griindlich
resuspendiert um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Zellsuspension wurde
abzentrifugiert (500 x g, 5 min, 4 °C) und in Gey’s Lysepuffer aufgenommen und 3 min bei
RT in dem Puffer inkubiert. Hiermit wurde eine Lyse der ebenfalls im Knochenmark
vorkommenden Erythrozyten erreicht. Die Reaktion wurde abgeschwécht indem 1 x PBS
mit 1 % FCS zugegeben wurden, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt. Die
pelletierten Zellen wurden in DC- Medium aufgenommen, wodurch der Lysepuffer
weitgehend entfernt und somit die Lyse komplett gestoppt wurde. Die Zellsuspension
wurde dann durch ein Zellsieb gegeben um mdogliche Knochensplitter, oder andere
Verunreinigungen zu entfernen. Die Zellen wurden im Folgenden gezéahlt und auf 3 x 10° /
ml DC-Medium eingestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde in 3 ml DC Medium
pro Kavitét einer 6- Kavititen- Suspensionsplatte ausgesat, so das in jeder Kavitat 3 x 10°

Zellen waren.
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In den nachsten sechs bis sieben Tagen entwickelten sich aus den Zellen der
Makrophagenvorlaufer reife BMDCs. Dazu musste an den Tagen 2 und 4 ein
Medienwechsel vollzogen werden. An Tag 2 wurden 3 ml Medium aufgezogen und wieder
vorsichtig in die Kavitat zuriick gegeben, dabei wurde die Platte zlgig, aber ohne
ruckartige Bewegung im Kreis geschwenkt. Durch dieses Spiilen wurden nicht adhérente
Zellen entfernt. DCs entwickeln sich aus adharenten Zellen, somit miissen Zellen, die sich
in Suspension befinden entfernt werden. Schliel3lich wurden 3 ml abgezogen und 3 ml
frisches DC-Medium hinzugefigt. An Tag 4 wiederum sind die DCs nur noch schwach
adharent und beginnen in Suspension Uberzugehen, sie befinden sich jetzt im halbreifen
Zustand. Deshalb wurden 3 ml Medium ohne Spulen abgesaugt und durch frisches
Medium ersetzt.

An Tag 6 wurden die Zellen mit Vorsicht geerntet, um sie nicht zu aktivieren. Die Zellen
wurden in 96- Kavitatenplatten in Testmedium Uberfuhrt, pro Kavitat 200.000 Zellen. Die
Stimulation via LPS wurde fur 15-20 h bei 37 °C durchgefihrt. Um optimale
Versuchsbedingungen zu garantieren wurden die DCs zunachst mittels einer FACS-
Analyse auf ihre Reinheit hin Gberprift. Nur DCs die eine Reinheit von Uber 80 % hatten,
wurden fur weitere Experimente herangezogen. Des Weiteren wurde der Grad der
Aktivierung Uberprift, welcher durch Exprimierung der Oberflachenmolekile CD80 und

CD86 bestimmt werden kann.

Tabelle 7: Liste der verwendeten DC-AntikOrper fur durchflusszytometrische
Analysen

CD11c 1-600 APC-Cy7 N418 eBioscience, Frankfurt am Main,
Deutschland

CD40 1:200 APC 1C10 eBioscience, Frankfurt am Main,
Deutschland

CD80 1:200 PE 16-10A1 eBioscience, Frankfurt am Main,
Deutschland

CD86 1:200 FITC GL1 BioLegend, Fell, Deutschland

MHC 1l 1:1000 APC M5/114.15.2 | BioLegend, Fell, Deutschland
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2.2.5 Durchflusszytometrie-Analyse (FACS)

Die Duchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse von Zellen. Diese werden mit hoher
Geschwindigkeit durch eine Kapillare gesaugt, so dass eine Vereinzelung der Zellen
erfolgt. Die so vereinzelten Zellen passieren nun nacheinander einen Laserstrahl. Dieser
Prozess wird als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Dabei kommt es zu einer
Lichtbeugung und -streuung seitens der Zellen, welches durch Photodetektoren
nachgewiesen werden kann. Somit kdnnen Grof3e und Granularitéat der Zelle bestimmt
werden, wobei sich die Menge des gestreuten Lichts proportional zu der Gréf3e und
Komplexitat der Zelle verhalt. Des Weiteren kénnen im Falle der FACS- Analyse (von
engl. fluorescent activated cell sorting) auch Fluoreszenzfarben gemessen werden'*.
Dies ist besonders fur das Anfarben von Proteinen, oder Bestandteilen innerhalb der Zelle
wichtig. Dieses kann zum einen durch Interkalation des Farbstoffes in die DNA erfolgen,
z.B. Propidiumiodid (PI), oder durch einen Antikdrper der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorochrom) markiert ist. Mit dieser Methode kann beispielsweise die Expression von
Oberflachenmolekilen  spezifisch  bestimmt  werden. Die  Expression  der
Oberflachenmolekiile ist ein wichtiges Kriterium bei der Analyse von Zellen, wobei hier
u.a. der Aktivierungsgrad der Zelle, Uberexpressionen bestimmter Proteine, sowie das
Fehlen bestimmter Proteine gezielt bestimmt werden kann. In diesem Fall werden die an
die Zelle gebundenen Fluorochrome nach Bestrahlung durch den Laser zum
Fluoreszieren angeregt. Die Fluoreszenz kann gemessen werden und gibt Auskunft Gber
die Expression der zu untersuchenden Oberflachenproteine. Des Weiteren kénnen auch
intrazellulare Bestandteile nachgewiesen werden, wobei die Zellen zunéachst
permeabilisiert werden muissen.

In dieser Arbeit wurden die Gerdte FACS-Canto und LSR Il von BD genutzt. Wurden
mehrere Farben gemessen, wurde vor dem Experiment eine Kompensation
vorgenommen um die spektrale Uberlappung von Fluoreszenzen ahnlicher Wellenlangen
zu korrigieren. Wurden Beads zur Kompensation herangezogen stammten diese von BD
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland.
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Tabelle 8: Verwendete Fluorochrome in alphabetischer Reihenfolge

Allophycocyanin, APC 660 650
APC Konjugat mit einem Cyan-

Farbstoff (Cy7), APC-Cy7 85 650
Fluoresceinisothiocyanat, FITC 519 494
Phycoerythrin, PE 578 496, 546
Peridinin-Chlorophyll-Protein-

Complex, Per-CP 678 482

Fir eine Messung wurden ca. 1 x 10° wurden Zellen benétigt. Zunéchst wurden sie
zweimal in 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Die Probe wurde zunachst mit den Antikdrpern
in entsprechender Verdinnung (Tabelle 7) inkubiert. Dabei wurden die Antikdrper nach
folgenden Kriterien ausgewahlt: Reinheit der DCs (CD11c) und Aktivierungsgrad (CD80,
CD86 und MHCII). Dartber hinaus wurde der Totfarbstoff Propidiumiodid benutzt, um tote
von lebenden Zellen zu unterscheiden. Im Zuge der Inkubationszeit von 30 min (4 °C)
binden die Antikorper spezifisch an ihre entsprechenden Oberflachenmolekile. Danach
wurde die Probe erneut zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, in 100 pyl FACS-Puffer
aufgenommen und in ein FACS-Rohrchen Uberfihrt und direkt fur die Messung
herangezogen.

Die FACS-Analysen wurden mit Hilfe der Software FACS-Diva (von BD) ausgewertet.
Zunachst wurde durch Einstellung der richtigen Parameter die zu messende Population
ausgewahlt. Dabei kdnnen die Zellen in Histogrammen oder im Dot-Blot dargestellt
werden. In einem Histogramm wird eine Haufigkeitsverteilung der Messungen eines
bestimmten Parameters bertcksichtigt, orientiert wird sich nach der MFI (mean
fluorescence intensity). Gezeigt wird also nur ein Parameter. Im Dot-Blot wiederum
kénnen zwei Parameter dargestellt werden und die Korrelationen zwischen diesen
bestimmt werden. Somit kdnnen auch Subpopulationen von Zellen elegant gegeneinander
Ubergestellt werden.
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2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine weitere Methode zur Analyse von Zellen, wobei hier
jede Zelle einzeln als solche dargestellt werden kann. Dabei kénnen zum einen, analog
zur lichtmikroskopischen Darstellung, einfache morphologische Merkmale wie Grof3e und
Form gezeigt werden. Zum anderen konnen aber auch morphologische Merkmale
aufgezeigt werden, die sich durch eine lichtmikroskopische Darstellung nicht darstellen
lassen, wie z.B. Organellen die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Ein Beispiel
hierfir ist die Anfarbung der DNA im Zellkern mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Des
Weiteren konnen im Zuge der Immunofluoreszenz Antigene nachgewiesen werden, die
mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikdrper gebunden werden. Diese Technik wurde
in dieser Arbeit genutzt um DALIS nachzuweisen. Dartiber hinaus kénnen rekombinante
Proteine nachgewiesen werden, die mit GFP (green fluorescent protein) fusioniert
werden. In dieser Arbeit wurde hauptsachlich mit einem Invers-Mikroskop (IX81,
Olympus) gearbeitet. Dieses kann die Wellenlange von drei Fluoreszenzen messen,
namlich Fura/DAPI (350 nm), FITC (488 nm) und Texas Red (495 nm).

2.2.6.1 Intrazellulére Farbung fur Fluoreszenzmikroskopie

Die intrazellulare Farbung eignete sich als Methode zur Untersuchung der DALIS. Die
Zellen wurden zunéchst mit 100 ng/ml LPS stimuliert und nach 11 — 24 h geerntet.
Wourden Inhibitoren mit in die Untersuchung einbezogen wurden diese in entsprechender
Konzentration zugegeben und ihrer Wirkung entsprechend flr einen bestimmten Zeitraum
mit den Zellen inkubiert (Tabelle 5). Die Zellen wurden nach erfolgter Stimulation geerntet
und einmal mit 1 x PBS gewaschen und abzentrifugiert (500 x g, 5 min). Danach wurden
die Zellen in 96-er Kavitatenplatten mit Spitzboden Uberfuhrt, gefolgt von einem weiteren
Waschschritt. Nach dem Abzentrifugieren (s.0.) wurde die Platte ausgeschlagen, um den
Uberstand komplett zu entfernen. Das Zellpellet wurde nun in 200 pl Cytofix/Cytoperm
aufgenommen. Inkubiert wurde fir 20 min bei 4 °C, in diesem Zeitraum erfolgte die
Permeabiliserung und Fixierung der Zellen. Wiederum wurde abzentrifugiert (500 x g, 4
°C, 5 min). Im Folgenden wurde das Pellet dreimal mit Saponin-Puffer gewaschen. Das
Detergenz Saponin unterstitzte hierbei die Aufrechterhaltung der Permeabilitat der
Zellmembran. Nun wurden unspezifische Bindungsstellen innerhalb der Zellen mit 2 %
BSA in 1 x TBST blockiert. Die Inkubation erfolgte fur 30 min bei RT. Erneut wurde einmal
mit PBS gewaschen und die Zellen wie beschrieben pelletiert. Die Zellen wurden einer
Behandlung mit FC-Block (1:100) unterzogen, wodurch die FC-Rezeptoren blockiert
wurden, somit ging von ihnen keine unspezifische Bindung aus. Wiederum erfolgte ein
Waschschritt nach beschriebenem Prinzip.
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Nun wurde der biotinylierte Priméar-Antikbrper (Maus 1gG1 Anti-Ubiquitin Klon FK2) in
einer Verdinnung von 1:200 in Blockierlésung hinzugegeben (bezogen von: Enzo,
Ldrrach, Deutschland). Dieser Antikorper richtet sich gegen mono- und polyubiquitinylierte
Proteine, detektiert aber kein freies Ubiquitin. Nach 1 h Inkubation (RT in Dunkelheit)
erfolgten drei weitere Waschschritte mit 1 x PBS (Zentrifugation wie beschrieben). Im
Folgenden wurde der Sekundarantikorper (Streptavidin-FITC, goat anti-mouse IgG)
(Invitrogen) zu den Zellen in einer Verdinnung von 1:200 gegeben, in Kombination
erfolgte die Zugabe von DAPI (1:30000). Beide Komponenten wurden in Blockierldsung
verdiinnt zugesetzt, wobei die Inkubation fir 1 h (RT in Dunkelheit) erfolgte. Von nun an
wurde direkte Lichteinstrahlung vermieden, um ein Ausbleichen der Proben nach erfolgter
Anfarbung zu verhindern. Schlie3lich wurde dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Das Pellet
wurde in 10 pl Mounting-Medium aufgenommen und resuspendiert. 5 pl der
Zellsuspension wurden auf einen Objekttrager gegeben und mit einem Deckglaschen
luftblasenfrei eingedeckelt und mit Klarlack versiegelt, um die Zellen vor Austrocknung zu

schitzen.

2.2.7 Aufreinigung von Proteinen und Methoden der Proteinanalytik
2.2.7.1 Lyse der Zellen

Die Zellen wurden zunéchst abzentrifugiert (600 x g, 5 min, 4 °C) und zweimal mit 1 x
PBS gewaschen und mit UREA-Puffer lysiert. Zellpellets wurden direkt nach dem
Auftauen auf Eis mit UREA-Puffer versetzt und lysiert. Der Lysevorgang wurde 15 min auf
Eis durchgefuhrt, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt (16.000 x g, 25 min, 4
°C). Der Uberstand wurde weiter verwendet und in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt,

wahrend das aus Zellriickstdnden und DNA bestehende Pellet verworfen wurde.

2.2.7.2 Fallung der Proteine

Mit Hilfe der Proteinfallung kdnnen Verunreinigungen, wie Salze und Detergenzien aus
der Probe entfernt werden, indem die Proteine prazipitiert werden, die ungewollten
Substanzen hingegen in Lésung verbleiben. Dies ist wichtig, da die Verunreinigungen
unter Umstdnden spatere Analyseverfahren, wie Gelelektrophorese, oder den
enzymatischen Verdau stéren konnen. Des Weiteren kdnnen die Proteine in der Probe
durch diese Methode aufkonzentriert werden. Die Proteinfallung erfolgte nach Angaben
des Herstellers (ProteoExtract® Protein Precipitation Kit; Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland) fur 1 h.
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2.2.7.3Bestimmung der Konzentration von Proteinen

Die Proteinbestimmung gewébhrleistet, dass Proben auf einem SDS-PAGE-Gel oder einer
entwickelten Western-Blot Membran quantitativ miteinander verglichen werden kdnnen.
Nach Berechnung der Proteinkonzentration kénnen in jede Tasche des SDS-PAGE-Gels
die gleiche Menge Protein geladen werden. In dieser Arbeit wurde das Pierce® 660 nm
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) verwendet, wobei die Versuchsdurchfiihrung
nach Angaben des Herstellers erfolgte. Der Test basiert auf Bindung eines Farbstoffs an
das Protein in saurem pH-Wertbereich, wodurch sich das Absoptionsmaximum des
Farbstoffs &ndert. Die Absorption wird mittels eines TECAN- Readers gemessen. Im Falle
des Pierce® 660 nm Protein Assay Kits wird die Absorption bei 660 nm gemessen.
Zunachst wurde eine als Referenz dienende BSA-Standardgrade als Doppelbestimmung
in eine 96-well Kavitatenplatte pipettiert. Mit Hilfe der Steigung dieser Graden wurde die
Konzentration der Proteine errechnet. In der Regel wurde die Konzentration in pg/pul
ausgerechnet, wodurch gewilnschte Proteinkonzentrationen einfach berechnet werden

konnten. Die Proben wurden fir weitere Versuche bei — 20 °C gelagert.

2.2.8 SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Western-Blot
2.2.8.1SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode der Gel-Elektrophorese um komplexe Proteingemische
der Grof3e nach aufzutrennen. Dafur wurde sich der Methode in einem vertikalen System
nach Laemmli bedient**°. Das Verfahren basiert auf der Kombination zweier Gele, einem
kleinporigen Trenngel, welches die Proteine auftrennt, auf das ein grol3poriges
Sammelgel gegossen wird. Das Sammelgel fokussiert dabei zunachst die Probe, bevor
diese in das Trenngel migriert. Um Blasenbildung innerhalb des Gels zu vermeiden und
um eine saubere Trennschicht zu erzielen wurde das Trenngel mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach der Polymerisierung wurde das Isopropanol abgegossen und das
Trenngel mit einem 4 %-igen Sammelgel Uberschichtet. Direkt nach dem Giel3en wurde
das Sammelgel mit einem Kamm versehen. Der Kamm formte nach Auspolymerisierung

des Gels Taschen, in die die Probe pipettiert werden konnte.
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die Zusammensetzung der SDS-Gele

Acrylamid 40% / Bis (29:1) 0,5 mi 3,5 ml
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,6 - 25ml
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,2ml -

dH,0O 3,2ml 3,8 ml
SDS (10% wiv) 50 pl 100
APS (10% wiv) 50 ul 75 pl
TEMED 10 pl 20 pl

Proben fur SDS-PAGE wurden nach der Proteinbestimmung und Einstellung der
gewiinschten Proteinkonzentration mit 5 x SDS- Ladepuffer versetzt, und fir 5 min bei 95
°C in einem Heizblock aufgekocht, um sie zu denaturieren. Der Ladepuffer enthielt DTT
um Disulfidbricken zu reduzieren.

Die auspolymerisierten Gele wurden in das System gegeben und die Kammer mit 1 X
SDS Laufpuffer geflutet. Nun wurde der Kamm und gezogen das Gel beladen. Um eine
GroRenbestimmung durchfihren zu kénnen wurden immer 3 pl eines vorgefarbten
Markers auf das Gel aufgetragen. Nun wurde das System an die Spannungsquelle
angeschlossen. Die Migration der Proteine basiert auf der Spannung, wobei kleine
Proteine schneller migrieren als grof3e, da diese starker durch die Poren im Gel
zurlickgehalten werden. Der Gellauf erfolgte je nach Dicke des Gels fiir 1 — 2 h bei 30 mA.
Dabei regulieren sich die Volt- und Wattzahl entsprechend, allerdings wurde die Voltzahl
auf maximal 200 V pro Gel eingestellt. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das
Sammelgel entfernt und nur das Trenngel flr weitere Versuche genutzt. Es wurde
entweder fixiert und die Proteinbanden mittels einer Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht, oder es wurde fur eine Western-Blot Analyse herangezogen.

2.2.8.2 Fixierung und kolloidale Coomassie-Farbung der Gele

Das Fixieren ist fur das spatere Farben des Gels wichtig, denn der
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant Blue G-250 bendétigt einen sauren pH um an
die Proteine binden zu kénnen'***?, Sobald das Gel deutlich geschrumpft war (ca. 45
min), wurde die Fixierlosung abgegossen und die kolloidale Coomassie Farbelésung
,Blue Silver* auf das Gel gegeben'*®. Nach ca. 2 h wurden die ersten Proteinbanden
deutlich sichtbar, um aber eine komplette Farbung der Proteine zu gewdahrleisten wurde

meistens Uber Nacht gefarbt. Somit konnten auch Proteine sichtbar gemacht werden, die
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nur in geringen Mengen in der Probe vorhanden waren. Dabei liegt das Detektionslimit
des Farbstoffs bei ca. 5 ng Protein pro Bande'*?. SchlieRlich wurde das Gel mit Wasser
entfarbt um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Dadurch waren nur noch
Proteinbanden gefarbt, wahrend der Hintergrund des Gels entfarbt war. Danach wurden
die Gele mittels des GelDoc Systems dokumentiert, dabei wurden die Gele auf eine weil3e

Glasplatte gelegt um fir optimale Kontraste zu sorgen.

2.2.8.3 Western-Blot und Immundetektion von Proteinen

Um quantitative Aussagen Uber die Expression von Proteinen machen zu kdnnen, oder
nur bestimmte Proteinbanden sichtbar zu machen und zu analysieren, wurde der
Western-Blot genutzt***. Durch diese Methode kénnen auch gering abundante Proteine
nachgewiesen werden, da einzelne Banden spezifisch detektiert werden kénnen. Im
Gegensatz hierzu sind auf einem gefarbten SDS-PAGE Gel alle aufgetragenen Proteine
sichtbar, wodurch schwache Banden von stéarkeren Uberlagert werden koénnen. Nach
erfolgter elektrophoretischer Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE wird das
Proteinbandenmusters des Gels auf eine Membran Ubertragen.

Dazu wurde zunéchst je Gel eine PVDF-Membran (0,45 pum) und vier Whatman-
Filterpapiere in entsprechender Grofl3e zugeschnitten. Im Folgenden wurde die Membran
far 10 s in Methanol aktiviert und dann fur 5 min in Blotpuffer &quilibriert.

Two buffer soaked
filter papers

Polyacrylamide Gel

R AR

Two buffer soaked
filter papers

Abbildung 14: Schematischer Aufbau des Western-Blots (lokalisiert, 01.12.2011)
http://www.fermentas.com/templates/files/tiny_mce/support_images/wblotting.qgif

Fur den eigentlichen Blot wurde zumeist die Variante des ,Semi-Dry“-Elektrotransfers
genutzt. Dazu wurden zunachst zwei mit Blotpuffer befeuchtete Filterpapiere auf die
Anode der Apparatur gelegt. Darauf wurde passgenau die aquilibrierte Membran gelegt,
auf welcher wiederum das Gel platziert wurde.
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Luftblasen wurden sorgféltig ausgestrichen, weil an ihrer Stelle das Protein nicht richtig
auf die Membran Ubertragen werden kann. Schlielich wurde auf das Gel eine
abschlieRende Lage von zwei mit Blotpuffer getrankten Filterpapieren gelegt und
ebenfalls vorsichtig glatt gestrichen. Nun wurde die mobile Kathode der Apparatur
angelegt und fest auf die obere Schicht der Filterpapiere gedriickt. Im Folgenden wurde
die Apparatur an den Strom angeschlossen, woraufhin der eigentliche Transfervorgang
beginnt. Die Proteine migrieren aus dem Gel und werden auf die Membran Ubertragen.
Pro SDS-PAGE Gel wurden maximal 55 mA gewahlt, in diesem Fall dauerte der Vorgang
4 h. Die Membran verfigt am Ende des Blotvorgangs lber dasselbe Proteintrennmuster
wie das entsprechende SDS-PAGE Gel. Nach dem Proteintransfer auf die Membran,
wurde diese zunéchst mit 5 % Milchpulver blockiert (RT, 1 h). Dadurch wurden freie
Bindungsstellen auf der Membran blockiert, um unspezifisches Signal zu unterbinden.
Nach dem Blockieren wurde die Membran dreimal mit 1 x TBST fir jeweils 5 min auf
einem Kippschuttler gewaschen. Im Folgenden wurde der Primarantikérper (Primar-AKk) in
entsprechender Verdinnung (in 1 % BSA) auf die Membran gegeben und 15 h bei 4 °C
inkubiert. Wiederholt wurde die Membran dreimal fir 5 min mit 1 x TBST gewaschen,
bevor Sekundarantikorper in entsprechender Verdinnung hinzugefigt wurde (RT, 1 h).
Danach wurde erneut dreimal mit 1 x TBST fir jeweils 5 min gewaschen. Abschliel3end
erfolgte ein Waschschritt mit 1 x TBS um Tween®20 zu entfernen, da es die

Immundetektion storen wirde.

2.2.8.4 Immundetektion

An die Membran gebundene Proteine kdnnen durch den HRP-gekoppelten Sekundar-AK
im Zuge der Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden. Zunachst bindet der Primar-AK
spezifisch an ein Epitop des zu erkennenden Proteins. Der Sekundar-AK wiederum
erkennt spezifisch die FC-Doméne des Priméar AKs und bindet an diese. Die an ihn
gebundene HRP ist enzymatisch aktiv und setzt Luminol in Anwesenheit eines
peroxidhaltigen Puffers um (Abbildung 15) In diesem angeregten Zustand emittiert es
Licht einer Wellenlange von 425 nm. In dieser Arbeit wurde das Kit SuperSignal West
Dura Extended Duration (Medium und Strong, Pierce, Rockford, USA) nach Anweisung
des Herstellers verwendet. Die Emission wurde schlie8lich im BioRad GelDoc System

dokumentiert.
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Substrat )
Sekundirer Belichtung
Antikorper \
» Oxidiertes Produkt
Primarer
Antikorper \
e
Membran
auf die Membran Geblockte
Membran

transferierte Proteine

Abbildung 15: Prinzip des Nachweises von Proteinen mittels eines HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrpers (modifiziert nach http://advansta.com)

Tabelle 10: Priméar- und Sekundéarantikérper fir Western Blots.

- . Je nach
Anti-(His)e Tag—Mgu”s a-Maus HRP Dianova GmbH, GroRe des
monoklonaler Antikdrper- (1:1000) Hamburg, markierten
unkonjugiert (1:1000) ’ Deutschland Proteins

Anti-B-Aktin HRP Sigma Aldrich,
Konjugat Taufkirchen, ~ 42 kDa
(1:20000) Deutschland

Der a-Maus HRP wurde von Pierce, Rockford, USA bezogen.

Kein sek. AK, da
konjugiert
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2.2.9 Aktivitatsassay von Peptidasen mittels Azocasein

Zur Uberpriifung der Aktivitat aufgereinigter Proteasen wurde der Azocaseintest
durchgefiihrt. Dieser basiert auf der Umsetzung des als Peptidasesubstrat dienenden
Caseins, an welches ein Azofarbstoff gebunden ist. Ist keine Peptidase vorhanden, fallt
das das unverdaute Azocasein als s&ureunlosliches Molekil aus. Im Falle der
Anwesenheit einer Peptidase hingegen, wird das Casein umgesetzt und in kleine
Fragmente gespalten. An diese kleinen Peptidfragmente sind die Azogruppen gekoppelt,
sie verbleiben Uberstand und lassen sich nicht abzentrifugieren. Im Uberstand wird die
Freisetzung des saureldslichen Materials gemessen, welches augenscheinlich als gelbe
Tribung erkennbar ist'*®.

Zur Durchfuhrung wurden zunachst je 300 ul Azocasein (in 50 mM Tris-HCI, pH 7,0) pro
ReaktionsgefalRe (2 ml, mit Deckel) vorgelegt. In jedem Test wurden 300 pl Azocasein
plus 50 pl Wasser als Leerwert mit gefuhrt. Als Positivkontrolle wurde Trypsin eingesetzt
(Trypsin Gold, siehe 2.1.6). In das Gefal3 der Positivkontrolle wurden 300 ul Azocasein
plus 48 ul Wasser vorgelegt. Im Folgenden wurden 2 pl Trypsin in die Positivkontrolle
pipettiert, in die zu messenden Fraktionen jeweils 50 pl der entsprechenden Probe.
Endvolumen je Reaktionsgefal® waren also 350 pl. Danach wurden die Proben fir 45 min
bei 37 °C inkubiert, gefolgt von einer Zugabe von 600 pl 10 % Trichloressigsaure. Nach
sorgfaltigen Vortexen wurde das Gemisch fir 10 min auf Eis inkubiert. Schlie3lich wurden
die Proben abzentrifugiert (16.000 x g, 15 min, RT). Vom Uberstand wurden 200 pl in eine
96-Kavitaten- Flachbodenplatte pipettiert und im TECAN-Reader die Absorption bei 360

nm gemessen.

2.2.10 Methoden der Klonierung und DNA-Analysen
2.2.10.1 Aufreinigung von DNA aus Bakterienkulturen

Je nachdem wie viel Plasmid-DNA benétigt wurde, wurden Praparationen in Mini-, Midi-,
oder Maximalf3stab durchgefuhrt. Dabei wurde jeweils nach Angaben des Herstellers
gearbeitet (Maxi-, und Midipraparation; Invitrogen, Darmstadt, Deutschland und
Minipraparation von Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland). Die
Konzentration der praparierten DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260

nm bestimmt.
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2.2.10.2 Restriktionsverdau von Plasmiden durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (REN) werden in drei Typen eingeteilt, fir den
Restriktionsverdau werden nur Enzyme des Typs |l genutzt**®. Sie zeichnen sich dadurch
aus, dass sie die DNA an spezifischen Stellen schneiden, die ihrer Erkennungssequenz
entsprechen. Dabei ist die Erkennungssequenz oft von palindromischer Natur und
zwischen vier bis acht Basenpaaren (bp) lang. Dabei kann der Schnitt glatt erfolgen, man
spricht von glatten Enden (blunt ends), oder versetzt erfolgen wobei man von
tiberhangenden Enden spricht (sticky ends). Letzere lassen sich aufgrund der Uberhénge
leichter ligieren. Dabei wurden pro ug DNA ca. 2-4 U Restriktionsenzym in vom Hersteller
angegebenen 10 x Puffer verdunnt. Der Verdau erfolgte fur 1-2 Stunden, oder 15 h bei
dem jeweiligen Temperaturoptimum des genutzten Enzyms. Wurde ein Verdau mit zwei
Restriktionsenzymen durchgefihrt, wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Nach
durchgefihrtem Verdau wurden die RENs hitzeinaktiviert, basierend auf ihrer

Thermoinstabilitat.

2.2.10.3 Analyse von DNA-Molekilen mittels Agarose-Gelelektrophorese

DNA- Molekile lassen durch Agarose-Gelelektrophorese in einem elektrischen Feld
auftrennen'®’. Dabei wird ein als Trennmatrix dienendes Agarosegel gewiinschter
Konzentration gegossen, an welches eine Spannung angelegt wird. Auf Grund der negativ
geladenen Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat Rickgrat wandern die DNA-
Molekile zur Anode. Um die DNA-Molekile sichtbar zu machen, werden diese mit

148 Ethidiumbromid ist ein Phenantridin-Farbstoff, welcher

Ethidiumbromid angefarbt
zwischen die Basen der DNA interkaliert. In diesem Zustand lasst sich durch Bestrahlung
mit UV-Licht (Wellenlange 300 nm) eine Fluoreszenz erzeugen, wodurch die DNA-
Molekile sichtbar gemacht werden kénnen.

Die Endkonzentration der Agarose richtet sich dabei nach der Gré3e der aufzutrennenden
Fragmente. Dabei wurde bei der Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente ein
hochprozentiges Agarosegel gegossen, da kleine Fragmente durch die Poren des Gels
hindurch gelangen, gréRere Fragmente hingegen von den Poren starker zuriickgehalten
werden und somit langsamer laufen. Im Gegensatz dazu, werden durch die gréReren
Poren eines niederprozentigen Agarosegels groRere Fragmente aufgetrennt, kleinere
hingegen koénnen das Gel fast ungehindert passieren.Die Agarose wurde in 1 x TAE-
Puffer durch aufkochen vollstandig gelést. AnschlieBend wurden 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid zu der Lésung pipettiert. Die Losung wurde in eine Gelform gegossen und
ein Probenkamm hinzugefigt. Nach Aushartung des Gels wurde es in die
Elektrophoresekammer tberfuhrt, welche mit 1 x TAE-Puffer befillt wurde.
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Der Kamm wurde gezogen und die Proben, die zuvor mit Orange Loading Dye 1:10
versetzt worden waren, wurden in die vom Kamm vorgegebenen Taschen pipettiert. Des
Weiteren wurde jeweils eine Spur mit Marker versetzt, um das Molekulargewicht der
Fragmente bestimmen zu kdnnen. Um nach dem Gellauf quantitative Aussagen Uber die
Menge der DNA-Konzentration treffen zu kénnen, wurden definierte Mengen des Markers
aufgetragen. Die Auftrennung der DNA erfolgte je nach GroRRe des Gels fiir ca. 30-90 min
und wurde Uber die Voltzahl reguliert, welche auf 80-110 V eingestellt wurde. Danach
konnte das Gel mittels des GelDoc Systems dokumentiert werden, oder wurde fiir weitere

Analysen verwendet.

2.2.10.4 Gelelution von DNA-Molekilen

Um die DNA aus dem Gel zu isolieren, wurden die gewtinschten Banden durch UV-Licht
sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten. Im Folgenden wurde die DNA aus
dieser Bande aufgereinigt, dazu wurde das NucleoSpin Extract Il Kit benutzt (Macherey-

Nagel, Dueren, Deutschland). Es wurde nach Anweisung des Herstellers gearbeitet.

2.2.10.5 Dephosphorylierung von aufgereinigten DNA-Fragmenten

Um eine Religation geschnittener und aufgereinigter DNA-Fragmente in Form eines
Vektors zu verhindern, wurde der Phosphatrest am 5- Ende mit antarktischer
Phosphatase (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
dephosphoryliert. Dazu wurde 1 U des Enzyms pro ug DNA bendtigt. Die Inkubation
erfolgte 30 min bei 37 °C, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung bei 65 °C fir 5 min. Durch
Verhinderung der Religation des Vektors wurde die Chance der Ligation von

geschnittenem Vektor und geschnittenem Insert deutlich erhoht.

2.2.10.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Um Vektor und Insert gezielt zu ligieren, wurden die Eigenschaften der T4 DNA- Ligase
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) genutzt. Das Enzym
katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einem 5'-
Phosphatrest und der Desoxyribose am 3'-Ende'*’. Dabei hat die ATP-abhangige T4
DNA- Ligase den Vorteil, dass sie sowohl glatte als auch Uberhange ligieren kann.

Zunachst wurde die Menge an DNA durch Vergleich mit der entsprechenden Bande des
Molekulargewichtmarkers abgeschatzt. Es ist wichtig, dass das Insert im Reaktionsansatz

im Uberschuss vorliegt.
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Hier wurden Verhaltnisse von 1:3 -1:7 benutzt. 20 ul des Vektor/Insertgemisches wurden
mit 2 ul des T4 DNA-Ligase-Puffer (enthalt ATP) und 1 pl T4-DNA-Ligase versetzt. Der
Ligationsansatz wurde 15 h bei 16 °C inkubiert.

Far Subklonierungen von PCR Produkten wurde der pCR2.1-TOPO Vektor (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland) genutzt. Die PCR Produkte wurden durch die GoTaq
Polymerase (Promega, Madison, USA) mit einem A-Uberhang versehen. TOPO-Vektoren
sind linear und tragen eine 5-(C/T)CCTT-3' DNA Sequenz an beiden Enden. Des
Weiteren sind Topoisomerasen kovalent an den Vektor gebunden. Die Topoisomerasen
erkennen die 5"-(C/T)CCTT-3' Sequenz und ligieren das PCR-Produkt mit dem Vektor.

2.2.11 Kompetente bakterielle Zellen

Unter kompetenten Bakterien versteht man jene, die dazu beféhigt sind DNA, die sich frei
in ihrer Umgebung, z.B. dem Medium befindet, aufzunehmen®™°. Man unterscheidet
natdrliche und kinstliche Kompetenz. Erstere basiert auf den com-Genen einiger
Bakterienarten, die sowohl fur die Erkennung von Fremd-DNA, als auch deren Aufnahme
und Integrierung durch Rekombination in das Genom verantwortlich sind. Bakterien der
Art E. coli hingegen verfiigen Uber eine kinstlich herbeigefiihrte Kompetenz. Dabei
unterscheidet man zwischen chemischer Kompetenz und Elektrokompetenz. Kompetenz
ist die Voraussetzung fur die Transformierbarkeit von Bakterien. In dieser Arbeit wurden

zwei chemisch kompetente E.coli Stimme genutzt.

Rosetta—gami”" B Host strain Novagen, San Francisco, USA

Top10 E.coli (One Shot® ccd Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Survival — T1%) des Top10 Stammes

Bakterien des Topl0 Stammes wurden dazu benutzt Plasmide in hoher Zahl zu

exprimieren, wahrend Bakterien des Rosetta-Gami Stammes dazu benutzt wurden

Fremd- Protein zu exprimieren.
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2.2.11.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen Rosetta-gami Zellen

Zunachst wurde der Bakterienstamm auf eine LB-Agarplatte (34 pug/ml Chloramphenicol)
ausgestrichen und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurden Einzelkolonien
unter sterilen Bedingungen gepickt und jeweils in 5 ml LB- Medium (versetzt mit 34 ug/ml
Chloramphenicol) tGberfuhrt und 15 h bei 37 °C schiittelnd (180 rpm) inkubiert. Von dieser
Vorkultur wurden 50 ul in 5 ml frisches LB-Medium pipettiert. Nach einer Wachstumszeit
von 3 h wurden mit dieser Kultur 100 ml frisches LB-Medium angeimpft. Nachdem die
optische Dichte (OD) einen Wert von 0,3 bei einer Wellenlange von 600 nm erreicht hatte
(ODssp) wurde die Bakterienkultur mit Eis abgekihlt. Danach wurde die Kultur
abzentrifugiert (1800 x g; 4 °C; 10 min) und das Pellet in 20 ml Tfbl aufgenommen,
resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 900 x g (4 °C, 5 min). Das Pellet wurde in 4 ml kaltem Tfb2 resuspendiert und Aliquots
von 100 pl pipettiert, welche direkt in flissigen Stickstoff schockgefroren wurden. Danach

wurden die Zellen bei — 80 °C aufbewahrt.

2.2.11.2 Transformation in chemisch kompetente Zellen

Pro Transformation wurde ein Rohrchen ToplO E.coli Zellen auf Eis aufgetaut. Direkt
nach dem Auftauen der Zellen wurden 10 pl des Ligationsansatzes (in pCR2.1-TOPO)
hinzupipettiert und das Rohrchen dreimal mit dem Finger angestol3en, damit sich die
Plasmid-DNA gut mit den Zellen vermischen kann. Danach wurden die Zellen 10 min auf
Eis inkubiert.

Durch den folgenden Hitzeschock 6ffnen sich Poren in der Membran der Bakterienzelle,
was die Aufnahme fremder Plasmid-DNA ermdéglicht, wobei Dauer und Temperatur von
enormer Wichtigkeit fir den Erfolg sind. In diesem Fall dauerte der Hitzeschock 30 s bei
42 °C. Direkt wurden die Zellen auf Eis abgekihlt und in 400 pl SOC-Medium
aufgenommen. Im Folgenden wurden die Zellen 60 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert und
danach bei 800 x g abzentrifugiert (5 min). Das Zellpellet wurde in 200 yl LB-Medium
aufgenommen und auf einer mit entsprechendem Antibiotikum versetzten LB-Agarplatten
ausgestrichen. Die Platten wurden 16 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Die Transformation in Rosetta-gami (DE3) erfolgte nach dem gleichen Prinzip, nur das zu
den Zellen 50-100 ng des entsprechenden Konstrukts zugegeben wurden. Die Zellen
wurden auf LB-Agarplatten ausgestrichen, die mit 30 pg/pl Kanamycin und 34 ug/ul
Chloramphenicol versetzt wurden. Da Rosetta-gami (DE3) bereits einmal transformiert
wurden, besitzen sie eine Resistenz gegen Chloramphenicol. Kanamycin war das

Selektionsantibiotikum der in dieser Arbeit genutzten Plasmide.
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2.2.12 Blau-Weil3 Selektion

Die Blau-Weil3 Selektion wurde als Methode gewahlt, um Religanden von dem
gewiinschten Konstrukt zu unterscheiden™. Religanden hydrolysieren durch
Anwesenheit der exprimierten p-Galactosidase das X-Gal, wodurch ein blauer Farbstoff
entsteht, welcher die Kolonie blau anfarbt. Hat das Konstrukt hingegen das Insert
aufgenommen, wird das B-Galactosidase kodierende lacZ Operon durch das Insert
zerstort und die Kolonie auf der LB- Agarplatte erscheint weil3. Somit wurden nur weil3e
Kolonien fiur weitere Experimente verwendet. Dazu wurden Agarplatten mit 40 ul (40

pg/ml) X-Gal versetzt.

2.2.13 Isolierung von Plasmiden aus Bakterien und Anlegen von Glycerinstocks

Von den Uber Nacht inkubierten und mit transformierten Bakterien bewachsenen Platten
wurden Einzelzellklone mittels einer sterilen Pipettenspitze gepickt. Diese wurden in LB-
Medium Uberflhrt, welches mit entsprechendem Antibiotikum versetzt war und 15 h bei 37
°C schittelnd inkubiert. Im Folgenden wurden je nach gewilnschter Menge
Plasmidisolierungen und Reinheitsbestimmungen wie in 2.2.10.1 beschrieben
durchgeflhrt.

In der Regel wurden zunéchst geringe Mengen an DNA isoliert und sequenziert. Dazu
wurde ein Kontrollverdau durchgefuhrt. Die REN fiir den Verdau wurden so gewahlt, dass
anhand der geschnittenen Fragmente die Grof3e und wenn moglich auch die Orientierung
des Inserts bestimmt werden konnte. Banden, die dem vorher errechneten
Molekulargewicht entsprachen, wurden ausgeschnitten und die DNA extrahiert. Die
Proben wurden von der Firma GATC (Konstanz, Deutschland) sequenziert. Die
Sequenzierungsdaten wurden mit den cDNA-Sequenzen des Proteins mit Hilfe des
Computerprogrammes Vector NTI verglichen. Stimmten die Sequenzierungsdaten mit
dem Kostrukt Gberein, wurden von diesen Proben Glycerinstocks angelegt. Dazu wurden
300 pl der Bakteriensuspension mit 700 pyl 50 %-igem Glycerin vermischt. In einem

Kryoréhrchen wurden sie bei — 80 °C als Dauerkultur eingefroren.
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2.2.14 Konventionelle Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR lassen sich definierte Bereiche der DNA amplifizieren, dabei reichen
wenige Kopien der gewiinschten DNA zur Vervielfaltigung aus'®?. Es handelt sich um
einen in vitro Vorgang, bei dem die DNA enzymatisch durch eine DNA- Polymerase
repliziert wird. Heutzutage werden auf3erst hitzeresistente Polymerasen genutzt, die aus
dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert werden'®. Neben dem
thermostabilen Enzym bendtigt man fur den Vorgang das zu vervielféltigende DNA-Stick
(engl. Template-DNA) und zwei Oligonukleotid Primer. Diese legen den Startpunkt der
DNA-Synthese fest. Sie sind komplementér zum Sinn-, bzw. dem Antisinnstrang. Zudem
werden Desoxyribonukleotidphosphate (ANTPs) bendtigt, welche als Bausteine fungieren.
Da das Enzym nur in Gegenwart von MgCl, aktiv ist, muss der Reaktionspuffer
gegebenenfalls damit versetzt werden.

Tabelle 11: Ubersicht tiber einen klassischen PCR-Ansatz

JempeneTE

Template DNA 25-100 ng

Sense Primer [100 pM] 1l

Antisense Primer [100 pM] 1l

dNTP Mix [10 mM je Base] 1,5 ul

DNA Polymerase 0,5-1yl

10 x Polymerase Puffer 2,5ul

MgCl,[25 mM] 1,5 ul

dH,O (DNase und RNase-frei) Zum Auffullen auf das Gesamtvolumen (50 pl)

Dabei gliedert sich die eigentliche Reaktion in drei Teilschritte, die Denaturierung, die
Primerhybridisierung (engl. Annealing) und die Elongation. Jeder Teilschritt findet bei
einer anderen Temperatur statt. Die Temperaturwechsel miussen schnell stattfinden um
ein optimales Ergebnis zu generieren, weshalb die gesamte Reaktion in einem
Thermocycler stattfindet. Im Zuge der Denaturierung wird die DNA auf 95 °C erhitzt,
wodurch die Strange voneinander getrennt werden. Anschlief3end wird die DNA abgekuhlt
und die Primer kdnnen sich an die DNA anlagern. Jeder Primer besitzt ein spezifisches
Temperaturoptimum, die Anlagerungstemperatur (engl. annealing temperature). Diese
richtet sich nach der Lange, der Sequenz und dem GC-Gehalts des Primers. Schliel3lich
erfolgt im Schritt der Elongation die eigentliche Replikation, indem die DNA-Polymerase
die Strange mit Nukleotiden erganzt und somit das gewiinschte Produkt synthetisiert. Das
Enzym beginnt am 3’OH-Ende des Primers und folgt dann dem DNA-Strang, der als
Matrize dient. Dabei ist jedes Syntheseprodukt im nachsten Schritt eine zusatzliche

Matrize fur weitere Produkte.
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Tabelle 12: Schritte und Temperaturen eines typischen PCR-Programmes

Denaturierung 3 min, 95 °C

Lauf 25- 35 Wiederholungen

Denaturierung 30s95°C

Primerhybridisierung 30 - 45 s (variiert je nach Primer)
Elongation 68 °C, 1 min/kb

Finale Elongation 3 min, 68 °C

Die Temperatur der Elongation ist entsprechend des Optimums der genutzten DNA-
Polymerase. Hier wurden fir PCRs im Rahmen von Klonierungsschritten die PfuUltra® Il
Fusion HS, fur Screenings wiederum wurde eine die GoTaqg Polymerase genutzt. Diese
hat im Gegensatz zur erst genannten keine Korrekturlese-Funktion (proof reading). Durch
ihre Exonukleaseaktivitét ist die PfuUltra® Il Fusion HS (Stratagene, Santa Clara, USA)

dazu befahigt falsch eingebaute Nukleotide zu erkennen und zu entfernen.

2.2.15 Ortsgerichtete Mutagenese durch Quickchange — PCR

Um eine Punkmutation innerhalb der optimierten LysN,,: Sequenz zu erreichen, wurde
eine Quickchange - PCR durchgefuhrt. Die Methode basiert auf einem in vitro Vorgang, in
dem durch ortsgerichtete Mutagenese einzelne Aminosauren durch andere ausgetauscht

werden konnen®*.

Dies kann durch Punktmutation, Deletion oder Insertion einzelner
Basen erfolgen. Durch den Einsatz der mutagenen Primer und der DNA- Polymerase Pfu
Ultra Fusion Il wird die Plasmid-DNA amplifiziert. Die Pfu repliziert mit hoher Genauigkeit,
ist aber andererseits nicht in der Lage den mutagenen Primer von dem DNA-Strang zu
I6sen. Dabei entstehen an den Enden des replizierten zirkularen Plasmids kleine Kerben,
sog. Nicks. Im Folgenden werden die PCR Produkte mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut. Diese Endonuklease besitzt die Eigenschaft methylierte und hemimethylierte
DNA zu erkennen und zu verdauen™. Die als Muster dienende DNA aus E.coli ist
methyliert und wird verdaut, wéahrend die neu synthetisierte, unmethylierte, mutierte DNA
nicht abgebaut wird. Da die Primer Ubereinander gelegt wurden, kann die Polymerase die
Sequenz synthetisieren und die Mutation wird inkorporiert. In diesem Fall wurden die
Primer so konstruiert, dass die gewollte Mutation innerhalb der Sequenz lag. Wie in 2.2.14
beschrieben wurde die Plasmid-DNA mit dem zu mutierenden Insert bei 95 °C denaturiert.
Im Folgenden wurden die Primer bei 55 °C an die DNA hybridisiert. Die Elongation
erfolgte entsprechend dem Temperaturoptimum der Pfu- Polymerase bei 68 °C.
Insgesamt wurden 15 Zyklen durchlaufen. Nach erfolgter PCR wurde das Produkt fur 2 h
bei 37 °C mit Dpnl verdaut.
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2.2.16 Klonierung der Metalloendopeptidasen in E.coli

Sowohl fur LySNopiis2-301), a@ls auch fur LySNopie1s7pas2-301) Wurde als Expressionssystem
der pET-26b (+) Vektor (Novagen, Merck, Darmstadt, Deutschland) gewdahlit. Da es sich
bei den Proteasen um Proteine aus einem Pilz handelt wurden die Proteinsequenzen
eigens fur E.coli, bzw. Sf-9 Zellen sequenzoptimiert und von der Firma Centic Biotec
(Weimar, Deutschland) synthetisiert.

T7 promoter primer #69348-3
Bal 17 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCRCEAAATTAATACGAC TCACTAT AGGLGAAT TRTGAGC GRATAACAATTCCCOTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC TTTAAGARGEAGA
Nde | BspM1 pelE leader Msc| Neol BamH! EcoR| Sacl
TATACAT ATGAAATACCTGCTRCCBACCGLTGCTRLTGRTCTGC TRCTCLTCALTRCCC AGCCARL GATRRCC ATGGATAT CARAATT AATTCGRATCLGAAT TCRAGLTCC
MetlysTyrLeuleuPraThrd lohlohl oblyleul euleuleublehlol InProfl eMethlgMethspl leGlyl lebsnSerhspProfsnSerSerSer
Eagl  Ayal* . signal peptidase
Sall Hind Il _Notl Xno! His+Tag Bpul102 | )
GTCGACAAGCTTRC GECCGCACTCCAGCALCACCAL CACCACCACTRAGATCCGGETRC TAACARAGCCCCARAGCAAGCTRACGTTRRCTRCTGCCACCGLTRAGCAATAAL
VolhsplysleuhlohlobloleuGludisHisHisHisHigHi sEnd 4
T7 terminator TT terminator |:||'imer #69337-3
TAGCATAACCCCTTGRGGCCTC TARACGEGTCTTRAGGRGRTTTTTTR

Abbildung 16: Detaillierte Darstellung der wichtigen Elemente des pET26b (+)
Vektors
Gezeigt sind der Promoter, Operator, Signalsequenz, Stopp-Signal und dem His-Tag.

Der Vektor enthalt eine N-terminale pelB Signalsequenz die dafir sorgt, dass das
exprimierte Protein in das Periplasma des Bakteriums dirigiert wird, wo die Signalsequenz
selbst durch eine Peptidase abgespalten wird*****’. Dazu verfiigt der Vektor iiber das lac-
Operon und kann somit durch IPTG, welches als kunstlicher Aktivator des Operons dient,
induziert werden. Das rekombinante Protein wurde mit der ebenfalls im Vektor

vorhandenen C-terminalen His-Tag Sequenz (6 x His-Tag) fusioniert.

2.2.16.1 Expression von LysNyp: und LYSNgpie1s7o

Zunachst wurde der Zeitpunkt der maximalen Expression des Proteins bestimmt. Dazu
wurden E.coli Bakterienzellen des Stammes Rosetta Gami (DE3) mit 50 ng Plasmid-DNA
von LysNop:, bzw. LysNopie1s70 transformiert. Von den Agarplatten wurde am nachsten Tag
jeweils ein Klon zum Ansetzen der bakteriellen Kultur gepickt. Die Kultur wurde schittelnd
(180 rpm) bei 37 °C inkubiert. Im Folgenden wurde in regelmaligen Abstanden die
optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Sobald diese einen
Wert von 0,6 erreicht hatte, wurden die Bakterien mit IPTG (Endkonzentration 1 mM)

induziert und zusatzlich mit ZnSO, (Endkonzentration 0,2 mM) versetzt. Dabei wirkte
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IPTG als Induktor fur die Expression des Proteins. ZnSO, dient als Stabilisator der
Struktur der Metalloendopeptidase. Danach wurde in regelmaRigen Abstanden Zeitwerte
(jeweils 1 ml) entnommen. Von den Zeitwerten wurde die OD gemessen und eine Probe
fur ein SDS-PAGE-Gel vorbereitet (siehe Abbildung 22). Dazu wurden die Proben
abzentrifugiert und das Pellet in SDS-Lysepuffer lysiert. Das Pellet wurde 1:10 verdinnt
und auf das SDS-PAGE Gel aufgetragen.

2.2.16.2 Aufreinigung von LySNgp: und LySNgpe1s70 @aus dem Periplasma

Alle Inkubationen bakterieller Zellen wurden bei 37 °C auf einem Schiittler durchgefiihrt.
Die Zentrifugationsschritte in der Hochgeschwindigkeitszentrifzge wurden mit dem GS-3
Rotor (1000 x g, 4 °C, 15 min) durchgefiihrt. Das LB-Medium fur transformierten Rosetta-
gami Zellen wurde mit 34 pg/ml Chloramphenicol und 30 pg/ml Kanamycin versetzt.

Zur periplasmatischen Aufreinigung wurde zunachst eine Kolonie transformierter
Bakterien einer LB-Agar Platte gepickt. Von diesem Klon wurden 200 ml Bakterienkultur
angeimpft und 16 h bei 37 °C schittelnd inkubiert. Dann wurde die Kultur abzentrifugiert
(6000 x g, 15 min, 4 °C) und das Pellet in frischem, mit Antibiotikum versetzten Medium (1
I) aufgenommen. Die Bakterien wuchsen bei RT und wurden schittelnd bei 180 rpm
inkubiert. Sobald die OD der Hauptkultur einen Wert von 0,6 erreicht hatte, wurde die
Kultur induziert (1 mM IPTG, 0,2 mM ZnSO,). Nach Erreichen der maximale Expression
(siehe 3.1.3) wurde die Kultur in einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge pelletiert. Alle
folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt. Das Pellet wurde in 80 ml Sucrosepuffer
pro g Nassgewicht aufgenommen und resuspendiert. Danach wurden die Zellen
schittelnd fir 10 min inkubiert, gefolgt von einem weiteren Schritt in der
Hochgeschwindigkeitszentrifuge. Der Uberstand wurde komplett verworfen und das Pellet
in gleichem Volumen 5 mM MgSQO, aufgenommen. Das Gemisch wurde fir 10 min auf Eis
gertihrt. Nochmals erfolgte ein Zentrifugationsschritt. Final wurde der Uberstand sorgféltig
gegen Ni-NTA Puffer dialysiert werden, bevor weitere Aufreinigungsschritte unternommen

wurden.
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2.2.16.3 Aufreinigung von LysSNgp: und LySNgpe1s70 aus dem Zytoplasma

Zunachst wurde wie in 2.2.16.2 beschrieben eine Hauptkultur (1 ) angesetzt, induziert,
geerntet und abzentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 1 x PBS gewaschen und bei —
20 °C eingefroren. Am folgenden Tag wurde das Pellet auf Eis aufgetaut (30 min) und
dann in 15 ml bakteriellem Lysepuffer, welcher frisch mit 1 mg/ml Lysozym versetzt
wurde, aufgenommen und resuspendiert. Das Lysat wurde fiir 30 min bei 37 °C in einem
Wasserbad inkubiert und dabei alle 5 min finfmal invertiert. Danach wurde das Pellet in
flissigem Stickstoff schockgefroren, um dann erneut bei 37 °C fur 15 min aufgetaut zu
werden. In der Regel war das Pellet so viskos, dass DNase (Endkonzentration 100 ug)
und 100 mM MgSO, (Mg als Kofaktor fur DNase) hinzugegeben werden musste und
nochmals 30 min inkubiert wurde. Schlie3lich wurde das Lysat sonifiziert (3 x 30 s,
Intervall 6). Ein moglichst flussiges Lysat lie3 auf eine erfolgreiche Lyse schlief3en. Das
Lysat wurde abzentrifugiert um Zelldebris zu entfernen. Der Uberstand wurde durch einen
Spritzenfilter (0,45 pM) gegeben bevor weitere Aufreinigungsschritte unternommen

wurden. Des Weiteren wurde eine Probe fur eine SDS-PAGE Analyse entnommen.

2.2.16.4 Aufreinigung aus Einschlusskdrperchen (inclusion bodies)

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 10.000 x g, 4 °C, 15 min mit dem SS-34 Rotor in
einer Sorvall-Hochgeschwindigkeitszentrifuge. Nach jedem Waschschritt wurde eine
Probe flr eine SDS-PAGE entnommen (100 pl).

Teilweise waren schon mit bloBem Auge im Pellet der induzierten und abzentrifugierten
Bakterienkulturen sog. Einschlusskorperchen erkennbar. Hierbei handelt es sich um
aggregierte Proteine. Das Pellet war in diesem Fall von graulich-weil3er Farbe und
krimeliger Konsistenz. Ein weiterer Hinweis auf die Bildung von Einschlusskorperchen
war, dass sich ein Grof3teil des Proteins im Pellet befand und nicht wie vermutet im
Uberstand. Unter denaturierenden Bedingungen wurden die Proteine aus den
Einschlusskorperchen isoliert. Hierzu wurde das induzierte bakterielle Pellet in 5 ml/g
Nassgewicht Sonifizierungs-/Lysepuffer aufgenommen und fiir 45 min bei 4 °C sanft
geschittelt. Von nun an erfolgten alle Schritte auf Eis. Mittels Sonifikation eines
Ultraschallstabs wurden die Bakterien aufgeschlossen (funf Zyklen a 30 s, Intervall 5, auf
Eis) und das Lysat abzentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit Triton-Waschpuffer (10
ml pro g Pellet) gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde erneut sonifiziert (zwei
Zyklen, 30 s, Intervall 5, auf Eis) und abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 20 ml/g
Pellet in Urea Waschpuffer aufgenommen, resuspendiert und mittels eines Potters
homogenisiert. Danach wurde das Lysat 30 min bei RT inkubiert, gefolgt von einem
weiteren Zentrifugationsschritt. Es wurde noch dreimal mit Urea W aschpuffer gewaschen.
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Schlie3lich folgte die eigentliche Denaturierung der Einschlusskorperchen. Dazu wurde
das Pellet 16 h bei RT in Denaturierungspuffer sanft auf einem Schittler inkubiert. Die
denaturierte Proteinlosung wurde filtriert (0,45 yuM) und denaturierend aufgereinigt um
evtl. vorhandene kontaminierende Proteine zu eliminieren und das rekombinante Protein

in reiner Form zu erhalten (siehe 2.2.18.2)

2.2.16.5 Zuriuckfaltung von LysNgp und LySNgpieis7o

Das denaturierte, aufgereinigte Protein muss zur Wiederherstellung seiner enzymatischen
Aktivitdt wieder in seine native Struktur zurtck gefaltet werden. Dazu wurden die
aufgereingten Fraktionen (siehe 2.2.18.2) vereinigt und mit einem 10 kDa
Aufkonzentrierungsgefald auf 1 ml eingeengt. Die Suspension wurde mit einer Spritze
aufgezogen und schnell, in einen mittels Magnetrihrer und Ruhrfisch erzeugten Strudel
gespritzt. Dazu wurden verschiedene Ruckfaltungspuffer ausgetestet (siehe 3.5.4).
Danach wurde der Ruhrer schwacher gestellt und das Protein weitere 10 min gerihrt. Im
Folgenden wurde die Losung abzentrifugiert (6000 x g, 4 °C, 10 min). Pellets lieRen auf
nicht ruckgefaltetes Protein schlieRen, entsprechende Fraktionen wurden nicht weiter
verwendet. Von allen getesteten Bedingungen wurde jeweils eine Probe fir eine SDS-
PAGE entnommen. Des Weiteren wurde von jeder Probe ein Azocasein-Aktivitatsassay
durchgefiihrt um zu testen, welche Bedingung die hdchste Enzymaktivitat garantierte.

2.2.17 Baculoviren in Sf-9 Insektenzellen

Als Alternative zu E.coli wurden lytische Baculoviren zur Expression der Proteine gewahlt.
Diese infizieren hauptsachlich Mottenlarven und koénnen zur Infektion von Kkultivierten
Insektenzellen dienen. Baculoviren verfigen Uber ein kleines Genom, das sich einfach in
der Art modifizieren lasst, dass das gewulnschte rekombinante Protein kodiert wird. Nach
Infektion der Insektenzelle (in diesem Fall Sf-9 Zellen) beginnen diese, dass rekombinante
Protein zu synthetisieren. Im Gegensatz zu E.coli bieten sie den Vorteil, dass fast alle
PTMs gewabhrleistet sind. Dadurch entsteht u.a. der Vorteil, dass die rekombinanten
Proteine eine deutlich bessere Ldslichkeit zeigen und es nicht zur Bildung von
Einschlusskorperchen kommt. Dartiberhinaus wird die infizierte Zelle lysiert, wenn der
Promotor am starksten abgelesen wird. Somit wird in der lytischen Phase am meisten
Protein exprimiert. Zur Klonierung von LySNopiis2-301) Und LYSNopie1s7pisz-301) in SF-9

Insektenzellen wurde das pVL1393 Baculovirus-Expressionsvektor System gewabhilt.
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Der Vektor wurde mit einer Mellitin-Signalsequenz modifiziert (erhalten von Dr. Nadja
Akkad, Institut flr Immunologie, Universitdtsmedizin Mainz). Die Sighalsequenz dient zur

Translokation des rekombinanten Proteins in das ER der Sf-9 Zellen.

2.2.17.1 Kotransfektion mit linearisierter Baculovirus-DNA

Die Generierung rekombinanter Baculoviren erfolgte mit Hilfe linearisierter Baculovirus
DNA. Diese beinhaltet eine letale Deletion, wodurch die DNA keinen viablen Virus
codieren kann. Nur im Falle einer Kotransfektion mit einem passenden Transfervektor
wird der Virus rekonstituiert und kann die Zellen infizieren. Des Weiteren kodiert die
linearisierte DNA ein grun fluoreszierendes Protein (kurz GFP, vom engl. green
fluorescent protein) als Reportergen, wodurch infizierte Zellen im Fluoreszenzmikroskop
von nicht infizierten unterschieden werden konnten. Die Durchfuhrung erfolgten mit Hilfe
des BD BaculoGold™ bright Baculovirus DNA Kits (BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland) nach Instruktionen des Herstellers.

2.2.17.2 Plaque Assay und Amplifizierung des Virus

Der Plague Assay ist eine Methode zur um stark infektiose Klone zu isolieren. Dazu
wurde vier Tage nach der Kotransfektion der Uberstand von infizierten Sf-9 Zellen
abgenommen und zur Gewinnung eines einzelnen Virusklons herangezogen. Zunachst
wurden serielle Verdinnungen des Uberstands gemacht (10, 10 10°, 10° 107).
Danach wurden fiir jede Verdiinnung 2,5 x 10° Zellen in 60 mm Petrischalen ausgesét.
Diese wurden direkt sanft gertttelt, um die Zellen Uber die gesamte die Oberflache zu
verteilen. In den folgenden 30 min adhé&rierten die Zellen, welche lichtmikroskopisch auf
ihre Konfluenz hin untersucht wurden, wobei wurden 70 % nie Uberschritten. Zellen, die
nicht adharierten, wurden abgesaugt. Im Folgenden wurde eine 1 % Agaroseldsung
(lowMelting Point) zur Uberschichtung der Zellmonolage angesetzt und auf 42 °C
temperiert. Zum Infizieren der Zellen, wurde zunéchst das Medium abgesaugt und jeweils
1 ml der vorbereiteten Virusverdinnung auf die Zellen gegeben. Wahrend der
einstiindigen Infektion wurden die Platten in finfzehn mindtigem Abstand geschuttelt, um
den Virus Uber die gesamte Monolage zu verteilen. Schlie3lich wurde das virushaltige
Medium komplett abgesaugt und die Agaroselésung vorsichtig auf die Zellen gegeben,
insgesamt 4 ml pro Petrischale. Nach Solidifikation der Agarose wurden die Platten in
einem Inkubator bei 27 °C fur acht Tage inkubiert. Um die Plaques besser auszahlen zu
kdnnen, wurde die Agarose mittels einer Neutralrotldsung (50 pug/m in 0,5 % Agarosel)

gefarbt und die Plagues nach 15 h ausgezahlt. Mittels einer sterilen Pasteurpipette
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wurden die Plaques ausgestanzt und einzeln in 1 ml Insektenzellmedium Uberfuhrt. Die
Isolation des Virus aus den Plaques erfolgte rotierend, 16 h bei 4 °C. Von diesem
VirusUberstand wurden 200 pl pro Kavitat einer 12-Kavitatenplatte auf frisch ausgesate
Sf-9 Zellen gegeben (2 x 10°). Pro Kavitat wuchsen die Zellen in 1 ml Medium. Die Platten
wurden fur drei Tage bei 27 °C inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt, fir 5
min abzentrifugiert (600 x g, 4 °C) und zur Amplifikation des Virus herangezogen. Um den
Virusstock zu amplifizieren und einen Hochtitervirus zu generieren wurden pro isoliertem
Plaque 5 x 10° Sf-9 Zellen in 100 mm Petrischalen ausgeséat. Nach Adhésion der Zellen
wurde das Medium abgenommen und durch 10 ml frisches Medium ersetzt. 200 pl der
Virus (Passage 1) wurden pro Petrischale in das Medium gegeben. Danach wurden die
Schalen fiir 72 h inkubiert. Im Folgenden wurde der Uberstand abgenommen und eine
Bestimmung des Virustiters unternommen, betrug diese weniger als 2 x 10° pfu/ml wurden
erneute Amplifikationsrunden durchgefthrt.

Rechnung: 10° = 100 Plaques -> 100 * 10° pfu in 100 ml = 100 *10’ pfu/ml = 1*10° pfu/ml

2.2.18 Methoden der Proteinaufreinigung

Um Proteine aus komplexen biologischen Gemischen wie Zelllysat aufzureinigen, wurde
das AKTApurifier System genutzt welches auf dem System der Hochgeschwindigkeits-

Flissigkeitschromatographie basiert.

2.2.18.1 Native Proteinaufreinigung von 6 x His-tag Proteinen und Mono S
Aufreinigung

Die native Proteinaufreinigung erfolgte durch immobilisierte Nickelionen (NTA-Ni%),
welche an ein Harz innerhalb der Aufreinigungsséule gebunden sind. Die Aufreinigung
basiert auf dem Prinzip der immobilisierten Metallaffinitdts-Chromatographie (kurz IMAC,
vom engl. immobilized metal affinity chromatograpghy). His-Tag hat eine Affinitat fur
Nickelionen und bindet im ersten Schritt der Aufreinigung an die Saule, wahrend Proteine
ohne His-Tag nicht binden und im Durchfluss zu finden sind.

10 ml des gefilterten Lysats (siehe 2.2.16.2) wurden mit Hilfe einer Spritze in eine 10 ml
Injektionschleife injiziert. Die Beladung der &quillibrierten Aufreinigungssaule erfolgte in
Ni-NTA (phosphathaltigem) Puffer (Flussrate 1 ml/min). Um unspezifisch gebundene
Proteine zu entfernen, wurde die S&ule mit dreifachem S&ulenvolumen Ni-NTA
Waschpuffer (enthielt 20 mM Imidazol) gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm die
Basislinie erreicht hat. Die Elution des rekombinanten Proteins erfolgte bei einer Flussrate

von 0,5 ml/min mit Ni-NTA Elutionspuffer der 250 mM Imidazol enthielt (100 % B), wobei
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der Uberschuss an Imidazol das His-Tag von den Nickelionen I6ste und somit freisetzte.
Sowohl von Durchfluss-, Wasch-, und Eluatfraktionen wurden Proben fir eine SDS-
PAGE, einen Western-Blot und fiir ein Azocasein-Aktivitdtsassay entnommen. Fraktionen
die das rekombinante Protein in aktiver Form beinhalteten wurden vereint und mit einer
HiPrep Desalting Saule entsalzt (Flussrate 1 ml/min). Die entsalzte Durchflussfraktion
wurde mit 1 ml/min auf eine &quilibrierte Kationenaustauschersaule (MonoS 5/50) in
Citratpuffer A geladen. Waschschritte erfolgten in beschriebener Art und Weise. Die
Elution erfolgte mit Citratpuffer B, dazu wurde ein linearer Gradient in 30 min auf 100 %
gefahren (Flussrate 0,5 ml/min). Erneut wurden die Fraktionen auf Proteingehalt und
Aktivitat hin Uberpraft.

2.2.18.2 Denaturierte Proteinaufreinigung von 6 x His-tag Proteinen und
Gelfiltration

Die denaturierende Aufreinigung wurde prinzipiell durchgefuhrt wie in 2.2.18.1
beschrieben (inklusive Flussraten). Als Probe dienten denaturierte Einschlusskdrperchen.
Um den denaturiertem Zustand zu erhalten, wurden sowohl Equilibrierungs-, Wasch-, als
auch Elutionspuffer mit 8 M Harnstoff versetzt. Im Unterschied zur nativen Aufreinigung
diente auf Agarose immobilisiertes Co** Chelat (Thermo Scientific HisPur Cobalt Resin,
Rockford, USA) als stationare Phase. Die Equilibrierung der Saule, sowie Waschschritte
erfolgten mit demselben Puffer (His-Tag Waschpuffer). Die Elution erfolgte durch 150 mM
Imidazol. Von sdmtlichen Fraktionen wurden SDS-PAGE Proben genommen. Fraktionen
die das rekombinante Protein enthielten wurden zusammengefasst und das Volumen
mittels 15 ml Amicon-Aufkonzentrierungsgefal3en auf 1 ml reduziert und einer weiteren
Aufreinigung unterzogen. Die Probe wurde in Equilibrierungspuffer auf eine Superose-6
Saule Gelfiltrationssaule geladen.

Im Zuge der Gelfiltration kann man Proteine der GréRe nach trennen®****°. Die
Trennmatrix besteht meist aus quervernetzter Agarose (Sepharose). Kleine Proteine
treten in die Trennmatrix ein und wandern langsam hindurch, hingegen kénnen grol3e
Proteine nicht in die Poren der Matrix eintreten und laufen deshalb schnell an der
Trennmatrix vorbei. Das bedeutet, dass grof3e Proteine friilher von der Saule eluieren, als
kleine. Alle Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE Analyse auf das rekombinante Protein
hin Gberprift.
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2.2.19 In-Ldésungverdau

Durch den In-Losungverdau werden Proteine in vier Schritten (Solubilierung,
Reduzierung, Alkylierung und proteolytischer Verdau) fir massenspektrometrische
Analysen vorbereitet. Die zu verdauenden Proteine kdnnen mit dem Detergenz RapiGest
versetzt werden. Es dient zur Verbesserung des enzymatischen Verdaus, da es die
Solubilisierung der Proteine unterstiitzt*®. In Gegenwart des RapiGest wurden die Proben
fir 15 min auf 80 °C erhitzt. Danach erfolgte die Reduktion der Cysteine mittels DTT
(Endkonzentration = 8 mM) bei 56 °C fur 15 min. Schlief3lich wurden die Cysteine mit IAA
(Endkonzentration = 15 mM) alkyliert. Nach einer 45 minitigen Inkubation bei RT in
Dunkelheit wurde erneut DTT (8 mM) zugegeben um die Reaktion von IAA abzustoppen.
Danach erfolgte die Zugabe des proteolytischen Enzyms. Wurde Trypsin eingesetzt,
wurde es in einem Enzym-Substratverhéltnis von 1:100 eingesetzt. Vedaut wurde in der
Regel 16 h bei 37 °C.

2.2.20 In-Gel-Verdau

Der In-Gel-Verdau ist ein wesentlicher Schritt im Zuge der Probenvorbereitung fir
massenspektrometrische Analysen. Die Methode wurde 1992 von Rosenfeld entwickelt

und besteht im Wesentlichen aus vier Schritten®®'.

Zunéachst werden die Gelbanden
entfarbt, dann die Cysteingruppen der Proteine reduziert und alkyliert und das Protein
schlief3lich proteolytisch in Peptide gespalten, welche aus dem Gel extrahiert werden.

Um Kontaminationen mit Keratin zu vermeiden, wurden alle Schritte mit Handschuhen
durchgefihrt, des Weiteren wurde der Arbeitsplatz mit Ethanol gesaubert. Es wurden sog.
,LoBind“ Reaktionsgefalle genutzt, diese sind vom Material her so ausgerichtet, dass
Proteine schlecht an ihre Oberflache binden kdnnen.

Die zu untersuchenden Banden wurden aus einem SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten,
zerkleinert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tUberfihrt. Im ersten Schritt wurden die
Gelstluickchen entfarbt, dazu wurden sie einmal mit 50 % ACN in 50 mM NH4HCO;
gewaschen, danach mit 100 % ACN. Jeweils wurden die Stickchen fur 5 min im
Ultraschallbad inkubiert, der Uberstand abgenommen und verworfen. Im zweiten Schritt
erfolgte die Reduktion der Disulfidbriicken. Dazu wurden pro Reaktionsgefal 1,5 mg/ml
DTT in 50 mM NH4HCO; auf die Gelstlickchen gegeben, die Inkubation erfolgte 1 h bei 56
°C. Nach kurzem Abkuhlen erfolgte im dritten Schritt die irreversible Alkylierung der SH-
Gruppen. Dazu wurden die Proben mit 10 mg/ml IAA (in 50 mM NH;HCO,) fir 45 min in
Dunkelheit bei RT inkubiert. Erneut wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Im
Folgenden wurde zweimal mit 50 % ACN (in 50 mM NH4HCO3) und einmal mit 100 %

75



Material und Methoden

ACN gewaschen. Jeweils wurden die Proben fur 5 min im Ultraschallbad inkubiert und der
Uberstand komplett abgenommen und verworfen.

Schlie3lich wurden die Proteine enzymatisch durch Trypsin in Peptide gespalten. Hierzu
wurde TrypsinGold (siehe 2.1.6) in einer Konzentration von 20 ng/pl auf die Probe
gegeben, gefolgt von einer 30 minitigen Inkubation auf Eis. Erneut wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen. Die Gelstickchen wurden mit 30 yl 50 mM NH,HCO;
versetzt und 16 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die Peptide aus den Gelstiickchen
gewaschen. Dazu wurde zweimal mit 50 % ACN in 1% FA gewaschen, gefolgt von einem
finalen Waschschritt mit 100 % ACN. Jeweils wurden die Reaktionsgefale fur 15 min im
Ultraschallbad inkubiert. Nach jedem Waschschritt wurde der Uberstand komplett
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal? Uberfiihrt. Nach dem letzten Waschschritt
wurde das Reaktionsgefal fir 30 min bei — 80 °C inkubiert und dann bis auf ca. 10 % des
urspriinglichen Ausgangsvolumens lyophilisiert. In diesem Schritt wurde der Uberschuss
an ACN entfernt. Die eingeengte Probe mit wurde mit 1 % FA auf 20 pl aufgefillt und

dann im Massenspektrometer gemessen.

2.2.21 Analyse von Peptiden via Nanofluss (nanoflow) LC-ESI-MS/MS Analyse

Durch die stetigen Leistungsverbesserungen innerhalb der MS ist es heutzutage mdglich,
komplexe biologische Proben zu charakterisieren. Allerdings haben sich
Vorfraktionierungen bewahrt, um die Komplexitat von Proben vor der MS-Analyse zu
verringern. Flussigkeitschromatographie (kurz LC, vom engl. liquid chromatography) stellt
eine gute Mdglichkeit dar, Proben vor der MS-Messung zu separieren. Die Kopplung von
Flissigkeitschromatographie und MS/MS bildet die Grundlage fiur die sogenannte
»shotgun® Proteomik, zur Analyse von komplexen Proteingemischen. Durch die Trennung
kénnen auch gering abundante Proteine charakterisiert werden. Die Suppression von
hoch abundanten Proteinen wird durch die unterschiedlichen Retentionszeiten mit der die
Peptide von der Trennsédule eluieren Uberwunden. LC-MS und besonders nano-LC-
MS/MS besitzen den Vorteil dass sie hochsensitiv sind und eine gute Reproduzierbarkeit

besitzen®?.
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2.2.21.1 Bedingungen des HPLC-Laufs

Das in dieser Arbeit genutzte ESI-Massenspektrometer ist an eine
Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Saule (kurz HPLC, vom engl. ,High Pressure
Liquid Chromatography) (nanoAcquity UPLC, Waters, Eschborn, Deutschland) gekoppelt,
welche die Peptide auf Grund von hydrophoben Interaktionen mit der unpolaren
stationaren Phase und einer polaren, mobilen Phase innerhalb der Trennséule separiert.
Die verdauten Proteine wurden durch eine 2,6 pl PEEKSsil-™ Proben Schleife (Analytical
Science, Darmstadt, Deutschland) in die UPLC geladen. Im Folgenden wurden die
Proteine getrennt, dazu wurde eine Umkehrphasen Cjg-S&ule mit einem inneren
Durchmesser von 75 uM und einer Lange von 150 uM benutzt (ACQUITY UPLC™ BEH,
Waters, Eschborn, Deutschland). Cig-Sdulen trennen im Gegensatz zu Cg, oder Cy-
Séulen besonders gut Peptide und kleinere Molekile. Die mobile Phase setzte sich aus
Puffer A und Puffer B zusammen.

Puffer A (wéassrige mobile Phase) 0,1 % Ameisensaure in H,O (LC-MS Grad)
Puffer B (organische mobile Phase) 100 % ACN; 0,1 % Ameisensaure

Tabelle 13: Die Bedingungen eines HPLC-Laufs

15 min (Beladung) 0,4 97 % 3%

10 min (Waschschritt) 0,3 97 % 3%

90 min (Elution) 0,3 97 % - 65 % 3%-35%
20 min (Waschschritt) 0,3 20 % 80 %

20 min (Reequlibrierung) 0,3 97 % 3%

Eluiert wurde innerhalb von 90 min mit einem Gradient von 3 % - 35 % Puffer B bei einer Flussrate
von 0,3 pl/min (siehe 2.18 fur die Zusammensetzung von Puffer A und B).

Jeweils 2,6 pl der Proben wurden auf die Saule geladen. Der Lauf startete mit 3 % Puffer
B bei einer Flussrate von 400 nl/min fir 15 min. Es folgte ein Waschschritt bei einer
Flussrate von 300 nl/min mit 3 % Puffer B. Die Elution der Peptide wurde mit einem
kontinuierlichen Gradienten von 3 % — 35 % Puffer B durchgefuhrt. Der Elutionsprozess
dauerte 90 min, gefolgt von einem Waschschritt mit 80 % Puffer B fur 20 min.
AbschlieRend wurde die Saule mit 3 % Puffer B reequilibriert (20 min). 300 fmol/uL [Glu']-
Fibrinopeptid B wurden zum Kalibrieren genutzt. Es wurde Uber eine Nebenpumpe des
NanoAcquity Systems mit Flussrate von 400 nl/min zu einem Referenz-Sprayer geleitet

und von diesem injiziert.
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2.2.21.2 Nanofluss LC-ESI-MS/MS Analyse (Tandem-Massenspektrometrie)

Nach der erfolgten Auftrennung tritt die zu messende Probe aus dem Nanosprayer aus
und wird zunéchst einer Spannung von 2800 V ausgesetzt, woraufhin sie in feinste
Tropfchen nebulisiert wird. Daraufhin werden die nun in der Gasphase befindlichen
Peptide ionisiert. Diese Nanospraymethode bietet den Vorteil, dass im Vergleich zu
anderen Elektrospray-lonisierungen deutlich weniger Probe gebraucht wird. Die Proteine
wurden im positiven lonenmodus gemessen, deshalb wurde Ameisensdure zum
Losungsmittel gegeben, welches die Protonierung der Peptide unterstitzt. Der
Referenzkanal wurde alle 30 s gemessen. Alle Messungen erfolgten im V-Modus mit einer
Auflésung von 10000 Halbwertsbreite (kurz FWHM, vom engl. full width of half maximum).
Zum einen wurden in dieser Arbeit die Daten mit einer sogenannten Expression-Analyse
gemessen. Dazu wurden die LC-MS Daten (Massengenauigkeit <15 ppm) im Wechsel
von low- energy Modus (MS) und dem elevated- energy Erfassungsmodus (MSF)
aufgenommen. Im low- energy Modus wurden die Daten bei einer Kollisionsenergie von 3
eV gemessen. Im MSF wurde die Kollisionsenergie zwischen 16 eV und 36 eV variiert. Ein
Zyklus von MS und MSF Daten wurde alle 1,5 s erfasst. Die Chromatogramme und
Spektren wurden mit Hilfe des Programmes MassLynx 4.1 erstellt.

Samtliche Messungen wurden mit Hilfe eines Quadrupol Time-Of-Flight (Q-TOF)

Premier™ API Massenspektrometers (W aters, Eschborn, Deutschland) unternommen.

Blende Lockmassen-Referenzspriiher

; Transfer-
l lonenfihrung Linse optik
==
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Abbildung 17: Aufbau eines Q-Tof- Massenspektrometers (abgeandert nach Waters)
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Neben der Expression-Analyse wurden in dieser Arbeit auch Data Directed Acquisition
(DDA) Laufe gemessen. In diesem Fall wurde zunachst ein Ubersichtsspektrum
gemessen. Daflr wurden alle Peptide, die von der HPLC-S&ule eluierten, vom Quadrupol
weiter geleitet und von TOF-Analysator gemessen. Im zweiten Schritt wurden Peptide die
eine zuvor definierte Intensitat Uberschritten fir die Fragmentierung ausgewahlt. Nach
erfolgter Fragmentierung, wurden die Fragmente durch den TOF-Analysator detektiert. In
nachsten Schritten wurde mit weiteren Ubersichtsspektren in beschriebener Weise
verfahren. Die Zeit fur die Fragmentierung wurde auf 2 s gesetzt. Der Referenzkanal
wurde alle 30 s gemessen. Alle Messungen erfolgten im V-Modus mit einer Aufldsung von
10000 Halbwertsbreite (FWHM). Die Chromatogramme und Spektren wurden mit Hilfe

des Programmes MassLynx 4.1 erstellt.

2.2.22 Datenbanksuche

In diesem Fall wurden die LC-MS Rohdaten automatisch durch den iDENTITY®-
Algorithmus des ProteinLynx Global Server (PLGS) 2.5 prozessiert und ausgewertet. Die
identifizierten Proteine und Peptide wurden von dem Programm nach statistischen

Methoden berechnet'®®,

Dabei filtert das Programm zundchst die Rohdaten der
massenspektrometrischen Auswertung nach Signalen und versucht diese einzelnen
Peptiden zuzuweisen. Danach erfolgt die Zuweisung der Peptide zu einem bestimmten
Protein. Dazu durchsucht das Programm ihm zugewiesene Datenbanken nach den
identifizierten Peptiden und ordnet diese den eingetragenen Proteinen zu. Hierzu wurden
speziesspezifische Datenbanken, oder komplette Datenbank genutzt, d.h. dass die
gefundenen Peptide nicht nur innerhalb einer bestimmten Spezies gesucht wurden,
sondern Uber alle eingetragenen Organismen hinweg.

Teilweise wurden einzelne Spektren nach der automatisierten Auswertung nochmals
manuell ausgewertet. Die MS/MS Datensatze wurden mit eingetragenen
Proteinsequenzen aus den MSDB und UniProtKB/SwissProt Datenbanken der
entsprechenden Spezies, oder einer kompletten Datenbank verglichen und identifiziert.
Bei der Identifizierung durch Trypsin verdauter Peptide, wurde sich auf tryptische Peptide
beschrankt. Entsprechend abgeandert wurde diese Beschrdnkung wenn andere
Proteasen fur den Verdau eingesetzt wurden. Des Weiteren wurden nur Peptidfragmente
akzeptiert die maximal eine fehlende Spaltung aufwiesen. Als maximale
Massenabweichung fur Vorlaufer und dessen Fragmentionen wurden <15ppm toleriert.
Carbamidomethyl Cystein wurde als Modifikation angegeben. Oxidiertes Methionin, N-
Acetylierung und Deamidierung von Asn und GIn wurden als variable Modifikationen

angegeben.
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Im Falle einer Zuordnung von Peptiden zu entsprechenden Proteinen mussten folgende
Kriterien erflllt werden: mindestens zwei Peptide mussten detektiert werden mit
wenigstens sieben Fragmentionen. Die falsch-positiv Rate der Proteinidentifikation wurde

auf 3 % gesetzt, basierend auf einer Suche von fiinf randomisierten Datenbanken.
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lll. Ergebnisse
3.1 LysNopt und LySNopte157D

Die Metalloendopeptidase LysN wurde von der Forschergruppe um Nonaka und Healy
aus den Fruchtkdrpern der Basidiomyceten Grifola, Armillaria und Pleurotes isoliert****%*,
Auf Grund seiner Spezifitat, Peptidyl-Lys Bindungen N-terminal zu hydrolysieren, wird es
in letzter Zeit vermehrt im Zuge der massenspektrometrischen Probenvorbereitung

genutzt**1%>1%  Dije gesamte, kodierende Proteinsequenz umfasst 301 AS (Abbildung

18).

1 mfssvmvalv slavavsanp glslkvsgpe avdgvnnlkv vttitntgde tlkllndprg
61 alhtmptdtf aitnesgetp sfigvkvkyv psmaakstge nvfaviapgq svnvehdlsa
121 aynftssgag tyalealnvf nyidpetnep veiwadaeah ttavsgklav vratptltrp
181 wvtyngcssse gsalaaaasa agsyvaesls ylgthtaatp ryttwfgsyi ssrhstvlgh

241 vytdmnsndfs sysfdctcta agtfayvypn rfgtvylcga fwkapttgtd sgagtlvhes

301 shftrnggtk dyayggaaak slatmdpdka anyf sennpadgs

Abbildung 18: Die kodierende  Aminoséuresequenz der Peptidyl-
Metalloendopeptidase LysN

Die Proteinsequenz ist im Einbuchstabencode dargestellt. Die gesamte Proteinsequenz des
Zymogens umfasst 301 Aminoséuren. Die reife, enzymatisch aktive Protease beginnt mit der
Aminosdure Thr (T) an Position 182 (dunkelrot unterlegt) und wird im Folgenden als Position 2
bezeichnet. In der kodierenden Sequenz des reifen Enzyms befinden sich an den Positionen 83
und 133 ein Phe und ein Tyr (fett, blau). Die His-Reste an den Positionen 117, 121 und der Asp-
Rest an Position 130 (grin markiert) koordinieren das katalytische Zinkion im aktiven Zentrum des
Enzyms. An den Positionen 154 und 157 befinden sich ein Asp-Rest (154) und ein Glu-Rest (157)
(markiert mit schwarzem Viereck), von ihnen geht die Spezifitat der Protease aus. Der Glu-Rest an
Position 157 ist zusatzlich violett markiert. Ist dieser Rest zu einer Asp punktmutiert handelt es sich
um die mutierte Form LysNpe1s70 der Metalloendopeptidase LysN.

Wie fast alle Proteasen wird auch LysN zunéchst als inaktives Zymogen gebildet und
erlangt erst nach Abspaltung der ersten 182 AS seine native Konformation und somit
biologische Aktivitat (siehe Abbildung 18). Das reife, aktive Enzym setzt sich schlie3lich
aus nur 120 AS zusammen, welches einem Molekulargewicht von ca. 21 kDa
entspricht*®®. Innerhalb dieser Sequenz befinden sich einige wichtige Aminoséaurereste,

die durch die mittlerweile bekannte Kristallstruktur des Enzyms identifiziert wurden**,
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In dieser Arbeit ist besonders der Glu-Rest an Position 157 von Interesse, da von dieser
AS die Spezifitat fir positiv geladene Lysinseitenketten ausgeht. Durch ortsgerichtete
Mutagenese mit Hilfe einer Quickchange-PCR wurde eine Mutante erzeugt die an dieser

Position eine Asp tragt. Durch diese Mutation soll sich die Spezifitdt des Enzyms andern,

so dass neben Lys auch Arg als Substrat erkannt wird.

Abbildung 19: 3D-Modelle der Peptidyl-Metalloendopeptidase LySNgp:

Das Modell zeigt die Dimerstruktur der Metalloendopeptidase LysN aus zwei Blickwinkeln. Gelb,
als Kalottenmodell ist die Aminosaure (Asp) an Position 157 dargestellt, die durch die
Quickchange-PCR in einem Glu-Rest (D) mutiert wurde.

Um zu Uberprifen, ob die Mutante LysNque1s70 tatsachlich tber die veranderte Spezifitat
verflugt, wurde die kodierende Sequenz des reifen Peptids in die Expressionsvektoren
pVL1393 fur Sf-9 Insektenzellen und in pET-26b(+) fir die Expression in E.coli kloniert.
Danach wurde das Protein isoliert, auf seine Aktivitdt hin getestet und schlie3lich die

Spezifitat kontrolliert.
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3.1.2 Klonierung in den bakteriellen Expressionsvektor pET-26b(+)

Da es sich bei der Metalloendopeptidase um ein Enzym aus einem Pilz handelt, wurden
die Nukleotide der kodierenden Sequenz zunachst fur eine Expression in E.coli
sequenzoptimiert. Als Expressionsvektor wurde der pET-26b(+) gewahlt. Die kodierende
Sequenz des reifen Peptids (Abbildung 18) wurde mit den Restriktionsschnittstellen fir
Xhol und BspHI und den Primerbindungsstellen von der Firma Centic Biotec (Weimar,
Deutschland) in einem pUC57 Vektor synthetisiert (pUC_LysNgy). Aus diesem Vektor
wurde die optimierte Proteinsequenz herausgeschnitten und in den linearisierten
Expressionsvektor pET-26b(+) ligiert. Durch einen weiteren Restriktionsverdau und eine
Sequenzierung (GATC, Konstanz, Deutschland) wurde die Ligierung in den
Expressionsvektor bestatigt. Die ,Quickchange PCR® wurde mit den Primern ,LysN
Quickchange SP“ und ,LysN Quickchange ASP“ auf den pUC_LysN,, Vektor
durchgefihrt. Hierdurch wurde eine Punktmutation von einer Glu zu Asp an Position 157
innerhalb der kodierenden Sequenz erzeugt. Die Mutation wurde per Sequenzierung
bestatigt. Danach wurde das mutierte Gen fur LysNop in den pET26b(+) Vektor ligiert. Die
Konstrukte wurden als pET-26b(+)LySNqpt, bzw. pET-26b(+)LySNope1570 bezeichnet.

\———lacz ——lacZ

PET-26b(+) LysNp PET-26b(+) LysNopie 1570
—pelB — pelB

LT AL

— LysNeg /
Kan cds / Kaii e — LysNg

His -Tag cds f1 ORI His-Tag cds

Abbildung 20: Die Expressionsvektoren pET26b(+) flr LySNop und LySNopie1s70
Die generierten Expressionsvektoren pET26b (+) LysNgp: und pET26b (+) LysNgpieis70. Kan cds =

Kanamycin-Resistenz, pelB = pelB Signalsequenz, His-Tag cds = His-Tag kodierende Sequenz, f1
Ori = Replikationsursprung, lacZ = Lactose-Operon.

Um das Protein gegebenenfalls aus dem bakteriellen Zytoplasma isolieren und
aufreinigen zu kénnen wurden zuséatzlich Konstrukte fir LySNqp: und LySNope1s70 generiert,
in denen die pelB Signalsequenz eliminiert wurde. Dazu wurden 50 ng Matritzen-DNA von
beiden Konstrukten genommen und jeweils eine PCR durchgefiihrt. Dabei wurde N-
terminal von der pelB Sequenz Ndel als Restriktionsschnittstelle gewdahlt, sowie C-

terminal von LySNop:, bzw. LySNepe1s70 BamHlI.
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Die Primer wurden so generiert, dass der Sinn-Primer ebenfalls Uber eine Ndel
Schnittstelle und eine BamHI Schnittstelle verfiigt. Somit verfiigt das PCR-Produkt
ebenfalls Uber eine Ndel Schnittstelle, im Gegenzug wurde die pelB Sequenz eliminiert.
Das PCR Produkt wurde nun zur effizienteren Klonierung am 3 -Ende mit A-Uberhangen
(Adenosinmonophosphaten) durch die Aktivitdt einer speziellen Tag-Polymerase
versehen'®. Der linearisierte pCR2.1-TOPO Vektor wiederum tragt am 5-Ende
Thymidinreste, die mit einer DNA-Topoisomerase assoziiert sind und somit eine effektive
Ligation mit den PCR-Produkten garantieren. Nach positiver Sequenzierung wurden die
LysNop: und LysNopeis7o Sequenzen erneut in den linearisierten Expressionsvektor
pET26b(+) ligiert. Die Konstrukte wurden per Restriktionskontrollverdau und
Sequenzierung bestatigt.

LysN ohne pelB PCR TOPO Bindestelle

TOPO Bindestelle \

—
lac Repressor_ \ flor
4

lac Promoter ——

Clone pCR2.1-TOPO LysN,,

ohne pelB PCR
pUC origin—
— Kan
/
Amp(R)
Kan ch Kan cds
pET-26b(+) PET-26b(+) LysNg,,
LySNoper1570 Ohne PelB ohne PelB
f1ORI \k fLORI —_ k
HisTag cds —__// l\ \ HisTagcds —_/ \
E157D"/ / lacz \Iacz
LysN,,, ohne pelB LysN,,, ohne pelB

Abbildung 21: Der pCR2.1 —Topo Vektor und der Expressionsvektor pET26b(+) flr
LySNop: und LysNopie1s70 Mit eliminierter pelB Signalsequenz

LysNeis7o wurde durch eine Quickchange PCR generiert. Die pelB Signalsequenz wurde durch
eine PCR eliminiert. Amp(R) = Ampicillin Resistenz, Kan cds = Kanamycin Resistenz, pelB = pelB
Signalsequenz, His Tag cds = His Tag kodierende Sequenz, f1 Ori = Replikationsursprung, lacZ =
Lactose-Operon, T7 = Terminator.
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3.1.3 Expression von LysNgp: und LYSNpe1s7o

Zunachst wurde der Zeitpunkt der maximalen Expression der Proteine bestimmt. Dazu
wurden E.coli Bakterienzellen des Stammes Rosetta Gami (DE3) mit 50 ng Plasmid-DNA
von LysSNgpt, bzw. LySNope1s70 transformiert (2.2.11.2). Die Proben wurden wie in 2.2.16.1
vorbereitet und wurden in gleichen Volumina auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen. Nach
der Coomassie-Farbung war deutlich zu erkennen, dass bereits 2 h nach der Induktion
eine Bande von ca. 21 kDa erschien, welche dem rekombinanten LysN entsprechen
kénnte (Abbildung 22). Im weiteren Verlauf nahm die Proteinbande an Starke zu, bis
schlie3lich 4 bis 6 h nach Induktion des Promotors die hdchste Expression zu verzeichnen
war. Im Uberstand konnte kein Protein detektiert werden. Zur Kontrolle wurde das Pellet
vor Induktion der Bakterienkultur mitgefuihrt, wobei in diesem Fall keine Proteinbande der

entsprechenden GroRRe zu erkennen ist.

@ =
= = ~ o~ ~r «© x -]
250 k
130 kDa
100 kDa
70 Kk
55 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
10 kDa

Abbildung 22: SDS-PAGE Gel der Induktion von LysSNgp:
Von der induzierten Bakterienkultur wurden Zeitwerte (1-18 h) nach der Induktion enthommen.

Zusétzlich wurde auch der Uberstand nach 6 h aufgetragen (rechte Spur), sowie das Pellet der
Kultur vor Induktion. Rot gekennzeichnet ist die Bande die im Verlauf der Induktion an Intensitéat
zunimmt und der Grof3e von LysNgy entspricht. Des Weiteren wurde das Zellpellet vor Induktion
als Kontrolle aufgetragen. Die Proteinbanden wurden mit kolloidalem Coomassie-Blau gefarbt.
V.Ind. = vor Induktion, Us = Uberstand
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3.2 Lokalisation des exprimierten LysNop: und LYySNopte1570

Der gewahlte Vektor des Expressionssystems pET26b(+) verfiigt Uber eine N-terminale
pelB Signalsequenz, die dafur verantwortlich ist, das rekombinante Protein in das
Periplasma der Zelle zu dirigieren. Hierdurch sollte die Aufreinigung des rekombinanten
Proteins vereinfacht werden. Zur Uberpriifung, ob die exprimierten Proteine der
Konstrukte pET-26b(+) LysNop: und pET-26b(+) LySNopie1s70 tatsachlich im Periplasma zu
finden sind, wurde zun&chst eine periplasmatische Aufreinigung der Proteine durchgefihrt
(siehe 2.2.16.1). Als Ausgangsmaterial diente 1 | der induzierten Bakterienkultur. Der
Uberstand, der die periplasmatischen Proteine beinhaltet, wurde von 80 ml auf 5 ml
aufkonzentriert. Sowohl die verdinnte, als auch die konzentrierte Periplasmaprobe,
wurden auf einem SDS-PAGE Gel in Bezug auf das rekombinante Protein untersucht. Es
wurden gleiche Volumina auf das Gel aufgetragen (Abbildung 23). Das rekombinante
Protein wurde nicht in das Periplasma dirigiert. Vielmehr fiel im Vergleich zu dem Pellet,
was nach der periplasmatischen Aufreinigung tbrig blieb und dem Pellet der induzierten
Kultur auf, dass sich das Protein komplett in der Fraktion des Pellets befand (LySNop:
Pellet 6 h). Im Bereich von ca. 21 kDa ist eine deutliche Bande zu erkennen (rot
eingekreist), die in keiner der Fraktionen des Periplasmas vorkommt. Daraus lasst sich
schlieBen, dass das Protein trotz pelB Signalsequenz nicht in das Periplasma dirigiert

wird.

5 o 2
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Abbildung 23: SDS-PAGE Gel der periplasmatischen Aufreinigung von LySNgp:

Die Bakterienkultur wurde 6 h nach Induktion mit IPTG geerntet und die Proteine aus dem
Periplasma isoliert. Gezeigt sind die entsprechenden Fraktionen der Aufreinigung und der
jeweiligen Kontrollen auf einem 14% SDS-PAGE Gel das mit kolloidalem Coomassie-Blau gefarbt
wurde. Es wurden gleiche Volumina aufgetragen. Die Banden flr LysNgy sind rot eingekreist.
Peripl. = Periplasma
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3.3 Native Aufreinigung aus dem Zytoplasma

Um das Protein naher zu charakterisieren, muss es aus dem Zytoplasma aufgereinigt
werden, da im Lysat der E.coli Zellen groRe Mengen an kontaminierenden Proteinen
vorhanden sind. Alle nativen Aufreinigungen wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Als
Ausgangsmaterial dienten 2 | Bakterienkultur, die mit 0,2 mM ZnSO, versetzt und mit 1

mM IPTG induziert wurden.

3.3.1 Aufreinigung des rekombinanten Proteins durch IMAC

Der pET26b(+) Vektor verflugt Uber ein C-terminales His-Tag (6 x His), uber das das
Protein spezifisch aufgereinigt werden kann'®®. Nach erfolgter zytoplasmatischer
Aufreinigung (2.2.16.2) wurde der Uberstand lber eine Saule gegeben, die immobilisierte
Nickelionen enthielt, an welche das His-Tag bindet. Die eigentliche Aufreinigung wurde
dabei automatisch mit Hilfe des AKTAPurifier Systems vorgenommen. Eluiert wurde mit
250 mM Imidazol in einem Gradienten von 0-50 % Puffer B in 30 Minuten, gefolgt von
einem zweiten Gradienten von 50-100 % in weiteren 30 Minuten (2.2.18.1). Die
Eluatfraktionen (J1-J9), sowie der Durchfluss wurden mittels eines SDS-PAGE Gels auf
das rekombinante Protein hin Gberpriaft. Zur Kontrolle wurde eine Probe des Pellets der
induzierten Bakterienkultur vor der Aufreinigung mit auf das Gel aufgetragen.

Abbildung 24 zeigt, dass das His-Tag fusionierte Protein im nativen Zustand nicht mittels
IMAC aufgereinigt werden konnte. Fast das gesamte rekombinante Protein fand sich in
der Durchflussfraktion (roter Pfeil) wieder, wahrend sich in den Eluatfraktionen nur
geringste Mengen des rekombinanten Proteins nachweisen lieRen. Lediglich eine diinne
Bande der entsprechenden GrofRRe von 21 kDa ist in den Fraktionen J1 und J2 zu
erkennen. Im Vergleich dazu ist diese Bande in der Durchflussfraktion deutlich intensiver.
Das gezeigte Gel zeigt die Aufreinigung von LysNy, bei LySNope1s7o €rgab sich dasselbe
Ergebnis. Daraus lasst sich schlie3en, dass das Protein im nativen Zustand nicht mit dem

His-Tag an die immobilisierten Nickel-lonen binden kann.
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Abbildung 24: SDS-PAGE Gel der Fraktionen der nativen His-Tag Aufreinigung von
LySNopt

Das Lysat von 2 | induzierter Bakterienkultur wurde auf eine Nickelsdule geladen und das
rekombinante Protein mit einem Gradienten von 125-250 mM Imidazol eluiert (0,5 ml/min). Auf die
Spuren J1 — J9 wurden die Eluatfraktionen aufgetragen. Als Kontrollen wurden auf den letzten vier
Spuren (linke Seite) Pellet und Uberstand der aufgereinigten Kultur vor und nach Induktion
aufgetragen. Die Proteinbanden wurden mit kolloidalem Coomassie-Blau gefarbt. DF = Durchfluss,
E = Eluat, v. Ind. = vor Induktion, P = Pellet

Das Elutionsprofil der nativen Aufreinigung zeigte in Ubereinstimmung mit dem SDS-
PAGE Gel nur einen minimalen Ausschlag der mAU (milliabsorption units), was bedeutet

das nur ungentigende Mengen Protein aufgereinigt werden konnten.

3.3.2 Aufreinigung Uber lonentauscher

Da sich gezeigt hatte, dass eine Aufreinigung der Metalloendopeptidasen Uber His-Tag
nicht moglich war, wurde als weitere Moglichkeit eine Aufreinigung Uber lonentauscher in
Betracht gezogen. In diesem Fall wurde die Kationentauschersaule MonoS 5/50 benutzt.
Da der bakterielle Lysepuffer NaCl enthalt wurde das gefilterte Zelllysat zunachst mit Hilfe
einer HiPrep Entsalzungsséaule vom Salz befreit, da es eine Bindung an die MonoS Saule
unterbindet und das rekombinante Protein somit direkt in den Durchfluss gelangen wirde.
Die Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen den Entsalzungsschritt und die Aufreinigung
von LysN,,; Uber den Kationentauscher. LysNgyeis70 zeigte ein  analoges
Aufreinigungsprofil (Daten nicht gezeigt).

88



Ergebnisse

A

fnau

000

500

ooo

1500

000

Abs 280 nm (mAU)
Puffer A (%) Salzkonzentralon

t T '
| ‘ X1 ‘ Waste
0b 50 100 150 200 250 300 350 200 250 500 550 600 850 T

Volumen (ml)

Abbildung 25: Entsalzung des rekombinanten Proteins

Das Bakterienlysat wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min in Citratpuffer A auf die HiPrep
Entsalzungssaule geladen. Die X- Achse gibt das Volumen in ml wieder. Die dunkelblaue Kurve
gibt die mAU (Absorption bei einer Wellenlange von 280 in nm) und die hellblaue Kurve die
Konzentration des Puffers A an. Die gestrichelte rosa Linie markiert die Injektion des Lysats auf die
Séule. Dabei wurde nur die mit X1 bezeichnete Fraktion fur die weitere Aufreinigung verwendet, da
es sich hierbei um das entsalzte Lysat handelt.

Nach dem Entsalzen wurde der Durchfluss der Saule auf die MonoS Saule in Citratpuffer
A (pH = 6,0) mit einer Flussrate von 1 ml/min geladen. Nachdem der Beladungspeak von
3000 mAU wieder einen Wert von 0 erreicht hatte, wurde das Protein mit Citratpuffer B
(enthalt 1 M NaCl, pH = 6,0) eluiert. Dazu wurde ein linearer Gradient von 0-50 % in 30
min gefahren. Zu erkennen ist ein Elutionssignal mit einem Maximum von 900 mAU
(Abbildung 26, im kleinen Bild vergrofRert dargestellt). Die Elution beginnt bei ca. 5 %
Puffer B (= 50 mM) und hat ein Maximum bei ca. 30 % Puffer B (= 300 mM). Von allen
Fraktionen wurden 30 pl fur eine SDS-PAGE entnommen. Fraktion B9 enthielt den

Groliteil des rekombinanten Proteins (grin hervorgehoben, Abbildung 26).
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Abbildung 26: Aufreinigung von LysN,p: durch die Kationentauschersaule MonoS
Das entsalzte Lysat wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min in Citratpuffer A auf die MonoS Saule
geladen. Nachdem die mAU wieder einen Wert von 0 erreicht hatte, wurde die S&ule mit 5
Saulenvolumen Citratpuffer A gewaschen. Die Elution erfolgte mit Citratpuffer B in einem linearen
Gradienten von 0-50 % in 30 min. Die Proteine eluieren bei einem Salzgehalt von 5-30 %. Griin
markiert ist die Eluatfraktion B9 (siehe Vergréf3erung der Elutionsspitze). Die gestrichelte rosa Linie
im Diagramm zeigt an, wann das Lysat auf die Saule injiziert wurde. Die X-Achse gibt das
Volumen in ml an. Die dunkelblaue Kurve gibt die mAU (Absorption bei einer Wellenlange von 280
in nm) wahrend die hellgriine Kurve die Salzkonzentration des Puffers B angibt.

Abbildung 27 zeigt das aufgereinigte, rekombinante Protein auf einem SDS-PAGE-Gel,
sowie dessen Aktivitat. Die Bande des rekombinanten Proteins (21 kDa) lie3 sich vor
allem in den Fraktionen B9 und B10 nachweisen. Die Bande (Fraktion B9) wurde aus dem
Gel ausgeschnitten, tryptisch verdaut und massenspektrometrisch untersucht. Hiermit
konnte bewiesen werden, dass es sich bei dem aufgereinigten Protein tatsdchlich um
LysNop: handelt (siehe 3.4). Die restlichen Eluatfraktionen der Aufreinigung beinhalteten
kein LysNop: (Abbildung 27, A). Allerdings war im Durchfluss rekombinantes Protein
vorhanden. Im Vergleich zur der starksten Bande der Eluatfraktionen von LysNg, (B9 in
Bild B, Abbildung 27) fiel auf, dass die Bande im Durchfluss starker war. Daraus ergab
sich die Annahme, dass die Mehrheit des rekombinanten Proteins in die

Durchflussfraktion gelangt, ohne zunachst an die Saule zu binden.
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Neben der Bande des rekombinanten Proteins fiel auf, dass in allen Eluatfraktionen eine
Bande von ca. 13 kDa zu sehen ist (Abbildung 27, B). Diese nahm im Verlauf der Elution,
also mit steigendem Salzgehalt, an Intensitat zu. Betrachtet man die VergrolRerung des
Elutionssignals von Abbildung 26 fallt auf, dass ein Teil der stérksten Banden (B8 und B7)
im Maximum des Elutionssignals liegen. Daraus wurde geschlossen, dass das
Elutionssignal nicht allein von dem rekombinanten Protein herrihrte, sondern vielmehr
durch ein kontaminierendes Protein, welches unter den gleichen Bedingungen von der
MonoS Saule eluierte wie LysNo,. Um herauszufinden, um welches Protein es sich bei der
Kontamination handelte, wurde die Bande aus dem SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten und
das Protein durch einen In-Gel Verdau aus dem Polyacrylamid herausgelost und
massenspektrometrisch untersucht. Es wurde eindeutig als Lysozym identifiziert, welches
dem bakteriellen Lysepuffer zur Unterstitzung der Lyse zugefligt wurde. Von allen
Eluatfraktionen wurde neben der SDS-PAGE auch die Aktivitat der aufgereinigten
Protease durch einem Azocaseintest ermittelt (siehe 2.2.9). Eventuell vorhandene
Endopeptidasen verdauten das Azocasein, woraufhin der Farbstoff als saureunldsliches,
nicht abzentrifugierbares Material ausfiel. Das Ergebnis des Tests zeigte eine Aktivitat der
Fraktionen B10 und B9. Hier ist zu betonen, dass der Azocaseintest nicht spezifisch fur
eine bestimmte Protease ist, allerdings fiel im Vergleich mit dem SDS-PAGE-Gel B
(Abbildung 27) auf, dass die aktiven Fraktionen auf dem SDS-PAGE Gel eine Bande von
21 kDa zeigten, die dem rekombinanten Protein entsprachen (B10 und B9). Im Vergleich
zur Trypsinkontrolle waren die Fraktionen B10 und B9 ca. 1/5, bzw. 1/8 weniger aktiv. Die
Proteinbestimmung des aufgereingten Proteins ergab lediglich 0,015 pg/ul Ausbeute an
Gesamtprotein. Im Azocaseintest wurden 50 pl des aufgereinigten Proteins eingesetzt,
das entspricht 0,75 pg in 50 pyl. Wenn man einberechnet, dass in der Positivkontrolle
Trypsin in ca. 2,7-facher Konzentration eingesetzt wurde, steigt die Aktivitat von LysNop
im Vergleich zu Trypsin an, erreicht diese aber trotzdem nicht.
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Abbildung 27: SDS-PAGE Gel und Aktivitatsassay des aufgereinigten LySNqp:

Pro Spur wurden jeweils 30 pl des Durchflusses und der Eluate des durch die MonoS Séule
aufgereinigten LysN,p: aufgetragen (A1—B4). Bild A zeigt den Durchfluss und die Eluatfraktionen
aullerhalb des Elutionspeaks. B zeigt die Eluatfraktionen des Elutionspeaks (Abbildung 26). Dabei
enthalten die Fraktionen B9 und B10 das rekombinante Protein (rote Kreise). Auffallend sind
Banden in jeder Fraktion im Bereich von ca. 13 kDa (entsprechen Lysozym, markiert durch den
roten Pfeil), die im Elutionsverlauf von B11-B5 an Starke zunehmen. DF = Durchfluss, P = Pellet, E
= Elution

Abbildung C zeigt den Azocaseinassay zur Messung der Aktivitdt der aufgereinigten
Proteinfraktionen. 50 ul der aufgereinigten Fraktion wurden eingesetzt und fir 30 min mit 300 pl 1
% Azocasein inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion wurde die Absorption gemessen. Die
Fraktionen B10 und B9 =zeigten als einzige der aufgereinigten Fraktionen Aktivitat. Als
Positivkontrolle wurde Azocasein mit Trypsin verdaut.
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3.4 Massenspektrometrische Bestimmung von LySNgpt

Um sicherzustellen, dass es sich bei der enzymatisch aktiven Fraktionen der MonoS
Aufreinigung auch tatsachlich um LysN, handelte, wurde die 21 kDa grof3e Bande von
Fraktion B9 aus dem Gel ausgeschnitten, die Proteine aus dem Gel eluiert, tryptisch
verdaut und massenspektrometrisch untersucht. Die Probe wurde dann mit 1 % FA
angesauert und massenspektrometrisch untersucht (siehe 2.2.20.1 und 2.2.20.2).
Abbildung 28 zeigt die Daten fur LySNgpeis7o, LYSNop: wurde in analoger Weise
massenspektrometrisch  identifiziert (Daten nicht gezeigt). Der automatische
Suchalgorithmus PLGS (ProteinLynx Global Server) des Auswertungsprogramms
ProteinLynx identifizierte sowohl LysN,y, als auch fur LySNepeis7p €indeutig in den
tryptisch verdauten SDS-PAGE Gelbanden der Eluatfraktion B10 aus Abbildung 27.

Das Ubersichtsspektrum (MS1-Spektrum) (Abbildung 28, A) der Tandem MS zeigte vier
Peptidsignale, die blau gefarbt waren. Diese hinterlegten Peptide konnten dem
rekombinanten Protein zugeordnet werden. Dabei wiesen drei dieser Peptide die héchste
Intensitat auf. Die grau hinterlegten Signale konnten den rekombinanten Proteinen
LySNopi, bzw. LysNope1s70 nicht zugewiesen werden konnten. Die Sequenzabdeckung von
LysNope1s7o (Abbildung 28, B) zeigte Ubereinstimmungen der gefundenen Peptide mit
dem Protein. Diese Ubereinstimmungen sind ebenfalls blau hinterlegt. Griin bedeutet,
dass auch eine Ubereinstimmung mit dem Peptid vorhanden ist, allerdings eine
Modifikation am Peptid vorliegt, z.B. eine Phosphorylierung. Zu beachten ist hierbei, dass
die kodierende Sequenz erst mit dem Thr (Position 182) beginnt, welches durch den roten
Pfeil gekennzeichnet ist und deswegen vor der markierten AS keine Ubereinstimmungen
mit dem Peptid gefunden werden konnten. Die Sequenzabdeckung des Proteins betrug
flr LysNop, als auch von LysNopie1s70 16 %. Dieser Wert erschien zunachst gering, bezog
sich allerdings auf die insgesamt 348 AS lange Proteinsequenz der zymogenen Vorstufe
des rekombinanten Proteins. Unter Bertcksichtigung dieses Aspekts, ergab sich eine
Sequenzabdeckung von ca. 40 %. Das Peptid mit der mittleren Intensitat von 53.2356 ist
mit einem roten Pfeil markiert und wurde fragmentiert, woraus sich das
Fragmentspektrum (MS2) des Peptids (A)PTTGTDSQAGTLVHESSHFT(R) von
LysNope1s70 €rgab (Abbildung 28, C). Im Vergleich mit der Sequenzabdeckung (Bild B) fiel
auf, dass es sich um das von AS 283 bis AS 306 reichende Peptid handelte (blau
unterlegt). Die Peptidleiter der y-lonenserie (rot markiert) und die der b-lonenserie (blau
markiert) konnten weitestgehend annotiert werden, d.h. die hdchsten Signale konnten den
entsprechenden AS zugeordnet werden. Dabei ergab sich die AS-Sequenz aus der
Differenz zwischen den Signalen. Das Peptid trug am C-Terminus die AS Arg, wie es fur

tryptisch verdaute Proteine charakteristisch ist. Signale, die von Arg stammen haben
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dabei ein AS-Signal bei 175 Da, die von Lys bei 147. Somit kdnnen tryptisch generierte
Peptide durch ihren definierten C-Terminus identifiziert werden.

Generell konnte das rekombinante Protein spezifisch durch den Kationentauscher
aufgereinigt werden konnte. Die Ausbeute war trotz allem noch relativ gering, weshalb ein

weiteres Expressionssystem zur Aufreinigung genutzt wurde.
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Abbildung 28: Massenspektrometrische Daten der tryptisch verdauten
Proteinbanden der SDS-PAGE Analyse von LysSNopte1s7p
Das oberste Bild zeigt das Massenspektrum des proteolytischen Verdaus der SDS-PAGE der

Aufreinigung des rekombinanten Proteins. Blau gefarbte Peptidsignale konnten LysNgpeis7p
zugeordnet werden, die grauen Signale nicht. Durch den roten Pfeil ist das Peptid gekennzeichnet,
welches fragmentiert wurde. B zeigt die Sequenzabdeckung der gefundenen und LysNgy
zugeordneten Peptide (farblich unterlegt). C zeigt das MS/MS Fragmentspektrum des tryptischen
Peptidfragments (A)PTTGTDSQAGTLVHESSHFT(R). Der C-Terminus ist durch das ,(R)* (Arg)
gekennzeichnet, der N-Terminus durch ,(A)“. Die Peptidleiter der y-lonenserie ist rot geschrieben,
die der b-lonenserie blau.
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3.1.1 Klonierung in den bakteriellen Transfervektor pVL1393

Als Alternative zur Aufreinigung der Metalloproteasen wurden eukaryotische Zellen, die
mit Baculoviren infiziert wurden, genutzt. Dieses gangiges System bot gegeniber der
bakteriellen Expression einige Vorteile'®*’°. Durch die ,evolutiondre Distanz‘ zwischen
Prokaryoten und Eukaryoten haben sich andere Mechanismen im Zuge der Modifikation
von Proteinen nach der Translation entwickelt'**"*. Dabei werden PTMs von bakteriellen
Expressionssystemen anders, oder gar nicht vollzogen, woraufhin das exprimierte Protein
oft nicht biologisch aktiv ist.

Durch die Wahl eines eukaryotischen Expressionssystems sollte eine bessere Ldslichkeit
des Proteins erreicht werden, sowie eine korrekte Faltung des exprimierten Proteins.
Zunachst wurden die Nukleotide fir die Expression in Sf-9 Zellen sequenzoptimiert.
Entsprechende Restriktionsschnittstellen, eine Kozaksequenz und ein Startcodon wurden
eingefiigt. Um das Protein aus einem komplexen Proteingemisch (wie es nach Zelllyse
der Fall ist) aufreinigen zu kénnen, wurde es mit einem His-Tag (6 x His) versehen,
welches ermdglicht, das Protein spezifisch aufreinigen zu kénnen. Die cDNA wurde von
der Firma Centic Biotec synthetisiert und in einen pUC57 Vektor kloniert. Aus diesem
Vektor wurde die kodierende Sequenz mit den Restriktionsenzymen Bglll und EcoRI
herausgeschnitten, aufgereinigt und in den Transfervektor pVL1393yeiin ligiert. Durch die

Mellitin-Signalsequenz sollte eine Sezernierung des Proteins in den Uberstand erreicht

werden.
His Tag cds / Rekombinations- His Tag cds Rekombinations-
LysN \ \SGQ“‘!“Z LySNpeess7p \ e sequenz
Kozak und ATG m» Kozak und ATG »
Mellitin> = Mellitin> =
pVvL 1393
Polyhedrin PVL1393 Polyhedrin Mellitin
Promotor Mellitin LysN, Promotor LysNee1570
\ \
Amp(R) Amp(R)

Abbildung 29: Die Vektoren pVL 1393 Mellitin LysNo, und pVL 1393 Mellitin
LysNopie1s7o fr die Expression der rekombinanten Proteine in Sf-9 Zellen
Die kodierenden Sequenzen der Metalloendopeptidasen LySNgpy und LySNgpieis7o wurden N-

terminal mit einem His-Tag versehen und per Restriktion in den Expressionsvektor kloniert. Ebenso
wurde mit der c-terminalen Mellitin-Sequenz verfahren.
Amp (R) = Ampicillinresistenz, His Tag cds, = His Tag Kodierungssequenz, ATG = Startcodon
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3.1.2 Infektion von Sf-9 Zellen mit Baculoviren

Zunachst wurde durch Kotransfektion des Transfervektors pVL1393 veniin Mit linearisierter
Baculovirus DNA ein infektioser Virus generiert, der zur ldentifizierung infizierter Zellen ein
Gen fir GFP im Konstrukt beinhaltete (siehe 2.2.17.1). Das Baculovirus
Expressionssystem nutzt dabei den lytischen Virus, der als Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus bekannt ist. Dabei wurde das in Abbildung 30 gezeigte Protokoll zur
Infektion von Sf-9 Zellen und anschliel3ender Expression der rekombinanten Proteine

etabliert.

linearisierte Baculovirus DNA
/\ von Autographa californica

fusioniert an ein Gen fiir GFP Rekombinantes Plasmid

+
Homologe Rekombination

s
m pvL1393
Transfervektor \ Infektion

LysN His Tag

Aufreinigung des Proteins

Abgabe der Viruspartikel in das
Medium Zweite
Infektion von Sf-9 in groBem Rund(? der
MaRstab Infektion
T Mehrfache Infektionsrunden <
Plaque Assay miissen durchlaufen werden Erhdhte Abgabe
um einen Hochtitervirus zu . . von
generieren

Viruspartikeln

Abbildung 30: Etabliertes Versuchsprotokoll zur Infektion von Sf-9 Zellen zur
Expression rekombinanter Proteine

GFP = (vom engl. green fluorescent protein)

2,5 x 10° Zellen wurden mit dem konstruierten Virus infiziert (siehe 2.2.17.2 bis zum
Schritt der Agarosetuberschichtung). Die Dauer der Infektion von 72 h lasst sich in drei
Phasen einteilen. Im Falle von Polyhedra entstammenden Viren beginnt die frihe Phase
0-24 h nach Infektion, die spate Phase 24-48 h nach Infektion und die sehr spate Phase
der Infektion nach 48-72 h. Die Zellen wurden wahrend den Infektionsphasen
mikroskopisch untersucht, dabei ist jede Phase durch charakteristische Veranderungen in

der Morphologie der Zellen gekennzeichnet (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 31: Infizierte Sf-9 Zellen exprimieren GFP-fusioniertes Protein nach 72 h
Infektion

Bild A zeigt nicht infizierte Sf-9 Zellen als Durchlichtbild, sowie als fluoreszenzmikroskopische
Darstellung im FITC-Kanal. 72 h nach Infektion mit dem Baculovirus (Bild B) wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen erneut mikroskopisch untersucht. Es handelt sich um die spate Phase
der Infektion. C zeigt Sf-9 Zellen, die 48 h mit dem ,Hochtitervirus® inkubiert wurden. Der Maf3stab
betragt jeweils 50 pm.

D) 2,5 x 10° Sf-9 Zellen wurden 72 h mit Virusiiberstand des aus dem Plaque-Assay gewonnenen
Virusklons inkubiert. Der Zelliberstand wurde von 25 ml auf 5 ml aufkonzentriert. Um das
rekombinante Protein nachzuweisen, wurde als Primarantikdrper der monoklonale Anti-(His)s Tag
Maus-Antikdrper unkonjugiert (1:1000) eingesetzt (i.N. 4 °C). Als Sekundéarantikdrper wurde ein a-
Maus-HRP (1:1000) eingesetzt (1 h, RT). Als Negativkontrollen (-) wurden Insektenzellmedium
und der Uberstand nicht infizierter Zellen aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde das His-Tag
Protein fusionierte p53 mitgefiihrt. Es wurden gleiche Volumina aufgetragen. 1:1 bedeutet, dass
der konzentrierte Us 1:1 verdiinnt wurde. Die rot eingekreisten Banden entsprechen dem
Molekulargewicht von LySNgy: und LySNgpie1s7p. Als Ladekontrolle diente B-Aktin.

Wahrend der frihen Phase infizierten die Virionen die Zellen und gelangen in den
Nukleus. Bereits 30 min nach der Infektion ist erste virale RNA detektierbar'™. In dieser
Arbeit wurden die strukturellen Veranderungen untersucht, die sowohl licht-, als auch
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen wurden (Abbildung 31). Dabei wurden
vergleichend nicht infizierte Zellen, sowie Zellen, die sich in der spaten Phase der
Infektion befanden untersucht. Nicht infizierte Zellen waren nahezu uniform in ihrer Grof3e
und wiesen keine besonderen  strukturellen  Merkmale  auf. In der
fluoreszenzmikroskopischen Darstellung lieRen sich die Zellen kaum erkennen. Der
erkennbare griinliche Schimmer lie? sich auf die Hintergrundfluoreszenz zurtckfuhren.
Hingegen waren die infizierten Zellen von unterschiedlicher GréRe, da sie begannen

anzuschwellen, zusatzlich war der Nukleus vergroR3ert.
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Darliber hinaus lie3 sich das virogene Stroma (Ort der Virus-DNA Replikation)
lichtmikroskopisch als verdichtete Struktur erkennen. Die fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme (B) zeigte zusatzlich, dass der Bereich um den Nukleus leuchtend grin
erschien. Dies ist ein Hinweis auf GFP markierte Viruspartikel, die im Nukleus generiert
wurden. 48 h — 72 h nach Infektion (je nach Virustiter) wurde der Promotor maximal
abgelesen, die Zellen begannen zu lysieren und setzten das Virusmaterial frei. Erkennbar
am grunlichen Schimmer im Medium war, dass Viruspartikel bereits frei im Medium
vorlagen. Nach 72 h Infektion wurden die Zellen geerntet und der Zelldebris pelletiert
(6000 x g, 20 min, 4 °C). Die Viruspartikel befanden sich im Uberstand, welcher auf seine
Infektiositat tberpriift wurde. Dazu wurden frische Zellen mit Uberstand infiziert und einem
Plaque Assay unterzogen (siehe 2.2.17.2). Die Anzahl der Plaques einer bestimmten
Konzentration wurde ausgezéahlt und die Plague-formierende Einheiten (kurz PFU, vom
engl. plague forming units) (pfu/ml) bestimmt. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung
ergab, dass auch nach der vierten Infektionsrunde noch kein Hochtitervirus (> 2*10°
pfu/ml) generiert werden konnte. Deshalb wurden die Zellen einem weiteren Plaque
Assay unterzogen. Einzelne Plaques (die einem Virusklon entsprachen) wurden gepickt
und der Virus daraus isoliert (2.2.17.2). Hiermit sollten Klone gewonnen werden, die
infektioser sind, als andere. Erneut wurden mit diesen Virusklonen vier Infektionsrunden
durchlaufen. 48 h nach der Infektion mit diesem Virus zeigten die Zellen eine deutliche
Expression von GFP (fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme Abbildung 31, C). Daraus
ergab sich die Annahme, dass auch die rekombinanten Proteine LysNp: und LySNepe1s7o
exprimiert wurden, da auf Grund der homologen Rekombination der resultierende Vektor
GFP und das rekombinante Protein beinhaltet (siehe Abbildung 30). Um sicherzustellen,
dass neben dem GFP auch das rekombinante Protein exprimiert wurde, wurden mit den
Uberstanden der Virusklone ein Western-Blot durchgefiihrt (Abbildung 31, Bild D). Die
Membran wurde mit einem monoklonalen Antikérper (Anti-(His)s Tag Maus) inkubiert. Als
Negativkontrollen dienten Insektenzellmedium und der Uberstand nicht infizierter Zellen,
beides zeigte kein Signal. Die Positivkontrolle zeigte, dass der Anti-(His)s Tag Maus
Antikorper (Bande + p53His) spezifisch ist. Die Uberstande von LysNop: und LysNopie1s70
zeigen jeweils zwei Banden. Eine Bande von starkerer Intensitat (21 kDa) und eine
schwachere im Bereich von 42 kDa. Die starkeren Banden von ca. 21 kDa entsprachen
dem Molekulargewicht des His-Tag fusionierten LysNqp: bzw. LySNope1s70 Protein. Verglich
man die aufgetragenen Proteinmengen mit der Ladekontrolle fiel auf, dass LysNgp im
Vergleich zu seiner Mutante stéarker exprimiert wurde. Allerdings konnten auf Grund der
geringen Proteinmengen weder LysNgy, noch LySNope1s70 durch massenspektrometrische

Analysen nachgewiesen werden.
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3.5 Denaturierende Aufreinigung aus Einschlusskdrperchen

Durch die massenspektrometrische Auswertung konnten die rekombinanten
Metalloproteasen in infizierten Sf-9 Zellen nicht nachgewiesen werden. Da im Falle der
bakteriellen Expression und nativer Proteinaufreinigung das Protein zwar in aktiver Form
nachgewiesen werden konnte, die Ausbeute allerdings gering war, wurde versucht, das
Protein in grofReren Mengen zu exprimieren. Die Bilder A und B aus Abbildung 27 zeigten,
dass LysN,: in den Fraktionen B9 und B10 aufgereinigt werden konnte (Bild B), allerdings
war es ebenfalls im Durchfluss vorhanden. Das bedeutet, dass durch den
Kationentauscher nicht das gesamte exprimierte rekombinante Protein aufgereinigt
werden konnte. Des Weiteren fiel eine starke Bande in der Fraktion ,LysNg, Pellet
entsalzt“ (Abbildung 27, A) auf, die ebenfalls im Bereich von 21 kDa lag. Hieraus wurde
geschlossen, dass nach der Lyse nur ein Teil des rekombinanten Proteins in Losung ging
und ein Grof3teil in unléslicher Form pelletierte. Bei naherem Betrachten des Pellets fiel
eine ,broselige* Struktur auf und das Pellet war von grau-weiler Farbe. Diese
Charakteristika liefen den Schluss zu, dass das rekombinante Protein in
Einschlusskérperchen akkumuliert. Dieses Phanomen tritt haufig auf, wenn eukaryotische
Proteine in prokaryotischen Zellen exprimiert werden. Auf Grund fehlender
posttranslationaler Modifikationen kann es zu Missfaltungen der exprimierten Proteine

kommen. Diese aggregieren dann als Einschlusskorperchen’>*"

. Zur lIsolierung des
rekombinanten Proteins aus Einschlusskérperchen gibt es verschiedenste Ansétze, hier
wurde sich auf die Isolierung der Einschlusskorperchen, gefolgt von deren Denaturierung,

beschrankt!’"178,

3.5.1 Isolierung der Einschlusskorperchen von LysNgp: und LYSNopie1s7o

Zur Isolierung des rekombinanten Proteins aus den Einschlusskdérperchen wurden diese
zunachst  isoliert und  denaturiert (siehe 2.2.16.3). Die aufgereinigten
Einschlusskérperchen sollten mdglichst rein sein, damit nach der Denaturierung nur wenig
kontaminierendes Protein die Aufreinigung des rekombinanten Proteins behindert. Zur
Uberprifung der Reinheit der Einschlusskorperchen wurde nach jedem Waschschritt eine
Probe fur eine SDS-PAGE-Analyse enthommen. Es wurden jeweils gleiche Volumina (30
pl) aufgetragen.
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Abbildung 32: SDS-PAGE Gel der aufgereinigten Einschlusskorperchen
2 | induzierte Bakterienkultur dienten als Ausgangsmaterial fur die Aufreinigung der rekombinanten

Proteine. Die Einschlusskorperchen wurden zunachst mit tritonhaltigem Waschpuffer behandelt
(Us 1 und Pellet 1), gefolgt von vier Waschschritten mit 3 M Harnstoff (Us & Pellet UREA Wash
und P2 und U2). Es wurden 30 ul pro Spur geladen. Der Us wurde pur aufgetragen, die Pellets
wurden 1:10 verdinnt. Die Bande des rekombinanten Proteins wurde reprasentativ durch den
roten Pfeil gekennzeichnet. Us = Uberstand, Urea = Harnstoff

Das isolierte Protein zeigte auf dem SDS-PAGE Gel eine Doppelbande im Bereich von 21
kDa, die dem rekombinanten Protein entsprach (Abbildung 32). Die Intensitat der Bande
lie auf eine hohe Expressionsrate schlieRen, sowie eine Aggregation des Proteins, da
die hochsten Intensitdten jeweils in den Fraktionen der Pellets zu verzeichnen waren
(siehe Pellet 1, Pellet Urea Wash und Pellet 2). In den Uberstanden hingegen war das
rekombinante Protein kaum detektierbar (Us 1, Us Urea Wash, Us 2). Die Banden von
schwacherer Intensitat wiesen darauf hin, dass neben dem rekombinanten Protein noch
weitere Proteine in den Einschlusskoérperchen aggregierten. In den folgenden
Waschschritten wurde nun versucht diese Kontaminationen zu eliminieren. Pellet 1 ist das
Pellet nach dem ersten Waschschritt mit Triton Waschpuffer, Us 1 der Uberstand nach
dem ersten Waschschritt. ,Pellet Urea Wash*® ist das Pellet nach dem 1. Waschschritt mit
Urea Waschpuffer, ,Us Urea Wash“ analog dazu der Uberstand. Pellet 2 ist das Pellet
nach dem letzten (4.) Waschschritt mit Urea Waschpuffer, Us 2 der Uberstand. Dabei fiel
auf, dass mit zunehmenden Waschschritten zwar einige Banden der kontaminierenden
Proteine erfolgreich entfernt werden konnten, es aber trotzdem nicht moglich war, das

rekombinante Protein durch die Waschschritte komplett rein zu bekommen.
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Generell fiel auf, dass sich die Einschlusskdrperchen von LySNpeis7o in reinerer Form
isolieren lief3en als die von LysNgg: (Abbildung 32, rechts im Gel). Das Pellet 2 wurde fur
18 h in 8 M Harnstoff denaturiert. Danach wurden die denaturierten Einschlusskérperchen

abzentrifugiert (4500 x g, RT, 30 min).

3.5.2 Denaturierende Aufreinigung tber das His-Tag mittels IMAC

Teilweise ist es maglich rekombinante Proteine bereits nach der Aufreinigung der
Einschlusskérperchen in reiner Form zu isolieren. Mitunter aggregiert jedoch nicht nur das
Uberexprimierte Protein in Einschlusskérperchen, sondern auch andere, kontaminierende
Proteine. In diesem Fall lieRen sich die Einschlusskorperchen nicht in reiner Form
isolieren (Abbildung 33), da auch in den Fraktionen nach dem letzten Waschschritt
kontaminierende Proteine vorhanden waren. Allerdings wies die Bande bei 21 kDa die
hochste Intensitat auf. Um das Protein in reiner Form zu gewinnen wurde es
denaturierend Uber eine Saule gegeben, mit der sich durch immobilisierte Cobaltionen

spezifisch His-Tag fusionierte Proteine aufreinigen lieRen (siehe 2.2.18.3)17918°,
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Abbildung 33: Denaturierende Aufreinigung von LySNope1s70 Uber das His-Tag
10 ml der denaturierten Einschlusskdrperchen wurden mit 1 ml/min auf die Co®* Chelat- IMAC

Séaule gegeben (in denaturierendem His-Tag Waschpuffer). Nachdem die mAU wieder den
Basiswert von 0 erreicht hatte, wurde die Saule mit zwei Sdulenvolumina mit denaturierendem His-
Tag Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 100 % denaturierendem His-Tag
Elutionspuffer (0,5 ml/min).
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Das Elutionsmaximum erreichte fast den Wert des Beladungsmaximums (2400 mAU). Im
Vergleich zur nativen His-Tag Aufreinigung fiel auf, dass durch die denaturierende
Aufreinigung deutlich mehr His-Tag fusioniertes Protein von der S&ule eluiert werden
konnte (siehe 3.3.1).

Um zu Uberprifen, ob es sich beim eluierten Protein um das rekombinante Protein
handelt und um dessen Reinheit zu kontrollieren, wurden jeweils 30 ul der Eluatfraktionen
des Elutionspeaks fiir eine SDS-PAGE verwendet. Um zu evaluieren, ob die
Bindekapazitat der Co?* Chelat- IMAC-Saule ausreichte, um das gesamte rekombinante
LysNopie1s70 aus 2 | Bakterienkultur zu binden, oder ein Teil ungebunden blieb, wurde die
Durchflussfraktion ebenfalls durch eine SDS-PAGE auf das rekombinante Protein hin

getestet.
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Abbildung 34: SDS-PAGE Gele der denaturierenden His-Tag Aufreinigung mittels

IMAC
Das linke Gel zeigt die Eluatfraktionen der denaturierenden Aufreinigung von LySNgpe1s70 durch

das His-Tag, das rechte Gel zeigt die fraktionen von LysNy,. Neben den Eluatfraktionen A2-A9
wurden auch die Durchfluss-, und Waschfraktion aufgetragen. Es fallt auf, dass die Bande des
rekombinanten Proteins (21 kDa) eine Doppelbande ist (rot eingekreist bei A3). Des Weiteren sind
Doppelbanden im Bereich von ca. 40 kDa und im Bereich von ca. 65 kDa rot markiert (A3). Es
wurden gleiche Volumina (30 pl) pro Spur aufgetragen. DF = Durchfluss, W = Wash, E = Eluat

In den Eluatfraktionen A2-A9 war eine Bande in der Gro3e von 21 kDa zu erkennen, die
der des rekombinanten Proteins entsprach (Abbildung 34). Besonders in den Fraktionen
A4 und A5 war diese Bande von besonders starker Intensitat. Verglichen mit dem
Elutionspeak aus Abbildung 33 fiel auf, dass A4 und A5 die Fraktionen waren, die
eluierten, als das Elutionssignal sein Maximum erreicht hatte. Die Waschfraktion zeigten
so gut wie gar keine Bande in der entsprechenden Grof3e. In der Durchflussfraktion war
eine Bande von 21 kDa zu erkennen, was bedeutete, dass die Bindekapazitat der Saule
nicht ausreichte um das rekombinante Protein aus 2 | Kultur zu binden. Im Gegensatz zur
nativen Aufreinigung Uber das 6 x His-Tag war die denaturierende Aufreinigung deutlich

erfolgreicher.
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Im Fall der denaturierenden Aufreinigung von LysN, durch das 6 x His-Tag lief? sich eine
deutlich bessere Trennung der Proteine der aufgetragenen Fraktionen erzielen (Abbildung
34, rechtes Gel). Deshalb fiel hier ein Phanomen auf, welches bei der nativen
Aufreinigung nicht beobachtet werden konnte. Die Bande im Bereich von 21 kDa war in
diesem Fall keine Einzelbande, sondern eine klar getrennte Doppelbande (rot markiert
A3). Des Weiteren waren Doppelbanden im Bereich von ca. 40 kDa zu erkennen, sowie
von schwacherer Intensitat im Bereich von ca. 60 - 65 kDa (E A3, rechtes Gel). Neben
diesen Doppelbanden waren die Eluatfraktionen frei von kontaminierendem Protein.
Auffallig war, dass die Doppelbanden von 40 kDa, bzw. ca. 65 kDa der doppelten, bzw.
dreifachen GréRe von 21 kDa entsprechen. Um zu Uberprifen, ob das rekombinante
Protein Dimere und Trimere bildet, oder ob es sich um Kontaminationen handelt, wurden
die Doppelbanden (21 kDa, 40 kDa und 60 kDa) getrennt ausgeschnitten, die Proteine
aus dem Gel isoliert und massenspektrometrisch analysiert.

Tabelle 14: Identifizierte Proteine der massenspektrometrischen Analyse des In-Gel
Verdaus des aufgereinigten rekombinanten Proteins

Pept|dyl Lys metalloendopeptidase OS 14 100 31,0
Grifola frondosa

Peptidyl Lys metalloendopeptidase OS 1 100 70
Pleurotus ostreatus

Keratin type | cytoskeletal 9 OS Canis 1 100 11
familiaris GN KRT9 PE3 SV 1 '
Kergtln type | cytoskeletal 9 OS Homo 5 100 112
sapiens

Keratin type Il cytoskeletal 6B OS Homo 5 100 39
sapiens GN KRT6B PE 1 SV 5 ’
Mitochondrial genome maintenance

protein mgm101 OS 2 100 4.1
UDP N acetylenolpyruvoylglucosamine 1 100 29
reductase OS Burkholderia ambifaria '
NF X1 typ_e zinc finger protein NFXL1 OS 1 100 4.9
Homo sapiens

NADH quinone oxidoreductase subunitN | 1 100 2,2
Kergfun' type | cytoskeletal 10 OS Canis 3 100 70
familiaris

Coproporphyrinogen 11l oxidase 2 100 4,1

Die Tabelle zeigt die gefundenen Proteine des In-Gelverdaus der unteren Doppelbande von 21
kDa. Gezeigt werden der Name des Proteins in der Datenbank, die Anzahl der gefundenen
Peptide, die Wahrscheinlichkeit in %, sowie die Sequenzabdeckung in %. Die Daten wurden in
einem DDA Lauf generiert. Die erste Zeile zeigt, dass 14 der gefundenen Peptide LysN aus Grifola
frondosa zugeordnet werden konnten, was einer Sequenzabdeckung von 31 % des gesamten
Proteins entspricht. Daneben sind weitere mdgliche Proteine angegeben, denen zumindest eines
der gefunden Peptide zugeordnet werden konnte.

103



Ergebnisse

Tabelle 14 zeigt die Daten der massenspektrometrischen Analyse des beschriebenen In-
Gelverdaus. Gezeigt sind die identifizierten Proteine aus der unteren der 21 kDa grof3en
Doppelbande des SDS-PAGE Gels (rechtes Gel, Abbildung 34). Von allen gefundenen
Peptiden konnten vierzehn der Peptidyl Lys metalloendopeptidase aus Grifola frondosa
zugewiesen werden. Dies entsprach einer Sequenzabdeckung von 31 % des gesamten
Peptids, allerdings erhdhte sich der Prozentsatz, da nur der reife Teil des rekombinanten
Proteins exprimiert wurde (siehe 3.4). Ein Teil der Peptide konnte zwar noch weiteren
Proteinen zugeordnet werden, allerdings wurden maximal funf Peptide im Falle des
Keratin type | cytoskeletal 9 OS Homo sapiens gefunden. In diesem Fall bedeutete das
Ergebnis allerdings, dass in der 21 kDa grol3en Bande lediglich das rekombinante Protein
LysN zu finden war und keine kontaminierenden Proteine. Keratin kommt in geringen
Mengen als Kontamination fast in jeder zu messenden Probe vor.

Auch in den Doppelbanden von 42 kDa und 65 kDa konnte das rekombinante Protein
nachgewiesen werden. In der unteren Bande der 42 kDa grof3en Doppelbande konnten
zwolf Peptide dem rekombinanten Protein zugewiesen werden, wahrend in der oberen
noch sechs Peptide zugeweisen werden konnten. Im Falle der unteren Bande der 65 kDa
grol3en Doppelbande konnten immerhin noch acht Peptide dem rekombinanten Protein
zugewiesen werden. In der unteren Bande konnten sechs Peptide LysN zugeordnet
werden. Aus der massenspektrometrischen  Analyse ergaben sich  die
Sequenzabdeckungen des Monomers, des Dimers und des Trimers (Abbildung 35, siehe
3.4 fur Farbkodierung). Die Auswertung lieR den Schluss zu, dass das rekombinante
Protein unter denaturierenden Bedingungen dazu neigt, Dimere (ca. 40 kDa), Trimere (ca.
65 kDa) und mdglicherweise hochmolekulare Multimere zu bilden.
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ca.65kDa 1 MFSSVMVALV SLAVAVSANP GLSLKVSGPE AVDGVNNLKV VITITNIGDE
51 TLKLLNDPRG ALHTMPTDTF AITNESGETP SFIGVKVKYV PSMAAKSTGE
101 NVFAVIAPGQ SVNVEHDLSA AYNFISSGAG TYALEALNVF NYIDPETNEP
151 VEIWADAEARH TTAVSGKLAV VRATPTLIRP YNGCSSSE QSALARRASA
201 AQSYVAESLS YLOTHTAATP RYTTWEFGSYI SSRHSTVLOH YTDMNSNDFS
251 SYSFDCICTA AGTFAYVYPN REGIVYLCGA FWKAPTIGID SQAGTLVHES
301 SHETRNGGTK DYAYGOARRK SLATMDPDKA VMNADNHEYF SENNPRQS
ca.42kbDa 1 MFSSVMVALV SLAVAVSANP GLSLKVSGPE AVDGVNNLKV VITITINIGDE
S1 TLKLLNDPRG ALHTMPIDTF AITNESGETP SFIGVKVKYV PSMAAKSTGE
101 NVFAVIAPGQ SVNVEHDLSA AYNFTSSGAG TYALEALNVF NYIDPETNEP
151 VEIWADAERH TTAVSGKLAV VRATPTLIRP YNGCSSSE QSALARRASA
201 AQSYVAESLS YLOTHTAATP RYTTWEGSYI SSRHSTVLQH YTDMNSNDES
251 SYSFDCICIA AGTFAYVYPN REGIVYLCGA FWKAPTTGTID SQAGTILVHES
301 SHETRNGGTK DYAYGORRAK SLATMDPDKA VMNADNHEYF SENNPAQS
21 kbDa: MFSSVMVALV SLAVAVSANP GLSLKVSGPE AVDGVNNLKV VITITNIGDE
S1 TLKLLNDPRG ALHTMPTIDTF AITNESGETP SFIGVKVKYV PSMAAKSTGE
101 NVFAVIAPGQ SVNVEHDLSA AYNFTSSGAG TYALEALNVFE NYIDPETNEP
151 VEIWADAERH TTAVSGKLAV VRATPTLIRP YNGCSSSE QSALARRASR
201 AQSYVAESLS YLOTHTAATP RYTTWEFGSYI SSRHSTVLOH YTDMNSNDFS
251 SYSFDCICTA AGTFAYVYPN RFGIVYLCGA FWKAPTTIGID SOAGTLVHES
301 SHETIRNGGTK DYAYGOARRK SLATMDPDKA VMNADNHEYF SENNPAQS

Abbildung 35: Sequenzabdeckungen der rekombinanten Proteine, sowie seiner
Dimere und Trimere

Blau unterlegte Peptide konnten dem rekombinanten Protein zugewiesen werden, grin unterlegte
Peptide konnten ebenfalls zugewiesen werden, weisen aber eine Maodifikation auf.
Farbabstufungen weisen Mischformen auf. Gezeigt ist die komplette Aminoséuresequenz, der rote
Pfeil kennzeichnet den Beginn der Sequenz des Proteins welches in den Expressionsvektor
kloniert wurde. Vor der ersten Aminosaure steht jeweils die kDa Angabe, wobei es sich bei 21 kDa
um das Monomer, bei ca. 42 kDa um das Dimer und bei ca. 65 kDa um das Trimer handelt.

Abschlieend lasst sich sagen, dass sich die rekombinanten Proteine unter
denaturierenden Bedingungen in deutlich reinerer Form aufreinigen lief3en, als unter
nativen Bedingungen. Abgesehen von der geringen Kontamination durch Keratin wurden
keine weiteren Verunreinigungen detektiert.

3.5.3 Gelfiltration unter denaturierenden Bedingungen

Die Gelfiltration wurde als Methode gewahlt um die monomere Form des Proteins vom
Dimer und Trimer zu trennen. Durch die denaturierende Aufreinigung Uber das His-Tag
liel3 sich das rekombinante Protein zwar ohne Kontamination aufreinigen, doch liel3 es
sich nicht von den multimeren Formen trennen. Dazu wurde das aufgereinigte,
rekombinanten Protein auf eine aquilibrierte Superose-6 Saule'® (2.2.18.3) gegeben.
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Abbildung 36: Profil der Gelfiltration des rekombinanten Proteins mit der
dazugehorigen SDS-PAGE Analyse der Fraktionen

1 ml des aufgereinigten Proteins wurden auf die aquilibrierte Superose-6 Saule geladen. Eluiert
wurde mit 0,5 ml/min in denaturierendem Waschpuffer (blaue Kurve). Griin markiert sind die
Fraktionen, die auf das SDS-PAGE Gel aufgetragen wurden. Pro Spur wurden 30 pl aufgetragen.

Das Elutionsprofil zeigte eine Auftrennung des rekombinanten Proteins durch die
Superose-6 Saule (Abbildung 36). Auffallig war ein gro3er Peak und nicht wie erwartet,
mehrere, aufeinander folgende Signale. Daraus wurde gefolgert, dass sich durch die
Gelfiltration das Monomer nicht exakt von den multimeren Formen trennen liel3. Allerdings
wies der Peak mehrere Schultern auf, die auf eine zeitlich verzogerte Elution schlief3en
lieBen. Um dies zu Uberprifen, wurde von jeder Fraktion der Elution 30 pl fir eine SDS-
PAGE-Analyse entnommen. Auf dem gefarbten Coomassie-Gel war eine deutliche
Doppelbande im Bereich von 21 kDa erkennbar (Abbildung 36, unteres Bild). Die
Doppelbanden des Dimers und des Trimers waren hingegen nur noch schwach zu
erkennen. Somit konnte durch die Superose-6 Saule das Monomer vom Dimer und Trimer
getrennt werden. Dabei wiesen die Fraktionen A1-A10 (grin markiert) das rekombinante
Protein auf. In den Fraktionen A11-A16 (grofl3er Peak) war das rekombinante Protein nicht

nachweisbar.
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3.5.4 Rickfaltung der rekombinanten Proteine aus denaturierten
Einschlusskdrperchen

Nach der Denaturierung der Einschlusskorperchen durch 8 M Harnstoff liegen auch die
rekombinanten Proteine in denaturierter und somit biologisch inaktiver Form vor. Zur
Wiederherstellung der enzymatischen Funktion gibt es heutzutage verschiedenste
Ansétze'®. Durch Riickfaltung wurde versucht, die native Struktur der rekombinanten
Proteine wieder herzustellen. In den verwendeten Puffern wurde die Abhangigkeit der
Ruckfaltung durch unterschiedliche pH-Werte, Salzkonzentrationen, Konzentration an
oxidiertem Glutathion (GSSG) und reduzierten Glutathion (GSH) und die Konzentration
von L-Arginin untersucht. Dazu wurde 1 ml der denaturierten Einschlusskorperchen in 50
ml Rickfaltungspuffer gespritzt (siehe 2.2.16.4). Die besten Ergebnisse wurden dabei mit
dem folgenden Ruckfaltungspuffer erzielt (Abbildung 37).

50 mM Tris; 150 mM NaCl, 400 mM L-Arginin; 1,25 mM GSH; 0,25 mM GSSG;
50 pM ZnSO,; pH = 8,0

5,0 + NaCl
5,0 -Nacl
6,0 +Nacl
6,0 -Nacl
7,0 +Nadcl
7,0 -Nacl
8,0 +NaCl
8,0 -Nacl
9,0 +Nacl
9,0 -Nacl
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Abbildung 37: Ruckfaltung von LysNgp: aus denaturierten Einschlusskérperchen
Die denaturierten Einschlusskérperchen wurden in einem 1:50 Verhéltnis in den entsprechenden

Ruckfaltungspuffer injiziert. Nach der kompletten Solubilisierung des Proteins wurde der Ansatz
abzentrifugiert und 30 pl des Uberstands auf ein SDS-PAGE aufgetragen (A). Gel B zeigt
zurlickgefaltetes LySNgpe1s70. Das Protein wurde von 50 ml auf 1 ml aufkonzentriert. Die
Zwischenstufen 1:50, 1:25, 1:10 und 1:5 wurden auf die Spuren des PAGE-Gels aufgetragen, 30 pl
pro Verdinnung. Die rot eingekreiste Bande zeigt LySNgpeis7p. Bild C zeigt die Aktivitat des
rickgefalteten  Proteins  LysNgyeis7o  unter  unterschiedlichen  pH-Bedingungen  und
Salzkonzentrationen. + = mit 150 mM NacCl; - = ohne NacCl.
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Es lie3 sich erkennen, dass in jeder Probe der getesteten Bedingungen eine spezifische
Doppelbande von 21 kDa zu erkennen war (Abbildung 37). Der verdinnte Ansatz wurde
auf 1 ml Endvolumen aufkonzentriert. Verschiedene Verdiinnungsstufen wurden auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen und per SDS-PAGE analysiert (Abbildung 37, Bild B).
Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass es sich hierbei um LySNgpe1s70, bzw.
LysNo,: handelt (Daten nicht gezeigt). Allerdings lief3 sich allein aus dem Ergebnis der
SDS-PAGE nicht schliel3en, ob das Protein in seine native Struktur riickgefaltet wurde
und biologische Aktivitat aufweist. Um die Aktivitat zu Gberprifen wurde ein Azocaseintest
durchgefihrt (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38).
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Abbildung 38: Azocaseinassay des ruckgefalteten LysNop: und LysNopeis7o zur
Uberprafung der Aktivitat

Gezeigt ist der Azocaseintest der von 50 ml auf 1 ml aufkonzentrierte Fraktion 8+ (pH = 8,0 mit
150 mM NacCl) (rot umrandet, Abbildung 37). Sowohl LysNg, als auch LysNgpeis7p wurden auf 1/50
ihres Ausgangsvolumens aufkonzentriert und dann im Azocaseintest untersucht. Jeweils 50 pl

(entsprachen 6 pg LysNgy und 9 pg LysNopeis7p) des rekombinanten Proteins wurden eingesetzt
um 3 mg Azocasein zu verdauen. Als Positivkontrolle wurden 2 ug Trypsin eingesetzt.

Fur den Azocaseintest wurden jeweils 50 pl des rickgefalteten Proteins eingesetzt. In
Abhangigkeit verschiedener Pufferbedingungen und Salzkonzentrationen zeigte das
Protein bei pH = 8,0 in Gegenwart von 150 mM NaCl die héchste Aktivitat (Abbildung 37,
C, rot markiert). Als Kontrolle wurde Trypsin eingesetzt. Die Aktivitat im Vergleich zu
Trypsin erhohte sich, nachdem das zurtickgefaltete Protein auf 2 ml aufkonzentriert wurde
(Abbildung 38). Die Proteinbestimmung ergab nach dem Aufkonzentrieren 0,13 pg
Gesamtprotein fur LysNg,: und 9 pg Gesamtprotein flr LysSNepeis7o Nach  vier
Aufreinigungen wurde mittlere Aktivitat der rekombinanten Proteine LysNgy, und

LysNopie1s7o €rmittelt. Im Vergleich zu Trypsin, dessen Aktivitat gleich 100 % gesetzt
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wurde, konnte dazu im Vergleich mit LysN,p: €ine Aktivitat von 59,7 % erreicht werden, mit
LysNope1s70 €ine Aktivitat von 42,4 %. Von den aufkonzentrierten Fraktionen wurden
jeweils Proteinbestimmungen durchgefuhrt. Dabei lie3en sich aus 2 | Bakterienkultur als
Ausgangsmaterial nach vier Aufreinigungen im Durchschnitt 2,2 mg LySNgpe1s70 und 0,91

mg LysNop: aufreinigen.

3.6 Verdau von Testproteinen mit LySNoprund LySNopte1570

Nachdem durch den Azocaseintest bewiesen werden konnte, dass die Aktivitat der
rekombinanten Proteine wieder hergestellt wurde, wurden verschiedene Proteine
ausgewahlt um zu testen, ob die rekombinanten Proteine dazu in der Lage sind diese zu
verdauen. Getestet wurde der Verdau von Casein und Serumalbumin (BSA) (Bos taurus),
Enolase und Alkohol-Dehydrogenase (Saccharomyces cerevisiae), sowie von Ovalbumin
(Gallus gallus). Dazu wurden 1 mg/ml der Proteine in 50 mM NH4HCO;- Puffer angesetzt.
Des Weiteren wurde getestet, ob RapiGest fir den Verdau benétigt wird.

Abbildung 39 zeigt die Ergebnisse der verdauten Proteine durch LySNopeis70. ES zeigte
sich, dass sowohl Casein, als auch BSA komplett durch 5 pg der Metalloprotease verdaut
werden konnten. Abbildung 44 zeigt die massenspektrometrischen Daten des Verdaus
von BSA und ADH. Dies wurde in beiden Fallen auch durch den Einsatz von 2,5 ug des
rekombinanten Proteins erreicht (Casein 1:2 und BSA 1:2). Des Weiteren fiel auf, dass
RapiGest als unterstitzendes Detergenz nicht notwendig schien, da auch ohne dessen
Zugabe die Testproteine umgesetzt werden konnten (Casein 1:1 RapiGest und BSA 1:1
RapiGest). Als Positivkontrolle wurde ein Verdau der Proteine mit 2 pg Trypsin
durchgefiihrt und das verdaute Protein auf eine Spur mit aufgetragen.

30 pg Alkohol-Dehydrogenase (kurz ADH) konnte durch den Einsatz von 2,5 ug
LysNope1s70 nahezu vollstandig verdaut werden, auch ohne die Zugabe von RapiGest.
Hingegen konnte Ovalbumin (kurz OVA) nur durch die kombinierte Zugabe von RapiGest
und 2,5 pg LysNgpieis7o verdaut werden (Abbildung 39, Bild B). Allerdings konnte OVA
auch durch Trypsin nur verdaut werden, wenn RapiGest zugegeben wurde (Daten nicht
gezeigt). Die Spur ,Ova Trypsin“ zeigt nur einen geringen Verdau von OVA ohne die

Zugabe von RapiGest.
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Abbildung 39: Verdau verschiedener Testproteine und Zelllysat mit LySNope1s70
30 pg einer 1 mg/ml Stockldsung des entsprechenden alkylierten und reduzierten Proteins wurden

16 h bei 37 °C und einem pH-Wert von 8,0 verdaut. 1:1 bedeutet das 5 ug des rekombinanten
Proteins zum Proteinverdau eingesetzt wurden. 1:2 bedeutet, dass 2,5 ug des eingesetzt wurden.
Das Zelllysat wurde aus RAW309-Zellen (1*10") gewonnen und auf 1 mg/ml eingestellt. U. =
unverdaut, RG = RapiGest, BSA = Serumalbumin, OVA = Ovalbumin, ADH = Alkohol-
Dehydrogenase. Der gezeigte Versuch ist reprasentativ fur vier Proteinaufreinigungen.

Nachdem einzelne Testproteine erfolgreich durch LySNype1s70 verdaut werden konnten,
wurde im nachsten Schritt eine komplexe biologische Probe durch das rekombinante
Protein verdaut. Dazu wurden RAW309 Zellen lysiert und das Lysat einer
Proteinbestimmung unterzogen (zur Probenvorbereitung siehe 2.2.7). Im Folgenden
wurde das Zelllysat behandelt wie im Falle der Testproteine beschrieben. Der Verdau
erfolgte 16 h bei 37 °C mit 15 ug LySNopei1s70. Das Zelllysat konnte ohne die Zugabe von
RapiGest nahezu komplett verdaut werden (Abbildung 39, Bild C). Die Ergebnisse zeigen,
dass LysNgpieis7o Nicht nur enzymatisch aktiv ist, sondern auch dazu in der Lage ist,
komplexe biologische Proben zu verdauen. Damit kommt es als potentieller Kandidat zur
Probenvorbereitung von Zelllysat fir massenspektrometrische Analysen in Frage.

Analoge Ergebnisse wurden durch den Verdau mit LysN erzielt (Daten nicht gezeigt).
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3.7 Bestimmung des optimalen Enzym-Substratverhaltnis

Durch die Ermittlung des optimalen Enzym-Substratverhaltnis sollte bestimmt werden, wie
viel rekombinantes Enzym bendétigt wird, um eine definierte Menge Substrat (BSA) in
einem festgesetzten Zeitraum umzusetzen.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass die rekombinanten Metalloendopeptidasen nur 4-6 h
bendtigen um BSA komplett zu verdauen (3.8.2), wurde zur Bestimmung der limitierenden
Enzymkonzentration, die bendtigt wird um das Testprotein BSA komplett zu verdauen, ein
16 h Ansatz gewahlt. Hierdurch sollte sichergestellt werden, dass unverdautes Protein nur
von mangelnder Enzymkonzentration und nicht aufgrund einer zu kurzen Inkubationszeit
herrihrt. Das BSA wurde, wie in 3.6 (ohne Zugabe von RapiGest) beschrieben,
vorbereitet und verdaut. Die rekombinanten Metalloendopeptidasen wurden mittels einer
Proteinbestimmung auf ihre Konzentration hin untersucht.
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Abbildung 40: Bestimmung des Enzym-Substratverhéltnisses der rekombinanten
Metalloendopeptidasen zum Testprotein BSA
50 pg BSA wurden 16 h bei einem pH-Wert von 8,0 mit unterschiedlichen Konzentrationen des

zurlickgefalteten LysNgp: und LysNgpe1s7o mit folgenden Mengen verdaut: 15 pl, 10 pl, 5 pl, 2 plund
1 pl. Zuvor wurde eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde unverdautes BSA
aufgetragen. Der gezeigte Versuch ist reprasentativ fiir vier Proteinaufreinigungen.

Laut Proteinbestimmung entsprachen 1 pl des aufgereinigten LysNoy: 0,128 pg, woraus
sich die angegebenen Enzym/Substratverhaltnisse ergaben (Abbildung 40). LySNgp: ist
also in der Lage in einem Verhdltnis von 1:390 das Substrat nahezu komplett
umzusetzen. Fur LysNope1s70 €rgab die Proteinbestimmung 0,18 pg/ul. Trotzdem musste

LysNope1s70 mengenmaBlig deutlich starker eingesetzt werden als LysNo, um gleiche,
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bzw. ausreichende Mengen an Substrat umzusetzen. In einem Verhdltnis von ca. 1:100
konnte LysNopie1570 das Substrat in fast gleicher Menge umsetzen wie LySNp:.

Nach vier Proteinaufreinigungen war deutlich zu erkennen, dass LysN innerhalb eines
definierten Zeitpunkts in geringeren Konzentrationen als die mutierte Protease
LysNopie1s7o gleich viel Substrat umsetzen kann. Wurde der Einsatz von LySNgpeis7o

erhoht, konnte das Substrat ebenfalls komplett umgesetzt werden.

3.8 Optimierung der Bedingungen fur den Einsatz von LysNo, und
LysNopte1s7o in proteolytischen Verdaus

3.8.1 Aktivitat in Gegenwart von denaturierendem Agenz und unterschiedlichen pH-
Werten

LysN ist bei Temperaturen um 4 °C noch aktiv, darber hinaus besitzt es eine
ungewohnliche Stabilitat gegeniiber Detergenzien'®. Diese Eigenschaft macht es als
Enzym fUr proteolytische Verdaus besonders interessant, da einige Puffer SDS und
andere Detergenzien enthalten, oder denaturierendes Agens wie Harnstoff. Diese mussen
durch komplizierte Dialyseschritte, oder Umpufferungen entfernt werden, bevor Enzyme
zugesetzt werden koénnen. Dabei kann jeder zusatzliche Schritt zu Verlust von
Probenmaterial fihren. Weiterhin wurde fir LysN eine Aktivitat in pH-Werten von 6-10
beschrieben, mit einem Aktivititsmaximum im basischen Bereich von 8- 9,5"""%% Um zu
uberpriifen, ob das selbst aufgereinigte LysNoy, sowie die Mutation LySNgpe1s70 unter den
genannten Bedingungen aktiv ist, wurde seine Aktivitat in Anwesenheit von Harnstoff
(Urea) getestet, sowie in steigenden pH- Wertbereichen. Darlber hinaus sollte bestimmt
werden, welcher pH- Wert die glnstigste Bedingung flr den proteolytischen Verdau mit
LysNopt und LysNopie1s70 darstellt. Da sich 1:100 als guinstiges Enzym/Substratverhaltnis
erwies, wurde diese Konzentration fur die Ansatze gewahlt. Als Kontrolle wurde jede
Bedingung zuséatzlich durch gekauftes, hochaufgereinigtes LysN (LysN) Verifiziert.
LysNop: und LysNx konnten BSA auch noch in Anwesenheit von 5 M Harnstoff nahezu
komplett verdauen (Abbildung 41, Bild A) Im Gegensatz dazu, konnte LySNgpe1570 BSA nur
in Anwesenheit von maximal 3 M Harnstoff komplett verdauen. BSA wird zwar auch noch
bei 4 M und 5 M Harnstoff verdaut, allerdings sind noch einige gré3ere Proteinfragmente

vorhanden, die nicht verdaut werden konnten (Abbildung 41, Bild B).
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Abbildung 41: Verdau von Serumalbumin (BSA) durch LysNyp: und LySNgpeis7o in
Anwesenheit von Harnstoff sowie unterschiedlichen pH-Werten
Das gefarbte SDS-PAGE Gel (A) zeigt den 16 h Verdau von 100 pl BSA (1 mg/ml) durch LysNgp

und kommerziell erworbenen LysN (LysN,e). Dabei wurden den Ansatzen Harnstoff von 1 M bis 5
M hinzugesetzt. Gel B zeigt den Verdau von BSA durch LysNopei1s7p, €benfalls mit zugesetztem
Harnstoff von 1 M — 5 M. Eingesetzt wurden jeweils 1 pg. Gel C zeigt den Verdau von 100 ul BSA
(2 mg/ml) durch die rekombinanten Proteine unter unterschiedlichen pH-Wert Bedingungen (pH 6,0
—10,0). Als Kontrolle wurde unverdautes BSA mitgefuhrt. Urea = Harnstoff.

Des Weiteren konnte bewiesen werden, dass die rekombinanten Proteine BSA in einem
pH- Wert Bereich von 6,0 — pH 10,0 ihr Substrat nahezu komplett verdauen. Dabei weist
LysNope1s70 €ine geringfugig verminderte Aktivitat auf, erkennbar an der Anwesenheit
niedermolekularer Fragmente auf dem gefarbten SDS-PAGE Gel (Abbildung 41, Bild C).
Die Ergebnisse konnten in drei getrennten Experimenten nach vier Proteinaufreinigungen
bestéatigt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass das selbst aufgereinigte rekombinante
Protein Uber die gleichen Eigenschaften verfigt wie das kommerziell erworbene. Die
Aktivitat in Gegenwart von Harnstoff, sowie Uber einen grof3en pH-Bereich hinweg aktiv zu
sein, machen die rekombinanten Proteine fir proteolytische Verdaus wertvoll.
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3.8.2 Bestimmung des optimalen Zeitpunktes fur den Verdau von Proteinen mittels
LysSNop:und LYSNopie1570

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die rekombinanten Proteine Uber einen grol3en
pH-Bereich aktiv sind und auch in Gegenwart von 5 M Harnstoff noch Substrat verdauen
kdnnen, sollte die Zeit bestimmt werden, die die rekombinanten Proteine bendétigen um ihr
Substrat zu verdauen. Dazu wurde BSA mit LySNgp, bzw. LySNgpeis7o verdaut und
verschiedene Zeitwerte entnommen. Die Enzymaktivitat wurde durch Zugabe von 10 %
Ameisensaure und sofortiges einfrieren bei — 80 °C abgestoppt. Von jedem Zeitwert
wurden 30 ul fir eine SDS-PAGE verwendet.
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Abbildung 42: Zeitwerte des Verdaus von BSA durch LysNgp:und LySNopie1570
Insgesamt wurden 800 pg BSA mit 10 ug LysNep, bzw. LySNgpieis7o bei einem pH-Wert von 8,0
verdaut. Nach jeweils 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und einem Uber Nacht (i.N.) Wert wurde die
enzymatische Reaktion abgestoppt. 30 yl des Ansatzes wurden pro Spur geladen. Unverdautes
BSA diente als Kontrolle. Der gezeigte Versuch ist reprasentativ fur vier Proteinaufreinigungen.

Die Ergebnisse zeigten, dass schon nach 30 min ein Grof3teil des BSA verdaut wurde,
allerdings noch einige Peptidfragmente unverdaut waren (Abbildung 42). Im Fall von
LysNopie1s70 (Bild B) waren 2 h nach Zugabe des Enzyms nur noch wenige Fragmente im
unteren Bereich des Gels nachzuweisen. 4 h nach Zugabe des Enzyms waren kaum noch
Fragmente erkennbar, was bedeutet, dass LySNope1570 Ca. 4 h bendtigt um BSA komplett
zu verdauen. Im Vergleich dazu weist LysN,y: eine geringere Aktivitat auf, weil auch 8 h
nach Zugabe des Enzyms immer noch einige Fragmente im unteren Bereich des Gels zu
erkennen waren. Allerdings blieben diese Fragmente auch 2 h bis 8 h nach Zugabe des
Enzyms unverandert. Erst bei der U.N. Inkubation mit dem Enzym, waren diese
Fragmente nicht mehr erkennbar. Nach vier Aufreinigungen konnte auch fir LySNgy
nachgewiesen werden, dass 4 h fur den kompletten Verdau eines Substratproteins
ausreichend waren.
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3.9 Inhibition der Aktivitat durch EDTA und DTT

Die Aktivitat von LySNep: und LySNopeis7o konnte durch EDTA und DTT inhibiert werden.
EDTA ist ein Komplexbildner der stabile Chelatkomplexe mit zweiwertigen Metallionen
bildet. In der Biochemie wird es als Inhibitor fir Metalloproteasen eingesetzt, da es durch
Komplexbildung der Metallionen im aktiven Zentrum der Protease deren Aktivitat
inhibiert®,

Des Weiteren konnte eine Inhibition der Aktivitdt der Metalloendopeptidasen durch
Dithiothreitol (DTT) beobachtet werden. DTT kann mit seinen beiden Thiolgruppen das
Zinkion im aktiven Zentrum des Enzyms komplexieren. Des Weiteren reduziert DTT die

Disulfidbriicken innerhalb der Proteine, wodurch deren Faltung und Struktur zerstort

werden'®®, Es wird u.a. wahrend der Probenvorbereitung fir massenspektrometrische

Analysen eingesetzt. Die Disulfidbricken der Testproteine wurden vor der

massenspektrometrischen Untersuchung durch DTT reduziert und anschlie3end durch
IAA irreversibel alkyliert. Um die Wirkung von IAA abzustoppen, wurde nach dessen
Inkubationszeit erneut DTT zugesetzt. Proteine, die so vorbereitet wurden, konnten durch
LysNop: und LysNgpie1s7p Nicht als Substrat umgesetzt werden. Veranschaulicht wurde dies

durch eine SDS-PAGE (nicht gezeigt) und eine Messung der Aktivitat in Gegenwart von
DTT, bzw. EDTA (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Verminderte Aktivitat von LysNyp und LySNgpeis7o in Gegenwart von
DTT, bzw. EDTA

Die Metalloendopeptidasen wurden 30 min mit 10 mM DTT, bzw. 5 mM EDTA inkubiert. 3 mg
Azocasein wurden mit 4 pg LysNgy, bzw. 7 pg LysNgpeis7p fur 45 min bei 37 °C verdaut. Als
Kontrolle wurde kommerziell erworbenes LysN (LysN.x) mitgefihrt. Des Weiteren wurde
Azocasein mit nicht inhibierten rekombinanten Metalloproteasen verdaut. Der gezeigte Versuch ist
stellvertretend fur vier Proteinaufreinigungen und konnte dreimal reproduziert werden.
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Sowohl EDTA, als auch DTT ubten einen stark inhibitorischen Effekt auf die Aktivitat der
Metalloproteasen aus. Von EDTA war diese Wirkung bereits bekannt, von DTT in dieser
Art nicht. Auffallig ist, dass besonders das hochaufgereinigte, erworbene LysN &uf3erst
sensitiv auf die beiden Inhibitoren reagiert. Dessen Aktivitat ist in der Gegenwart der

Inhibitoren ein Finffaches geringer.

3.10 Ermittlung der Spezifitat von LysNop: und LySNopte1s7p

Nachdem sowohl in LysNgg, als auch LysNgyeis70 nach der Ruckfaltung die Aktivitat
wieder hergestellt wurde, sollte zum einen Spezifitat von LySNop und LySNope1s7o ermittelt
werden und zum anderen getestet werden, wie erfolgreich sich die beiden Enzyme im
Zuge proteolytischer Verdaus einsetzten lassen. (Abbildung 44) zeigt die MS-Auswertung
des proteolytischen von BSA und der Alkohold-Dehydrogenase durch LysSNgpe1s70-
Casein, Ovalbumin und Enolase wurden ebenfalls massenspektromterisch analysiert,
jeweils wurde eine Sequenzabdeckung von mindestens 30 % erreicht.

Die Auswertung der massenspektrometrischen Daten der Peptide von BSA die durch
LysNop, bzw. LysNopgei1s7o generiert wurden ergab, dass fast jedes der gefundenen
Peptide der Sequenz von BSA zugeordnet werden konnte. Dabei wurde eine
Sequenzabdeckung von 89 % der insgesamt 601 Aminosduren umfassenden Sequenz
erreicht. Im Falle der ADH konnte eine Sequenzabdeckung von 35 % erreicht werden.
Blau unterlegte Peptide konnten dem BSA direkt zugeordnet werden, grin hinterlegte
weisen eine Modifikation auf, z.B. eine Phosphorylierung, oder Oxidation, konnten aber
ebenfalls BSA zugeordnet werden. Somit lief3 sich durch den Einsatz des rekombinanten
Proteins fast die gesamte Sequenz des Testproteins abdecken, so dass es in der MS

durchaus Anwendung finden kann.
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Abbildung 44: MS-1 Spektren und Sequenzabdeckung von Serumalbumin und der
Alkoholdehydrogenase
50 pg BSA, bzw. ADH wurden mit 2,5 pg LysNgpieis70 Uber Nacht bei 37 °C verdaut. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von 100 mM HCL abgestoppt. Die Probe wurde auf 5 pl lyophilisiert und mit
15 ul 1 % FA verdunnt. Die vorbereiteten Analyten wurden durch die HPLC aufgetrennt und die
eluierenden Peptide durch das Massenspekirometer analysiert. Bild 1 zeigt das
Ubersichtsmassenspektrum (MS1), Bild 2 zeigt die komplette Sequenz von BSA. Die Bilder 3 und 4
zeigen das MS-1 Spektrum und die sequenzabdeckung der ADH. Farblich markiert sind die
Peptide, die wahrend der massenspektrometrischen Messung identifiziert und der BSA-, bzw. ADH
Sequenz zugeordnet werden konnten.
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Im Folgenden wurde die Sequenz der generierten Peptide des BSA-Verdaus analysiert,
um die Spezifitat der rekombinanten Proteasen zu ermitteln. Dabei wurden nur Peptide
berlicksichtigt, denen vom PLGS-Auswerteprogramm einen Wert von > 25 zugewiesen

wurde.

LysN,ex LysN,: LysNopie1s7p

unspezifisch

unspezifisch

Abbildung 45: Spezifitat der rekombinanten Metalloendopeptidasen LysNq, und
LYSNopie1s7o im Vergleich zu LySN;e
Die Kreisdiagramme zeigen die generierten Peptide des BSA-Verdaus (= 100 %). Dabei sind die

Schnittstellen der Peptide, die von den rekombinanten Proteinen erkannt wurden anteilsmaRig
dargestellt. Blau hinterlegt sind die erkannten Lys-Schnittstellen, rot unterlegt sind die erkannten
Schnittstellen fur Arg. Griin markiert Peptide, die durch unspezifische Schnittstellen generiert
wurden.

Im Vergleich zu kommerziell erworbenen LysN.x wies das aufgereinigte LysNoy eine
deutlich hohere Spezifitat fur Lysine auf (Abbildung 45). Ausgehend von allen generierten
Peptidfragmenten wurden lediglich 43,5 % N-terminal von Lys durch LysN, geschnitten,
hingegen 79 % im Falle von LysN,,. Der Anteil von Peptiden die N-terminal von Arg
geschnitten wurden liegt bei 12,5 % (LySNop) und 8,7 % (LysN). Im Vergleich dazu weist
der BSA- Verdau durch LysN.kx einen deutlich héheren Anteil an Peptiden auf, die
unspezifisch generiert, also weder N-terminal von Lys noch von Arg geschnitten wurden.
Fur LysN.« waren dies 47,8 %, fur LysNop lediglich 8,5 % der Peptide. Die Anzahl an
Peptiden die N-terminal von Arg geschnitten wurden stieg im Fall des Verdaus durch
LysNopie1s7o auf 19 % von allen generierten Peptiden. 59,5 % der Peptide wurden N-
terminal von Lys geschnitten und 21,5 % unspezifisch. Somit lieBen sich durch den
Einsatz von LysNope1570 vermehrt Peptide generieren, die N-terminal von Arg geschnitten
wurden. Somit hat die mutierte Peptidase neben der urspriinglichen Spezifitat (Lys) auch
die Fahigkeit Arginin zu erkennen und N-terminal von diesem zu schneiden. Dadurch
konnte bewiesen werden, dass die Punktmutation an Position 157 zu der vermuteten,
veranderten Spezifitat fuhrt, auch wenn Lys und Arg nicht in gleichen prozentualen

Anteilen erkannt wurden.
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Abbildung 46: Erkannte und ausgelassene Schnittstellen der rekombinanten
Metalloendopeptidasen im Vergleich zu LysN,e

Im Zuge des BSA-Verdaus generierte Peptide wurden nach Schnittstellen durchsucht, die nicht
erkannt wurden und mit den Schnittstellen verglichen, die erkannt wurden. Blau bedeutet, dass die
entsprechende Schnittstelle erkannt wurde, rot hingegen, dass sie ausgelassen wurde. Die Werte
sind in Prozent angegeben. Die oberen Diagramme beziehen sich auf Lysine, die unteren auf
Arginine.

Des Weiteren wurde tberprift, ob LysNgy: und LysNopie1570 jede Schnittstelle innerhalb des
BSA Proteins erkennen, bzw. wie viele Schnittstellen nicht erkannt, oder Ubersprungen
wurden (Abbildung 46). Die Gesamtheit der Arginine und Lysine wurde ausgezahlt und
gleich 100 % gesetzt.

Zunachst wurden die generierten Peptide nach Lys-Resten durchsucht, die nicht erkannt
wurden. Im Fall von LysN. wurden 90,5 % aller vorkommenden Lysine im BSA Protein
als Schnittstelle erkannt, lediglich 9,5 % der Lysine wurden nicht geschnitten. 78,2 % der
Lysine wurden erkannt, wenn BSA durch LysNgpe1s570 geschnitten wurde, wéhrend 21,8 %
unerkannt blieben. Wurde hingegen LysN.k eingesetzt, blieben 37,5 % aller Lysine
unerkannt, oder wurden nicht geschnitten, lediglich 62,5 % wurden als Schnittstelle
erkannt. Dann wurden die gleichen Peptide nach unerkannten Argininen durchsucht. Im
BSA-Verdau durch LysN,, wurden 50 % aller Arginine nicht als Schnittstelle erkannt.
Immerhin 82,6 % aller Arginine wurden als Schnittstelle durch LysNopei1s70 erkannt, was

wiederum die veranderte Spezifitéat des mutierten Proteins bestétigt.
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Wurde vergleichend dazu LysNx eingesetzt, wurden interessanterweise 66,6 % aller
Arginine als Schnittstelle erkannt und genutzt, obwohl fiir LysN . lediglich eine Spezifitat
fur Lysine beschrieben ist. Ebenso wurden Enolase, Casein, ADH und Ova
massenspektrometrisch untersucht. Jeweils konnten Peptide der entsprechenden
Aminosauresequenz zugeordnet werden (nicht gezeigt).

Durch SDS-PAGE-Analysen konnte gezeigt werden, dass ca. 4-6 h notwendig sind, um
Testproteine nahezu komplett zu verdauen. Im Zuge der massenspektrometrischen
Analyse verstopften diese Probenansatze jedoch durch unverdaute Proteinfragmente die
C.s-Saule innerhalb der HPLC. Deshalb wurden Proteinansatze, die 4-6 h mit den
rekombinanten Metalloproteasen verdaut wurden, durch Cig-Saulchen vorgereinigt bevor
sie auf die HPLC gegeben wurden. Dadurch wurden grol3e, unverdaute Proteinfragmente
aus dem Ansatz entfernt. Andererseits gab es durch diesen zusatzlichen
Aufreinigungsschritt deutliche Verluste in der Ausbeute an detektierten Peptiden. Deshalb
sollten Proteinverdaus fur massenspektrometrische Analysen mindestens 16 h
durchgefiihrt werden, um einen kompletten Verdau des Ansatzes zu gewahrleisten und

dartber hinaus eine optimale Ausbeute zu garantieren.
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3.9 DALIS
3.9.1 Durchflusszytometrische Analyse der BMDCs

Die durchflusszytometrische Analyse diente zur Uberprifung der Aktivierung der
verwendeten BMDCs. Da es schnell zur Aktivierung von BMDCs kommt, wurden sie
praventiv vor jedem Experiment durchflusszytometrisch auf Aktivierungsmerkmale hin
Uberprift, wobei die Expression der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86
bestimmt wurde (siehe auch Abbildung 48). Uberschritten die Werte fiir CD80 eine
mittlere Fluoreszenzintensitat von 2,6 wurden die Zellen als voraktiviert angesehen und
nicht mehr fir das Experiment verwendet. Fir CD86 lag der Grenzwert bei 6,3. In LPS
stimulierten (20 h, 100 ng/ml) Zellen liegt der Wert der mittleren Fluoreszenzintensitat fur
CD80 bei ca. 10,5 und der fiir CD86 bei 33,5. Da BMDCs aus Knochenmark isoliert
wurden, wurden u.a. auch Granulozyten, Makrophagen, Monozyten oder Fibroblasten
isoliert. Ist die zellulare Verunreinigung zu grof3, kann es zu verfalschten Ergebnissen
kommen. Aus diesem Grund wurde vor jedem Experiment die Reinheit der Kultur
bestimmt. Als Marker diente das Oberflachenintegrin CD11c. Es wird auf allen BMDCs
exprimiert und kann somit als Marker fir die Reinheit der Kultur dienen. Die Anzahl der
CD11c positiven Zellen sollte mindestens 80 % betragen. In dieser Arbeit wurde
ausschlie3lich mit BMDC-Kulturen gearbeitet, die eine Reinheit von 80-95 % besalien.
Schlie3lich wurde noch die Vitalitat der BMDCs mit dem Totfarbstoff Propidium-lodid
bestimmt. Der Farbstoff ist nicht membrangangig, somit wurden nur tote Zellen durch den
Farbstoff angefarbt. Fir die FACS-Analyse wurden nur Zellen aufgenommen, die CD11c
positiv und Pl-negativ waren. Somit konnte sichergestellt werden, dass nur lebende
BMDCs untersucht wurden (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Reinheitsbhestimmung der BMDCs und Analyse ihres
Aktivierungszustandes

P1 wurde auf die Zellpopulation gesetzt. In P2 (Histogramm, rot) wurden nur lebende Zellen
berlcksichtigt (PI-Farbung). P3 (grines Histogramm) wurde so eingestellt, dass nur CD11c-
positive Zellen, also BMDCs gemessen wurden. SchlieBlich wurden die so charakterisierten
BMDCs auf ihre Oberflachenmolekile CD80, CD86 und MHCII hin analysiert (Untere Reihe der

Histogramme, blau gefarbt). Das untere Bild zeigt die Hierarchie der gesetzten Populationen P1-

P3. Im Falle von P2 sind 93,7 % der lebenden Zellen BMDCs, was 91,8 % der gesamten
aufgenommenen Events entspricht. Unter den Histogrammen sind die jeweiligen Fluorochrome
angezeigt (siehe 2.2.4.1 und Tabelle 7).

Durch die Stimulation der TLRs kommt es zur Aktivierung der BMDC. Daraufhin &ndert
sich das Expressionsprofil der Oberflachenmolekile. Zur Stimulation der TLRs wurde hier
ausschlie3lich der TLR4-Ligand LPS aus Salmonella typhimurium genutzt. Far die
Experimente wurden die Zellen wie in 2.2.4 und 2.2.5 beschrieben behandelt und an Tag
7 mit 100 ng/ml LPS fur 20 h stimuliert. Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellen im
Durchflusszytometer auf die Expression ihrer Oberflachenmolektle hin untersucht. Dabei
konnte eine deutliche Hochregulierung der Oberflachenmolekile CD80 und CD86
beobachtet werden. Die Expression der MHCII-Molekile war ebenfalls erhéht (Abbildung
48) Die Ergebnisse decken sich weitestgehend mit den von Fassbender erfassten
Daten®®. Zur Bestimmung der Expression der Oberflichenmolekille wurde die Mittlere
Fluoreszenz Intensitat (MFI) der Durchflusszytometrie-Daten der CD11c- positiven

Zellpopulation fur die Auswertung gewabhilt.
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Fir die Untersuchung von DALIS wurden nur CD11c-positive Zellen herangezogen, in
denen die Expression CD80 und CD86 hoch reguliert war. Somit konnte sichergestellt
werden, dass die Zelle erfolgreich aktiviert werden konnte und es somit zur Ausbildung
von DALIS kommt. Da sich BMDCs betreffend ihrer Aktivierung und Grundexpression der
Oberflachenmolekile in jedem Experiment unterschiedlich verhalten, wurde in jeder
Messung ein Kontrollwert mitgenommen. Dieser entspricht reifen, nicht aktivierten BMDCs
und wird als ,Medium“ bezeichnet. Dieser Kontrollwert wurde fiir jedes Molekil gleich eins
gesetzt. Durch diesen normalisierten Wert wurde die Veranderung der Expression durch
die LPS-Induktion bestimmt. Fir die Makrophagenzelllinie musste keine
durchflusszytometrische Bestimmung durchgefiihrt werden, da ihre Aktivierung erst durch

LPS erfolgen kann und nicht im Zuge ihrer Kultivierung.
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Abbildung 48: Expression der Oberflachenmolekiile in LPS-stimulierten BMDCs im

Vergleich zu unstimulierten Zellen.
1 x 10° reife BMDCs wurden in 3 ml TM5- Medium kultiviert und mit 100 ng/ml LPS fiir 20 h

aktiviert, bzw. nicht aktiviert (Medium). 200.000 Zellen wurden in 200 pl FACS-Puffer mit den
entsprechenden Antikdrpern fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden die
Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt ist die Expression der Oberflachenmolekile
CD80 und CD86, sowie die Expression von MHCII. Dabei wurden nur Pl-negative und CD11c
positive Zellen in der Darstellung bericksichtigt. Der Mediumwert wurde auf 1 normalisiert und die
Induktion der Oberflachenmolekile durch Division des entsprechenden Mediumwertes berechnet.
Die dargestellten Graphen sind reprasentativ fur vier Experimente.

3.9.2 Bildung von polyubiquitinylierten Proteinaggregaten im Verlauf der
Aktivierung von DCs und Makrophagen

DCs und Makrophagen bilden vom Zeitpunkt der Antigenaufnahme, bis hin zur komplett
aktivierten Zelle im Zytosol transiente Aggregate, die sich aus polyubiquitinylierten
Proteinen zusammensetzen. Die zunachst kleinen Aggregate treten friihestens 4 h nach
Stimulation der Zelle im Zytosol auf und fusionieren zu gréZeren Ansammlungen um nach
12-15 h ihre maximale Gr6Re zu erreichen. Danach verkleinern sich die Aggregate um
schlielich nach ca. 24 h—30 h komplett zu verschwinden. Dieses Phanomen der DALIS-
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Bildung wurde erstmals von Lelouard beobachtet und beschrieben®®. Hieraus ergab sich
die Annahme, dass DALIS als eine Art Antigenreservoir fungieren kénnen. Unterstitzend
konnte Silvia Herter nachweisen, dass ein Peptid des Influenza-Virus nach Infektion auf

der Zelloberflache préasentiert wurde und zuvor in DALIS kolokalisierte®®®.

unstimuliert LPS

Abbildung 49: DALIS-Bildung in BMDCs nach Stimulation mit LPS
Die BMDCs wurden in 6-er Kavitatenplatten auf Deckglasern kultiviert. Reife BMDCs wurden

unstimuliert belassen (Medium), bzw. an d 7 mit 100 ng/ml LPS fur 15 h stimuliert. Danach wurden
sie mit einem, gegen mono- und polyubiquitinylierte Proteine gerichteten Primarantikérper (FK2-
biotinyliert) und einem sekundaren Streptavidin-FITC  Antikérper gefarbt und im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (blau). Das FITC Signal
ist rot dargestellt. Die Skalierungsbalken betragen 0,1 mm.

Die von Fassbender® gezeigte Kinetik der DALIS- Formation konnte in dieser Arbeit
sowohl fir BMDCs als auch Makrophagen verifiziert werden (Daten nicht gezeigt). In den
folgenden Versuchen wurde jeweils 15 h mit LPS stimuliert und im Vergleich zu den nicht
aktivierten Zellen (Abbildung 49) zeigten die mit LPS stimulierten Zellen deutliche DALIS-
Bildung. Sie sind als rot gefarbte Aggregate erkennbar. 90 % der Zellen bildeten DALIS,

die eine maximale Gro3e von ca. 5 uM erreichten.

3.9.3 Verminderte DALIS-Bildung durch Inhibition einzelner Mitglieder der PI-3
Kinase Signaltransduktionskaskade

Die Aktivitat der PI-3 Kinase lasst sich durch die Inhibitoren Ly294002 und W ortmannin
hemmen®®’. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von BMDCs durch Inhibition
der PI-3 Kinase und anderer Mitglieder der Signaltransduktionskaskade verringert ist*®

(siehe auch 1.7)
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Abbildung 50: Verminderte Expression des Oberflachenmolekils CD80 in PI-3

Kinase Kaskade-inhibierten BMDCs
1 x 10° reife BMDCs wurden in 3 ml TM5- Medium kultiviert und mit 30 pM Ly294002 (30 min), 1

UM Akt-1V Inhibitor, bzw. 100 pM Rapamycin fur 1 h inkubiert und mit 100 ng/ml LPS fur 24 h
aktiviert, bzw. nicht aktiviert. Als Kontrolle wurden unaktivierte, nicht inhibierte BMCDs gemessen
(Medium). 200.000 Zellen wurden in 200 pl FACS-Puffer tberfiihrt und mit einer Antikdrperldsung
fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen im Durchflusszytometer
analysiert. Dargestellt ist die Expression des Oberflachenmolekiils CD80. Dabei wurden nur PI-
negative und CD11c positive Zellen in der Darstellung beriicksichtigt. Der Mediumwert wurde auf 1
normalisiert und die Induktion der Oberflachenmolekile durch Division des entsprechenden
Mediumwertes berechnet. Die dargestellten Graphen sind reprasentativ fir drei Experimente.

Die Expression des Oberflichenmolekiils CD80 war in Gegenwart von Inhibitoren der PI-3
Kinase- Kaskade deutlich verringert (Abbildung 50). Dabei ging die starkste Inhibition von
dem Akt-IV Inhibitor aus. Wurden Akt-inhibierte Zellen mit LPS stimuliert, liegt die
Expression von CD80 unter der Grundexpression nicht aktivierter Zellen (Medium). Zellen,
die vor LPS-induzierter Aktivierung mit Rapamycin, bzw. Ly294002 behandelt wurden,
verhielten sich im Expressionsverhalten von CD80 &hnlich. Die Expression von CD80 war
in diesem Fall um ca. 40 % geringer, verglichen mit nicht inhibierten, LPS-aktivierten
Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Bildung von DALIS unter Einfluss der Inhibitoren
auf die PI-3 Kinase in BMDCs deutlich verringerte®®. Um die beschriebenen Daten zu
evaluieren, wurden die Zellen wie beschrieben kultiviert und fir 30 min mit dem Inhibitor
Ly294002 (30 uM) behandelt und nachfolgend mit LPS stimuliert. Als Kontrolle dienten
nicht inhibierte, mit LPS stimuliete Zellen. Abbildung 51 zeigt die

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zellen.
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unstimuliert LPS LPS & Ly294002

LPS & Ly294002

Abbildung 51: Der PI-3 Kinase Inhibitor Ly294002 verringert die DALIS-Bildung
Die BMDCs wurden in 96-er Kavitatenplatten kultiviert. Die reifen BMDCs wurden an Tag 7 mit 100

ng/ml LPS fur 15 h stimuliert, bzw. vor der LPS-Stimulation mit dem PI-3 Kinase Inhibitor Ly294002
(30 uM) behandelt. Als Kontrolle wurden in jedem Experiment nicht stimulierte Zellen untersucht.
Die DALIS-Farbung erfolgte durch den FK2 biotinylierten Primarantikbrper und den sekundaren
Streptavidin-FITC Antikdrper und wurde im Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt (blau). Das FITC Signal ist rot dargestellt. Die Skalierungsbalken
betragen 0,1 mm.

Im Gegensatz zu nicht aktivierten Zellen war in der Positivkontrolle eine deutliche DALIS-
Bildung zu erkennen. Wurden die Zellen zuvor mit dem Inhibitor Ly294002 inkubiert
unterblieb die DALIS-Bildung weitest gehend (siehe vergroRerte Bilder in Abbildung 51).
Im Gegensatz zu nicht stimulierten Zellen konnten ubiquitinylierte Proteine zwar
nachgewiesen werden, jedoch traten sie diffus verteilt im Zytoplasma der Zellen auf und
nicht in Aggregaten. Dabei ist zu beachten, dass der FK2-biotinylierte Antikdrper kein
freies Ubiquitin erkennt, lediglich mono-, und polyubiquitinylierte Proteine. RAW309
verhielten sich analog in Bezug auf die DALIS-Bildung unter Einfluss der PI-3 Kinase
Inhibitoren (Daten nicht gezeigt).

Weitere Mitglieder der PI-3 Kinase Signalkaskade sind Akt (Protein Kinase B) und die
Serin/Threonin Kinase mammalian target of rapamycin (nTOR). Von Fassbender konnte
bereits nachgewiesen werden, dass Rapamycin Auswirkung auf die DALIS-Bildung hat.
Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass zwei weitere Inhibitoren von mTOR keinerlei
Wirkung auf die DALIS-Bildung hatten®. Zur Bestatigung dieser Daten wurden RAW309-
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Zellen mit LPS stimuliert, bzw. einer gezielten Inhibition einzelner Komponenten der
Signaltransduktionskaskade unterzogen. Die Aktivitdt von Akt wurde durch den Akt-IV-
Inhibitor unterbunden, indem er durch Blockierung die ATP-Bindestelle einer ,upstream*
gelegenen Kinase die Phosphorylierung von Akt verhindert. Diese inhibierte Kinase liegt
allerdings ,downstream® von der PI-3 Kinase. Inhibiert wurde fir 1 h mit einer
Konzentration von 1 pM. Die Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch untersucht
(Abbildung 52). Vorversuche zeigten, dass 1 uM die optimale Konzentration zur Inhibition
Akt ist (Daten nicht gezeigt). Rapamycin wurde in einer Konzentration von 100 pM
zugegeben. Die Konzentrationen der Inhibitoren wurden austitriert, unterhalb der

angegebenen Werte kam es zu keinem inhibitorischen Effekt.

unstimuliert LPS

LPS & Akt1V Inhibitor LPS & Rapamycin

Abbildung 52: Verminderte DALIS-Bildung in stimulierten RAW309 Zellen unter dem

Einfluss der Inhibitoren Akt-IV und Rapamycin
Die RAW309-Zellen wurden in 6-Kavitatenplatten kultiviert und mit 100 ng/ml LPS fir 15 h

stimuliert, bzw. vor der Stimulation fir 1 h mit dem Akt-IV Inhibitor behandelt (1 uM) oder mit 100
pM Rapamycin inkubiert. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen mitgenommen. Die DALIS-
Farbung erfolgte durch den FK2 biotinylierten Primarantikbrper und einem sekundaren
Streptavidin-FITC Antikdrper. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt (blau). Das FITC Signal ist rot
dargestellt. Die Skalierungsbalken betragen 0,02 mm.
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Die LPS-stimulierten RAW-Zellen zeigten eine deutliche Ausbildung der DALIS. Im
Vergleich dazu, zeigten die mit Akt-IV Inhibitor behandelten und durch LPS stimulierten
Zellen eine deutlich verminderte DALIS-Bildung. Des W eiteren waren die ubiquitinylierten
Proteine eher diffus im Zytoplasma der Zellen verteilt, aber nicht aggregiert. Dieses
Ergebnis konnte schon bei der Inhibition der PI-3 Kinase durch Ly294002 fir BMDCs und
RAW309-Zellen gezeigt werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten LPS-stimulierte RAW309-
Zellen, die zuvor mit durch 100 pM Rapamycin behandelt wurden. Zwar konnten hier noch
einige DALIS beobachtet werden, allerdings waren diese deutlich gro3er (> 4 uM) im
Vergleich zu DALIS in stimulierten, ohne Inhibitor behandelten Zellen (Abbildung 52).
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Abbildung 53: Veréanderungen der DALIS-Anzahl in PI-3 Kinase inhibierten Zellen

Die Anzahl der DALIS-enthaltenen Zellen wurde ausgezahlt (Ausschnitte sind in Abbildung 51
Abbildung 52 zu sehen). 120 Zellen wurden je Ansatz ausgezahlt und auf das Vorhandensein von
DALIS, oder diffus im Zytoplasma vorkommendem Ub hin untersucht. Als Kontrollen fir die PI-3
Kinase- inhibierten Zellen dienten LPS-aktivierte Zellen, sowie nicht aktivierte.

Beim Auszahlen der Zellen fiel auf, dass in nicht aktivierten Zellen keine DALIS auftraten.
In LPS-aktivierten Zellen hingegen waren DALIS in knapp 95 % der Zellen vorhanden.
Des Weiteren traten die DALIS in aktivierten Zellen in GroRenverhaltnissen von 0,3 — 5
UM auf. Zudem waren durchschnittlich acht DALIS in den Zellen vorhanden. Wurde
hingegen die PI-3 Kinase inhibiert &nderte sich das Bild dahingehend, dass nur noch 10
% der Zellen DALIS aufwiesen (Abbildung 53). Dies galt fur alle Inhibitoren. Des W eiteren
sank die Anzahl der DALIS auf durchschnittlich ein DALIS/Zelle. Diese DALIS wiesen
allerdings morphologische Veranderungen auf und waren deutlich vergréRert (< 4 uM).
Zudem fiel auf, dass die Zellen die keine DALIS enthielten, diffus im Zytoplasma verteiltes

Ub aufwiesen. Dies galt fur alle Inhibitoren und betraf in jedem Fall tber 90 % der Zellen.
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3.9.5 Der Einfluss von Caspasen auf die Bildung von DALIS

Es wurde die Vermutung angefiihrt, dass sich DALIS in BMDCs und Makrophagen nur als
Reaktion auf eine Uberstimulation hin bilden, woraufhin die Zellen beginnen apoptotisch
zu werden®®. Das wirde bedeuten, dass es in lebenden, vitalen Zellen nicht zur
Ausbildung von DALIS kommen kann. Um diesen Aspekt naher zu beleuchten wurde die
Aktivitat einzelner Caspasen inhibiert. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass
durch den Einsatz des BOC-D-FMK die Aktivitat aller Caspasen inhibiert wird'®®, der
Einsatz dieses Inhibitors aber keinerlei Auswirkung auf die Aktivierung von BMDCs hat,
da sich die Expression von Oberflachenmolekilen genauso verhalt wie in LPS
stimulierten Zellen®. Deshalb sollte die Auswirkung einzelner Caspase-Inhibitoren auf die
LPS-induzierte DALIS-Bildung in Makrophagen untersucht werden. Dabei wurden die
Apopstose- Caspasen -3 und -8, sowie die inflammatorische Caspase-1 inhibiert. Es sollte
analysiert werden ob, und wenn ja, wie weit sich die Inhibition der beiden Klassen von
Caspasen auf die Bildung von DALIS ausibt (Abbildung 54).

unstimuliert LPS & Caspase -1 Inhibitor

LPS & Caspase-3 Inhibitor LPS & Caspase-8 Inhibitor LPS & Pancaspase-inhibitor

Abbildung 54: Auswirkung der Inhibition verschiedener Caspasen auf die LPS-

induzierte DALIS-Bildung in Makrophagen
RAW309 Zellen wurden in 6-Kavitatenplatten kultiviert und mit 100 ng/ml LPS fir 15 h stimuliert,

bzw. vor der Stimulation mit den Inhibitoren fir Caspase-1 (3 uM), Caspase-3 (3 uM), Caspase-8
(3 M), oder einem Pancaspase-Inhibitor (5 uM) behandelt. Als Kontrolle wurden in jedem
Experiment unstimulierte Zellen untersucht. Die DALIS-Farbung erfolgte durch den FK2
biotinylierten Priméarantikdrper und einen sekundaren Streptavidin-FITC Antikérper. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt (blau). Das FITC Signal ist rot dargestellt. Die Skalierungsbalken
betragen 0,1 mm. Zur besseren Untersuchung der DALIS wurden die Zellen in Caspase-1
inhibierten Zellen mit einer starkeren Vergrof3erung betrachtet (Skalierungsbalken = 0,02 mm).
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Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zeigte, dass vor allem der Caspase-1
Inhibitor eine Auswirkung auf die Bildung von DALIS hatte. Wurde die inflammatorische
Caspase gehemmt, kam es zu einer verminderten Bildung der Polyubiquitin-Aggregate.
Auszahlungen ergaben, dass zwar knapp 80 % der Zellen DALIS aufwiesen, die Anzahl
der Aggregate pro Zelle jedoch deutlich reduziert war (Abbildung 54). In diesen Zellen
traten durchschnittlich nur noch drei DALIS-Struktur/Zelle auf. Hingegen zeigten sich in
LPS-aktivierte Kontrollzellen durchschnittlich acht DALIS/ Zelle, die alle eine Grof3e von (<
3 um) aufwiesen. Die Inhibition der Apoptose induzierenden Caspasen 3-, und 8 bewirkte
ebenfalls eine Verminderung der DALIS-Bildung. Beim Auszéhlen der Caspase-8
inhibierten Zellen fiel auf, dass tUber 80 % der Zellen diffus im Zytoplasma verteiltes Ub
aufwiesen und die Anzahl der DALIS enthaltenen Zellen vermindert war. Die Anzahl der
DALIS pro Zelle war von acht in LPS-aktivierten Kontrollzellen auf zwei DALIS/Zelle
reduziert. Morphologisch betrachtet wiesen sie die gleiche Gréf3e auf, wie DALIS in LPS-
stimulierten Zellen. Caspase-3 inhibierten Zellen wiesen zu knapp 60 % verteiltes Ub auf.
In 40 % der Zellen wurde zudem noch DALIS nachgewiesen. Allerdings war im Vergleich
zu LPS-stimulierten Zellen die durchschnittliche Anzahl auf drei DALIS/Zelle reduziert.
Zudem waren die enthaltenen DALIS vergroert (> 4 ym).

Der Einsatz des Pancaspaseinihibitors fihrte dazu, dass knapp die Halfte aller Zellen
diffus im Zytoplasma verteiltes Ub aufwies. In der anderen Halfte der Zellen konnten
deutlich erkennbare DALIS nachgewiesen werden. Allerdings war die Anzahl der DALIS
auf zwei DALIS/Zelle reduziert, verglichen mit der DALIS-Anzahl in LPS-aktivierte Zellen.
Auffallig war, dass die DALIS deutlich vergrof3ert waren, fast alle hatten eine Grof3e von
ca. 5 pm. Wurden die Zellen lediglich mit Inhibitor, ohne LPS-Stimulation behandelt,
wiesen sie keinerlei DALIS auf. Diese Beobachtung deckt sich mit den Untersuchungen
von Fassbender®®. Abbildung 55 zeigt die Auswirkung der Caspase-Inhibitoren als
Vergleich im Balkendiagramm (siehe auch Abbildung 54).
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Abbildung 55: Veranderungen der DALIS-Anzahl in Caspase-inhibierten Zellen

Die Anzahl der DALIS-enthaltenen Zellen wurde ausgezahlt (Ausschnitte sind in Abbildung 54 zu
sehen). 120 Zellen wurden je Ansatz ausgezahlt und auf das Vorhandensein von DALIS, oder
diffus im Zytoplasma vorkommendes Ub hin untersucht. Als Kontrollen fiir die Caspase-inhibierten
Zellen dienten LPS-aktivierte Zellen, sowie nicht aktivierte. Ub = Ubiquitin
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Verglichen zur Inhibition einzelner Mitglieder der PI-3 Kinase Aktivierungskaskade zeigte
die Auswirkung der Caspase-Inhibitoren auf die Bildung der DALIS einen schwé&cheren
Effekt, da DALIS in diesen inhibierten Zellen noch vermehrt auftraten (siehe Abbildung 53
und Abbildung 55 im Vergleich). Die Ergebnisse sprechen gegen die Annahme, dass ein
direkter Zusammenhang zwischen der Caspase-induzierten Zelltod und der DALIS-
Bildung besteht. In diesem Fall sollte vor allem der Einsatz des Pancaspase-Inhibitors die
Bildung von DALIS unterdriicken. Somit ist es unwahrscheinlich, dass die Zellen die
polyubiquitinylierten Peptide im Zytosol aggregieren, weil sie beginnen abzusterben.
Ahnliche Beobachtungen konnten von Fassbender gemacht werden®. Interessant ist
allerdings die Beobachtung, dass die Hemmung der Caspase-1 die gro3te Auswirkung
auf die DALIS-Bildung hatte. Caspase-1 ist eine inflammatorische Caspase, die vielmehr
eine Rolle in Entziindungsreaktionen spielt, als in der Caspase-induzierten Apoptose™®.
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V. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Metalloendopeptidase LysN
besondere biochemische und physikalische Eigenschaften besitzt, die sie von anderen
proteolytischen Enzymen unterscheidet. Aus diesem Grund kann sie bevorzugt fur
proteolytische Verdaus in der Massenspektrometrie eingesetzt werden. Zuséatzlich
konnte erstmals eine Mutation des Enzyms generiert werden, wodurch sich die
Spezifitét der Metalloendopeptidase &nderte. Neben Lysin konnte das mutierte Enzym
Polypeptidketten auch N-terminal von Arginin schneiden. Somit konnte ein weiteres
proteolytisches Enzym generiert werden, welches den bestehenden Pool der
bekannten Proteasen erweitert. Dadurch rickt das Ziel der Proteomik, eine komplette
Sequenzabdeckung zu erreichen und alle PTMs in einer Probe zu detektieren ein

Stickchen naher.

4.1 Der Einsatz der Metalloendopeptidasen LysN und LysSNopie1s7p in MS-
Analysen

4. 1.1 Die Vorzuge der Metalloendopeptidasen LySNgyp: und LYSNopie1s70

Die Identifizierung von neuen Proteasen, die als Erganzung zu Trypsin zur
Probenvorbereitung genutzt werden kénnen ist von gro3er Wichtigkeit. Ware ein
breiteres Spektrum an Proteasen verfigbar, kdnnte die Erforschung des Proteoms
deutlich vereinfacht werden. LysN verfugt Uber viele Vorziigen (siehe 5.1.4), denen
allerdings die schwierige Beschaffung der Metalloendoprotease gegeniiber steht. Das
Enzym entstammt dem Pilz Grifola frondosa. Frisches Material, aus dem das Enzym zu
isolieren ist, ist selten erhdltlich, zudem waren gro3e Mengen des Pilzes ndtig um
ausreichende Mengen zu isolieren. Die Expression und Aufreinigung von
rekombinantem LysN, stellt sich im Vergleich zu Trypsin, welches einfach und in
grol3en Mengen zu isolieren ist, immer noch als schwierig heraus. Deshalb wird es nur
von wenigen Firmen (u.a. amsbio) angeboten. Entsprechend hohe Preise spiegeln
diese Problematik wider. Im Folgenden werden die Expression und die Aufreinigung,
sowie die Vorteile der Nutzung des vielseitig einsetzbaren Enzyms diskutiert.
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4.1.2 Vergleich der Expressionssysteme und verschiedener Methoden zur
Aufreinigung von LysSNgp: und LYSNopie1s70

Um Proteine exprimieren zu konnen, werden heutzutage verschiedene
Expressionssysteme genutzt. Dabei hat jedes dieser Systeme, entsprechend der
Applikation, spezielle Vorteile. Dabei ist die Wahl fur ein bestimmtes System ein
kritischer Faktor und richtet sich u.a. nach der Klasse des aufzureinigenden Proteins.

Tabelle 15 gibt einen Uberblick der erprobtesten Expressionssysteme

Tabelle 15: Uberblick der gebrauchlichsten Expressionssyteme und deren
Vorteile

schnell (30 | schnell (90 | langsam (18-24
min) min) h)

langsam (ca. 24

niedrig niedrig hoch hoch
. o niedrig -
hoch relativ hoch niedrig-hoch moderat

Sekretion in

das Sekretion in | Sekretion in das | Sekretion in das

) das Medium Medium Medium
Periplasma
Ruckfaltung teilweise
in < 70 % der | Rickfaltung korrekte Faltung | korrekte Faltung
Falle notig notwendig
nein kaum fast alle alle

Die Tabelle gibt eine Ubersicht (ber die Charakteristika der im Labor genutzten
Expressionssysteme. Dabei werden Vor-, und Nachteile der einzelnen Systeme aufgezeigt.

In dieser Arbeit wurden das E.coli und das Sf-9/Baculovirus Expressionssystem
genutzt um das Protein biologisch aktiv zu exprimieren. Dabei ist die bakterielle
Uberexpression von Proteinen oft die erste Wahl. Sie bietet den Vorteil, dass sich
bakterielle Plasmide zum einen relativ einfach in der gewlnschten Art modifizieren
lassen, zum anderen zeichnen sich Bakterien durch ein schnelles Wachstum aus, so
dass in relativ kurzer Zeit groRe Mengen des Proteins exprimiert werden kénnen.
Heutzutage ist bereits eine Vielzahl induzierbarer Vektoren auf dem Markt erhaltlich.
SchlieBlich ist die bakterielle Expression auf Grund des relativ geringen Zeitaufwandes
und der einfach herzustellenden Kulturmedien kostengiinstig. Diesen Vorziigen stehen
allerdings Nachteile gegentber, wie das Fehlen von PTMs, vor allem
Glykosylierungen, sowie unvollstandige Proteinfaltungen und eine schlechte Ldslichkeit
des Proteins. Daraus resultiert haufig eine Aggregation des falsch gefalteten Proteins
in Einschlusskorperchen. Die Wiederherstellung der biologischen Aktivitat ist

zeitintensiv, aufwandig und oft wenig erfolgreich. Obwohl in dem gewahlten Vektor eine
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pelB-Signalsequenz vorhanden war, die das Protein in das Periplasma der Zellen leiten
sollte, konnte es nicht aus diesem aufgereinigt werden (siehe Abbildung 23). Vielmehr
war ein Grof3teil des Proteins in Einschlusskorperchen zu finden (siehe Abbildung 24
und Abbildung 32). Nach der Denaturierung durch Harnstoff und Ruckfaltung konnte
das Protein wieder in Losung gebracht werden. W eiterhin zeigte der Aktivitatstest, dass
die Struktur des Proteins in der Art wieder hergestellt werden konnte, dass das
rekombinante Protein biologische Aktivitat aufweist (Abbildung 38). SDS-PAGE-
Analysen zeigten, dass durch die Rickfaltung auch kontaminierende Proteine in den
Einschlusskérperchen aggregierten, allerdings konnten diese Kontaminationen
erfolgreich durch eine denaturierende IMAC Aufreinigung des rekombinanten Proteins
Uber das fusionierte His-Tag eliminiert werden. Somit konnte eine gezielte Aufreinigung
des rekombinanten Proteins erreicht werden (Abbildung 34). Allerdings kam es zur
Bildung von Dimeren und multimeren Formen des Proteins, welche sich nicht durch die
denaturierende IMAC-Aufreinigung voneinander trennen lieBen. Durch Gelfiltration
lieBen sich jedoch die monomere Form von den multimeren Formen trennen
(Abbildung 36).

Im Gegensatz zu der denaturierenden IMAC-Aufreinigung Uber das 6 x His-Tag konnte
das Protein nativ nicht Gber das Tag aufgereinigt werden. In einigen Fallen kann es
passieren, dass die Sequenz des 6 x His-Tag durch die native Struktur des
rekombinanten Proteins abgeschirmt wird und es somit keinen Zugang zu den

191 Diese

immobilisierten Nickel, bzw. Cobaltionen der Aufreinigungssaule hat
Vermutung kann dadurch gestutzt werden, dass die Denaturierung des rekombinanten
Proteins in einer erfolgreichen Aufreinigung Uber das 6 x His-Tag resultierte. Durch die
Denaturierung des Proteins ist die Tertidrstruktur zerstort, wodurch die Histidine mit
den lonen der Aufreinigungssaule interagieren kdnnen.

Nativ konnte das Protein auch nicht mit weiteren Methoden in ausreichenden Mengen
aufgereinigt werden. Ein Grund war, dass ein Grof3teil in Einschlusskdrperchen
aggregierte. Das Protein welches nicht aggregierte, konnte aus besprochenen
Grunden nicht mittels IMAC aufgereinigt werden. Da das Protein Uber eine negative
Nettoladung bei pH = 6,0 (bakterieller Lysepuffer) verfigt, wurde zur Aufreinigung ein
Kationentauscher gewahlt. Dadurch konnte das rekombinante Protein zwar
aufgereinigt werden, allerdings nicht in reiner Form (siehe Abbildung 26 und Abbildung
27). Deshalb musste ein weiterer Aufreinigungsschritt unternommen werden, um die
kontaminierenden Proteine zu eliminieren. Durch Gelfiltration kdnnen Proteine ihrer
GroRe nach getrennt werden'®®. Allerdings eignet sich diese Methode nur fiir
vorfraktionierte Proben. Ist die Probe zu komplex, kann diese nicht effizient getrennt

werden, da sich hierdurch die Chance erhoht, dass Proteine der gleichen Grolde in der
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aufzureinigenden Probe vorkommen. Das SDS-PAGE Gel nach der Gelfiltration zeigte
jedoch keine Bande, die dem rekombinanten Protein entsprach (Daten nicht gezeigt).
Hieraus ergab sich die Annahme, dass zu wenig Protein geladen wurde. Natives
Protein wurde an sich schon in geringer Menge exprimiert und durch die
vorangegangenen Aufreinigungsschritte IMAC und Kationentauscher kam es zu
Probenverlust, so dass nicht genug Ausgangsmaterial fir die Gelfiltration zur
Verfiigung stand.

Im Falle der denaturierenden Aufreinigung konnte das Protein alleinig durch IMAC in
reiner Form isoliert werden. Die Gelfiltration konnte hier erfolgreich angewandt werden,
um monomere und multimere Formen des rekombinanten Proteins voneinander zu
trennen. Im Gegensatz zur nativen Aufreinigung stand genug Probenmaterial zur
Verfugung (siehe Abbildung 33, Abbildung 34 und Abbildung 36). Die Doppelbanden
ergaben sich vermutlich durch eine andere, nicht nattrliche Ausbildung einer
Disulfidbriicke, durch die ein weiteres stabiles Produkt des Proteins mit einer
alternativen Struktur gebildet wurde.

Neben der bakteriellen Expression wurde in dieser Arbeit das Sf-9/Baculovirus System
angewendet. Das eukaryotische System (Sf-9 Zellen) bietet den Vorteil, dass die
exprimierten Proteine durch den lytischen Baculovirus in das Medium sekretiert werden
und korrekt gefaltet sind. Somit kommt es nicht zur Bildung von Einschlusskdrperchen.
Weiterhin werden durch die eukaryotischen Sf-9 Zellen ein Grof3teil der Proteine

posttranslational modifiziert'***".

Nachteile dieses Systems sind hohere Kosten
(Insektenzellmedium, Chemikalien zum Ablosen der Zellen, Gefalle zur
Zellkultivierung) und deutlich erhdhter Zeitaufwand, da die Insektenzellen im Vergleich
zu E.coli langsamer wachsen. Zusatzlich muss der Virus, mit dem die Zellen infiziert
werden, erst durch Einbringen in einen Transfervektor rekonstituiert werden.
Schlie8lich missen die Zellen infiziert werden, damit sie das gewtlnschte Protein
exprimieren. In diesem Fall erfolgte die Infektion Uber 72 h, bis hin zur lytischen Phase.
Im Gegensatz dazu wurde bei der bakteriellen Expression schon 4-6 h nach Induktion
ausreichend rekombinantes Protein exprimiert (Abbildung 22). Nach der Infektion der
Sf-9 Zellen mit dem rekonstituierten Baculovirus konnte fluoreszenzmikroskopisch die
Expression von GFP (im Transfervektor enthaltenes Reporterprotein) nachgewiesen
werden. Trotzdem konnten mit diesem System nicht ausreichende Mengen des
rekombinanten Proteins exprimiert werden, obwohl mehrere Runden der Infektion
durchlaufen wurden, um einen Hochtitervirus zu generieren.

Vielleicht eignete sich das System nicht zur Expression dieser Metalloendopeptidase.
Nach der Infektion der Zellen beginnen die ersten nach ca. 12 h Virusmaterial und
somit rekombinantes Protein in das Medium abzugeben. Ein Grof3teil der Zellen lysiert
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aber erst zwischen 24- 48 h nach der Infektion. Das bereits frei im Medium
vorkommende Protein kénnte durch andere Proteasen abgebaut worden sein.

Um eine héhere Ausbeute des Proteins erreichen zu kdnnen bedarf es noch weiterer
Experimente. Beispielsweise konnte an Stelle des His-Tags ein anderer Tag zur
Aufreinigung an das Protein fusioniert werden. Hier sind das Strep-Tag, das Myc-Tag
und das FLAG-Tag zu nennen, welche alle erfolgreich als Alternative zum His-Tag in

Proteinaufreingungen genutzt wurden®®**%

. In diesem Fall konnte das Tag nur C-
terminal an das Protein fusioniert werden, da das Vektorkonstrukt N-terminal Uber die
pelB Signalsequenz verfiugte. Andere Expressionsvektoren, die N-terminal Uber keine
Signalsequenz verfiigen, ermdglichen auch die Fusion des His-Tags am N-Terminus.
Hierdurch konnte evtl. die Abschirmung des Tags durch die native Proteinstruktur
umgangen werden.

Des Weiteren lassen sich Insektenzellen u.a. durch Cellfectin- Il, oder das Bac-to-Bac
System transfizieren, wodurch unter Umstanden eine hohere Transfektionseffizienz

erreicht werden kann!9®1%’

. Hierdurch konnte sich die Chance auf die Generierung
eines infektibsen Virus erhtéhen, der die Expression des gewilnschten Proteins
gewabhrleistet. Zudem sind neben Sf-9 Zellen auch andere Insektenzelllinien wie Sf-21

und Tn-5 (High Five) zur Expression geeignet'®.

4.1.3 Problematik bei der Wiederherstellung der biologischen Aktivitdt von
denaturierten rekombinanten Proteinen

Zur Wiederherstellung der biologischen Aktivitdt von denaturierten Proteinen aus
Einschlusskérperchen gibt es verschiedene Anséatze. Allen gemein ist die Isolierung
der Einschlusskorperchen, deren Aufreinigung und Denaturierung®’’*?°. Fir die
Ruickfaltung mussen verschiedenste Pufferbedingungen getestet werden, da eine
korrekte Faltung von diversen physikalischen, chemischen, sowie biologischen
Parametern abhangig ist'*°. Dabei missen fiir jedes Protein die richtigen Bedingungen
ausgetestet werden. Ein wichtiger Aspekt sind Oxidations-, und Reduktionsmittel, wie
GSH und GSSG, im Pufferansatz. Sie oxidieren, bzw. reduzieren die Thiolgruppen der
evtl. vorkommenden Cysteine in der Aminosauresequenz. Im denaturierten Zustand
des Proteins liegen die Thiolgruppen der Cysteine im reduzierten Zustand vor. Zur
Wiederherstellung der nativen Struktur missen die reduzierten Thiolgruppen oxidiert
werden. Dadurch kénnen sich die Disulfidbriicken ausbilden, die die Tertiarstruktur des
Proteins korrekt zu rekonstruieren. Da jedes Protein tber unterschiedliche Mengen an

Cysteinen verfugt, muss die Konzentration, die an Oxidations- und Reduktionsmittel
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zugegeben wird, fir jedes Protein neu bestimmt werden. Die kodierende Sequenz von
LysNop: und LysNope1s70 beinhaltet vier Cysteine. Geht man davon aus, dass alle vier
Schwefelgruppen Disulfidbricken eingehen, misste die oxidierte Form von Gluthathion
(GSSG) im Uberschuss zugegeben werden. Allerdings konnten mit dem Puffer, der
GSH in Uberschuss enthielt, bessere Ergebnisse erzielt werden. Dies lasst darauf
schlieBen, dass nicht alle Thiolgruppen Disulfidbriicken ausbilden. Eine andere
Maoglichkeit ist, dass das Zink-lon im aktiven Zentrum durch GSH reduziert wird und
somit das Enzym uber keine Aktivitdit mehr verflgt. Unterstiitzend konnte gezeigt
werden, dass sich durch DTT LysN inhibieren liel3, da die Thiolgruppen von DTT evtl.
das Zink-lon im aktiven Zentrum reduzieren. Um die Aktivitat des rickgefalteten
Proteins weiter zu optimieren, kbnnten weitere Pufferbedingungen ausgetestet werden.
Beispielsweise  wurde  kirzlich  Glutathion-Ethylester als neues  Protein-
Ruckfaltungsreagenz beschrieben, mit dem sowohl Rickfaltungseffizienz, als auch die

richtige Disulfidformation deutlich erhéht werden konnte®.

4.1.4 Die Vorzuge von LysN in proteolytischen Verdaus

Das pH-Optimum der Metalloendopeptidase LysN wurde im basischen Bereich (8-9,5)

angegeben®"183

, allerdings konnte hier gezeigt werden, dass es auch bei einem pH-
Wert von 6,0, sowie einem pH-Wert von 10,0 nicht zu einer nennenswerten Abnahme
der Aktivitat kommt. Erst bei einem pH-Wert von < 5,0 und > 10 war eine leicht
verminderte Aktivitat zu verzeichnen (Abbildung 41). Im Gegensatz dazu hat Trypsin
ein pH-Optimum von 7,5-8,5, LysC von 8,5°°* und AspN von 6,0-8,5%°?. Hingegen hat
GIuC ein pH-Optimum von 4,0-9,0"**. Das bedeutet, dass LysN (iber den gréRten pH-
Bereich hinweg aktiv ist, und das einzige Enzym, dass auch bei pH-Werten > 9,0
unverminderte Aktivitdt aufweist. Schon allein diese Eigenschaft macht LysN fir den
Einsatz in proteolytischen Verdaus interessant, da es in vielen bakteriellen Lysepuffern
mit unterschiedlichen pH-Werten eingesetzt werden kann. Somit kdnnten
zeitaufwandige und kostenspielige Umpufferungen, oder Dialyseschritte umgangen
werden, die von No6ten wéren, wenn ein proteolytisches Enzym in einem Puffer
eingesetzt wird, der auRerhalb seines pH-Optimums liegt. Diese Eigenschaft wird noch
dadurch ergénzt, dass LysN in Gegenwart von bis zu 5 M Harnstoff unverminderte
Aktivitat aufweist (Abbildung 41). Somit hat LysN einen weiteren Vorzug flr
proteolytische Verdaus, insbesondere von Zelllysaten, da Lysepuffern oft Harnstoff in
hohen Konzentrationen als denaturierendes Agens zugesetzt wird. Kirzlich konnte

zudem gezeigt werden, dass LysN auch noch bei Konzentrationen von 8 M Harnstoff
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effizient arbeitet’**. Zudem konnte kiirzlich gezeigt werden, dass LysN auch noch in
Gegenwart von bis zu 80 % Acetonitril Aktivitat besitzt™**.

Ein weiterer Aspekt, der hier allerdings nicht ndher untersucht wurde, ist, dass LysN
Uber einen groRen Temperaturbereich hinweg aktiv ist. Selbst bei Temperaturen um 4
°C konnte noch Aktivitat nachgewiesen werden, zudem ist es hitzestabil bis 70 °C und
ist auch wéahrend dieser hohen Temperaturen noch aktiv. Es konnte gezeigt werden,
dass durch einen 10 minitigen Verdau bei 70 °C, genau so viel Peptide generiert
werden konnten wie durch einen einstiindigen Verdau bei 25 °C***. Im Gegensatz dazu
kann Trypsin in diesen Temperaturbereichen nur eingesetzt werden, wenn es
chemisch modifiziert wird, z.B. glykolysiert®®. SchlieRlich konnte gezeigt werden, dass
LysN im Gegensatz zu Trypsin, oder LysC dazu féhig ist Peptide mit methylierten
Lysinen zu hydrolysieren. Dabei wurden besonders Peptide mit monomethylierten
Lysinen geschnitten, dimethylierte zu einem geringeren Teil***. Methylierte Lysine sind

d®**. Dabei konnen sie

wichtige PTMs, die in Histonen am besten untersucht sin
einfach, zweifach, oder dreifach methyliert sein®®. Des Weiteren sind Histone generell
reich an Lysinen, weshalb sich proteolytische Enzyme die Lysine erkennen nur bedingt
fur den Verdau eignen. Die Polypetidkette wird auf Grund der haufig vorkommenden
Erkennungssequenz oft geschnitten, weshalb die generierten Peptidfragmente oft zu

kurz sind, um sie massenspektrometrisch zu analysieren.

4.1.5 Die Spezifitat der mutierten Metalloendopeptidase LySNopie1s70

Bereits im Jahre 2000 zeigten Hori et al. die Kristallstruktur der Metalloendopeptidase
LysN. Es konnten sowohl das aktive Zentrum, als auch die S1- Bindetasche des
Enzyms identifiziert werden®*®. Das aktive Zentrum setzt sich aus zwei Helices und
einer Schleife zusammen, die die konservierte HExxH Domane enthélt. Diese Doméne
kennzeichnet Metalloendopeptidasen, die Histidine fungieren als Zinkliganden. Durch
die Analysen von Fushimi konnte der dritte Zinkligand (GTxDxxYG) des Enzyms
charakterisiert werden und LysN in die bis dato neue Gruppe der Aspzincine
klassifiziert werden®® (siehe Abbildung 13). Somit waren die Zinkliganden His117,
His121 aus dem HExxH-Motiv und Aspl130, die das katalytische Zink-lon koordinieren
identifiziert. Des Weiteren konnten die AS identifiziert werden, die fur die Spezifitat
verantwortlich sind*®. Die AS Asp154 und Glul57 bilden eine stark elektrostatisch
negative Region, die positiv geladene Lysinseitenketten eines Substrats spezifisch
anzieht (Abbildung 56). Aspl154 ist konserviert in allen Aspzincinen. Hingegen ist

Glul57 variabel in lysinspezifischen Aspzincinen, weshalb von diesem Rest die
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primére Spezifitat fur Lysine ausgeht. Man geht davon aus, dass die Tiefe der Tasche

mitverantwortlich fir die Lysinspezifitat ist.

A<

Abbildung 56: Die Bindungsstelle des Zinkatoms durch die entsprechenden
Zink-Liganden und die S1’-Bindetasche von LysN**
Die linke Abbildung zeigt die Zink-Bindestelle des Proteins. Dabei sind alle Reste, die an der

katalytischen Reaktion des Enzyms teilnehmen hervorgehoben. Der Tyr-Rest 133 ist violett
hervorgehoben. C-Atome sind griin markiert, O-Atome rot und N-Atome blau. Das Zinkion ist
gelb dargestellt. Das 3D-Modell (rechtes Bild) zeigt die elektrostatisch negative Region (rot), die
die S1'-Bindetasche des Enzyms darstellt.

Nonaka untersuchte die Substratspezifitdt der Metalloendopeptidase und nutze dazu
unterschiedliche fluorogene Substrate. Dabei konnte gezeigt werden, dass Substrate
mit der Struktur Dnp-A-T-O-L-S-W (O = Ornithin), oder Dnp-A-T-R-L-S-W (R = Arginin)
von der Metalloendopeptidase gebunden, aber nicht umgesetzt werden. Vielmehr ging
von diesen Substraten eine kompetitve Hemmung aus'®’. Das bedeutet, dass
entweder Arg, oder Ornithin in die S1- Bindetasche passen. Durch ein Bindungsmodell
konnte gezeigt werden, dass die Bindetasche nicht tief genug ist, um eine Peptidyl-Arg
Seitenkette eines Substrats zu hydrolysieren, da Arg eine langere Seitenkette hat als
Lys. Von Trypsin ist bekannt, dass es sowohl Arg, als auch Lys hydrolysieren kann®’.
Arg kann hier direkt mit dem Asp-Rest in der S1'- Bindetasche interagieren, woraufhin
die Aminogruppe der Seitenketten des Lysins eine Wasserstofforiickenbindung mit der
Carboxylgruppe des Asp-Rests der S1'-Bindetasche bilden kann®*"?%, Durch die
Mutation des Glul57 zu Asp157 soll sich die Tiefe der S1"-Bindetasche andern. Somit
sollte, analog zum Trypsin, auch Arginin hydrolysiert werden konnen. Hier konnte
gezeigt werden, dass sich durch die Mutation tatsachlich die Spezifitat anderte und
auch N-terminal von Arg geschnitten werden, ob allerdings tatséchlich die Tiefe der
Tasche dafur verantwortlich ist, musste durch eine Kristallstrukturanalyse der mutierten
Protease gezeigt werden. Obwohl Arg als Erkennungssequenz fir die mutierte
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Protease dient, ist die Spezifitat fur Lysine deutlich hoher. Um die Spezifitéat fur Arg zu
erhohen, konnte versucht werden, weitere AS, die fur die Spezifitdt verantwortlich sind,
Zu mutieren und somit die Spezifitat zu beeinflussen. Eine besondere Rolle kommt hier
dem Tyrl33 zu. Zusammen mit dem Phe83 Rest bildet es eine hydrophobe
Umgebung, so dass der Alkylrest des Lysins von der Metalloendopeptidase gebunden
werden kann. Des Weiteren fungiert es als Protonendonor fir das Oxyanion und
stabilisiert somit die Intermediatbildung der biochemischen Reaktion, indem es die

Energie, die fur die Transition bendtigt wird, herabsetzt.

4.1.6 LysN in massenspektrometrischen Analysen

Trypsin ist nach wie vor die am meisten genutzte Protease fir
massenspektrometrische Probenvorbereitungen. Das Enzym weist keine Sternaktivitéat
auf und hydrolysiert Arg und Lys C-terminal. Allerdings ist die Serinprotease nicht in
allen Bereichen einsetzbar. Je nach Applikation ist es sinnvoll, weitere Enzyme fir den
proteolytischen Verdau von Proben fir MS-Analysen zu nutzen. Abbildung 57 zeigt die
generierten Peptidfragmente der am besten charakterisierten Proteasen einer
hypothetischen Peptidsequenz. Dabei fallen Unterschiede der entstehenden
Peptidfragmente auf, sowohl in Lange, als auch dem Terminus. Peptide missen eine
bestimmte Lange aufweisen um in MS-Analysen nachgewiesen werden zu kdnnen.
Betrachtet man z.B. die tryptisch generierten Fragmente, erkennt man ein kurzes
Peptid, was aus S und R besteht (SR). Dieses Peptid wéare zu kurz um vom
Massenspektrometer detektiert zu werden. Wiurde die Peptidsequenz allerdings
beispielsweise mit ArgC, oder LysN geschnitten, konnte das entsprechende
Peptidfragment detektiert werden. Da im Gegensatz zu Trypsin, welches zwei AS
erkennt, durch ArgC und LysN jeweils nur eine AS erkannt wird ist das entstehende
Peptid langer. Wirde also der Ansatz einmal mit Trypsin, einmal mit ArgC und einmal
mit LysN verdaut, kdnnte eine deutlich bessere Sequenzabdeckung erreicht werden,
als durch den Verdau mit Trypsin alleine.
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Peptid: ADFRISTTD W' THGSDFK" "TEASKEND'ITLS

Trypsin: ADF: ISTTDSW?® THGSDFK &7 TEASK END'ITLS
ArgC: ADF? ISTTDSW?® THGSDFKS: TEASKEND'ITLS

AspC: A DFRISTT D WRTHGS DFK: :TEASKEN D'ITLS

LysC: ADFRISTTDSWSTHGSDFK  SHTEASK END'ITLS

GluC: AD FRISTTD ‘WITHGSD FKS'TEASKE N D VITLS
LysN: ADFRISTTDSWSTHGSDF KSRTEAS KEND'ITLS
LysNE157D: ADF RISTTDSW R“THGSDF KS 'TEAS KENDVITLS

Chymotrypsin: ADF IST T D'W &1RT HGSDF K::T EASKEND'T IL S

Abbildung 57: Vergleich der Schnittmuster einer hypothetischen
Peptidsequenz durch verschiedene Proteasen

Gezeigt sind die Peptidfragmente, die durch die aufgelisteten Proteasen generiert werden. Arg
und Lys sind entsprechend markiert (Lys (K) = rot, Arg (R) = gelb). Um aufzuzeigen, dass
bestimmte PTMs nur durch den Einsatz bestimmter Proteasen nachgewiesen werden kdnnen,
sind einige Ser (S) und Tyr (Y) Reste griin markiert, was fur eine Phosphorylierung steht.

Abbildung 57 zeigt die PTMs in Form von Phosphorylierungen (griin markierte Serine,
bzw. Tyrosine). Auch hier fallt auf, dass einzelne PTMs nur durch den Verdau
bestimmter Proteasen in MS-Analysen nachgewiesen werden kdnnen. Z.B. kénnte
durch den tryptischen Verdau die Phosphorylierung am Ser des Peptids SR auf Grung
seiner Lange nicht nachgewiesen werden, wohl aber durch den Verdau mit LysN
(KSRTEAS). Analog zur Sequenzabdeckung erweist sich auch im Falle der Detektion
von PTMs der Nutzen mehrerer proteolytischer Enzyme fur den Verdau der Probe. Es
konnte gezeigt werden, dass die Ausbeute von Phosphopeptiden durch einen
tryptischen Verdau von 40 % auf 70 % gesteigert werden kann, wenn ein Teil der
Probe zusétzlich mit GluC verdaut wird**®. Durch den getrennten Einsatz von Trypsin
und LysN wurde ebenfalls eine Steigerung in der Ausbeute an phosphorylierten
Peptiden erreicht, da sie komplementare Bereiche im Phosphoproteom abdecken'®.
Phosphoproteomstudien lie3en sich ebenfalls erfolgreich mit der unspezifischeren
Protease Elastase (erkennt Ala, Val, Leu, Iso, Ser und Thr) in Kombination mit Trypsin
durchfuhren. Im Vergleich zu Trypsin alleine, konnten durch Elastase deutlich mehr

phosphorylierte ~ Stellen identifiziert werden*?*?°,

Des Weiteren eignen sich
unspezifische Enzyme besonders fir Membranproteomstudien. Da viele Schnittstellen
in Membranproteinen nicht, oder nur schlecht zuganglich sind, erhéht sich durch den

Einsatz unspezifischer Enzyme die Chance viele Peptide zu generieren, um eine gute
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Sequenzabdeckung zu erreichen. Bei diesen Applikationen sind spezifische Proteasen
oft nur bedingt einsetzbar'?®*?’. Chymotrypsin konnte erfolgreich eingesetzt werden um
Peptide zu generieren und identifizieren, denen basische Reste wie Arg, Lys, oder His
fehlen®®.

Es lasst sich somit deutlich erkennen, dass die Wahl der zu nutzenden Protease
abhangig von der Fragestellung und dem Einsatzgebiet ist. Hinzu kommt noch der
Faktor der zur Verfigung stehenden Fragmentierungsmethode der generierten
Peptide. Tryptische Peptide sind im Schnitt zwischen 8-10 AS lang und sind zumeist
doppelt geladen, wenn sie durch ESI-MS analysiert werden. Somit eignen sich diese
Peptide besonders fur die Fragmentierungsmethode CID. Die Kombination aus
tryptisch generierten Peptiden, die in ESI-MS Analysen durch CID fragmentiert werden
ist die am meisten gebrauchlichste Methode und wurde auch in dieser Arbeit genutzt.
In den letzten Jahren hat sich zusatzlich die Methode ETD zur Fragmentierung
durchgesetzt. Durch diese Methode lassen sich besonders léangere, mehrfach
geladene Peptide gleichmalRiiger fragmentieren. Somit bewahrt sich hier der Einsatz
von Proteasen, die nur eine AS als Schnittstelle erkennen, wie z.B. LysC'#, aber auch
GIuC, oder LysN. Die Proteasen generieren langere (im Schnitt 20 AS) Peptide, die
mehrfach geladen sind. Da ETD/ECD eine sogenannte ,weiche*
Fragmentierungsmethode ist, eignet sie sich besonders zur Analyse von labilen PTMs,

° oder Glykolysierungen®!, da die Fragmentbriiche relativ

wie Phosphorylierungen®
gleichmafig am Peptidrickgrat erfolgen. Somit verbleit die PTM am Peptidfragment
und wird nicht abgespalten. Somit hangt die Wahl der Protease nicht nur von den zu
untersuchenden Proben ab, sondern auch von der Fragmentierungsmethoden, die zur
Verfugung stehen. Die zukiinftige Herausforderung MS-basierter Proteomik wird also
sein, dass Repertoire an Proteasen, die fir proteolytische Verdaus einzusetzen sind,
insofern zu erweitern, dass eine komplette Sequenzabdeckung und die Detektion aller
PTMs der zu untersuchenden Proben garantiert werden kann. Durch den Einsatz von
LysN und der hier generierten Mutante LysNg;s7p kann man diesem Schritt etwas naher
kommen. Vor allem LysNque1570 €ignet sich fir CID-basierende MS-Methoden, da die
generierten Peptide Trypsin in Lange und Ladung gleichen. Besondere Vorzige fur
MS-Analysen bieten beide Proteasen, da sie auch in Gegenwart von 80 % ACN und
hohen Mengen an Harnstoff noch aktiv sind. LysN ist auch noch bei Temperaturen von
70 °C stabil®**, der Verdau unter héheren Temperaturen findet schneller statt, als bei
37 °C. Des Weiteren konnen Proteine durch hohe Temperaturen denaturiert werden.
Allerdings ist Trypsin ist bei diesen Temperaturen instabil und nicht mehr aktiv, es sei
denn man glykolysiert die Lysinreste des Trypsins®*®. Allerdings ist dieser zusatzliche

Schritt zeitintensiv und mit Kosten verbunden.

142



Diskussion

LysNop: bedarf weiterer Untersuchungen, bezuglich des Schnittverhaltens. Abbildung
46 zeigt, dass einige Schnittstellen ausgelassen wurden. Es ist natiirlich von Interesse
herauszufinden, warum diese Schnittstellen nicht erkannt wurden. Von Trypsin ist
beispielsweise bekannt, dass es Arg und Lys nicht, bzw. schlechter schneiden kann,

wenn C-terminal ein Prolin folgt*#**

. Des Weiteren ist die Hydrolyserate geringer,
wenn sich in der unmittelbaren Umgebung der potentiellen Schnittstelle eine saure AS
(Asp,Glu) befindet. Auch fiur LysN konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyserate
deutlich herabgesetzt ist, wenn in der AS-Sequenz unmittelbar vor dem Lysin dem ein
137

Asp-Rest liegt™’. Die Beobachtung konnte in dieser Arbeit bestatigt werden.

Abschlief3end lasst sich sagen, dass sich durch das etablierte Aufreinigungsprotokoll
LysN, als auch die mutierte Form LysNgis;p in ausreichender Menge exprimieren
lassen (ca. 1 mg / L Bakterienkultur). Zudem Ubertraf die Spezifitdt des aufgereinigten
LysN, die von gekauften LysN. Schlie3lich konnte durch die Mutation eine Protease
neuer Spezifitdt generiert werden, die den Pool der vorhandenen proteolytischen
Enzyme ergénzt. Beide Metalloproteasen eignen sich somit gut fiir proteolytische

Verdaus.
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4.2 Korrelation der DALIS-Bildung und der Aktivierung in BMDCs und
Makrophagen

Von Lelouard wurde 2002 erstmals das Phanomen der DALIS-Bildung beschrieben.
Diese geordneten, transienten Strukturen bestehen aus polyubiquitinylierten
Proteinaggregaten, fur deren Bestehen eine stetige Proteinsynthese nétig ist*®. Zum
Zeitpunkt der Entdeckung stellte Lelouard die These auf, dass es sich bei DALIS um
eine Art Organell handelt, durch welches die Zelle die Degradierung von
ubiquitinylierten Proteinen in gewisser Weise steuern und priorisieren kann. Dies
wiederum hatte einen Effekt auf die Prasentation von MHC-Klasse-lI Molekilen. In den
letzten Jahren konnten einige neue Erkenntnisse, sowohl in der Entstehung als auch
dem Abbau von DALIS gewonnen werden®. Trotzdem sind noch viele Fragen
unbeantwortet, weshalb in dieser Arbeit die Mechanismen, die zur Bildung von DALIS
fihren, untersucht werden sollten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Bildung
von DALIS mit dem Aktivierungsgrad der Zelle korreliert®. Deshalb wurde zunéchst
durch Stimulation des TLR-4 mit LPS die Aktivierung der Zellen induziert. Abbildung 48
zeigt, dass die kostimulatorischen Molekile in BMDCs, die mit LPS stimuliert wurden,
hochreguliert wurden. Des Weiteren konnte eine verstarkte Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12p40 beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). In den durch LPS stimulierten Zellen, kam es zur Ausbildung der DALIS,
deren transiente Natur sich dadurch zeigte, dass sie ca. 4-6 h nach Stimulation der
Zelle gebildet wurden und die Strukturen nach 24-30 h nach Stimulation wieder
verschwanden. In Zellen, die 12-15 h mit LPS induziert wurden, lie3en sich
mengenmalig am meisten DALIS nachweisen, sowohl kleine, als auch groéRere
Aggregate (> 4 um) konnten detektiert werden. Im Vergleich dazu wurde in nicht
aktivierten BMDCs und Makrophagen keine DALIS gebildet (siehe Abbildung 49). Das
bedeutet, dass das Phanomen der DALIS-Bildung vornehmlich in aktivierten Zellen
auftritt, in denen eine verstarkte Zytokinproduktion zu verzeichnen und die Expression
von kostimulatorischen Molekulen hochreguliert ist. Zudem konnte bereits gezeigt
werden, dass die kombinierte Zugabe zweier TLR-Liganden den Aktivierungsgrad der

%, Dies

Zelle verstarkt und es auch zu einer vermehrten Bildung von DALIS komm
begriindet sich darauf, dass durch die verschiedenen Stimuli unterschiedliche
Signalwege aktiviert werden. Dies impliziert, dass in vivo die Menge des im
Organismus vorkommenden Pathogens mit der Aktivierung der APZ und somit auch
der DALIS-Bildung korreliert. Darlber hinaus konnte bewiesen werden, dass die
DALIS-Bildung nicht nur als Antwort der TLR-Aktivierung ausgeldst wird. Vielmehr
kann die DALIS-Bildung auch durch die Ligation von CD40%*® als auch einen

Hitzeschock ausgeldst werden®, sowie durch zelluldren Stress, wie starke pH-
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Wertanderungen und erhéhte Alkoholkonzentrationen®. Somit ist die Bildung von
DALIS auch von Umweltreizen abhangig. In diesem Zusammenhang spielen
Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle. Da diese Chaperone auch bei dem Abbau
von Proteinaggregaten eine Rolle spielen®®, wurde untersucht, inwieweit sie an der
Bildung von DALIS beteiligt sind. Dabei konnten zwei Chaperone bereits direkt in
Verbindung mit DALIS gebracht werden. Durch Kolokalisationsexperimente konnte
gezeigt werden, dass Hsp70/Hsc70 und Hsp90 mit der DALIS-Bildung korrelieren®®.
Von Hsp70/Hsc70 war es dariber hinaus bekannt, dass es am Abbau von
Proteinaggregaten beteiligt ist**®. Somit kénnten Chaperone dafiir verantwortlich sein
die Antigenprésentation zeitlich zu steuern, da die Peptide zur MHC-Beladung aus
DALIS stammen, deren Formierung und Abbau wiederum durch die Chaperone

reguliert wird.

4.2.1 Das Verhalten der DALIS-Bildung in aktivierten BMDCs und Makrophagen
unter Beeinflussung der Aktivierungskaskade

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Untersuchung der Signalwege gelegt, die zur
Aktivierung von DCs und Makrophagen und somit auch zur Bildung von DALIS flhren.
Dazu wurden einzelne Mitglieder der PI-3 Kinasekaskade inhibiert, von der bekannt ist,
dass sie bei der Aktivierung von DCs eine Rolle spielt. Herter und Fassbender konnten
zeigen, dass die PI-3 Kinase in die Bildung von DALIS bei BMDCs involviert ist'®®. In
dieser Arbeit wurde das Ergebnis durch den Einsatz des PI-3 Kinase Inhibitors
Ly294002 (Abbildung 51) bestéatigt. Des Weiteren konnte erstmals auch flr
Makrophagen gezeigt werden, dass eine Inhibition der PI-3 Kinasekaskade zur
Inhibition der DALIS-Bildung fuhrt, was impliziert, dass es nicht alleinig in DCs zur
Aktivierung und damit einhergehender DALIS-Bildung kommt, sondern auch in
Makrophagen. Im Falle von intrazellularen, bakteriellen Pathogenen, wie dem
Tuberkulose auslésende Bakterium Mycobacterium tuberculosis®’, die Makrophagen
befallen kdnnen, kdnnte diese Beobachtung eine wichtige Rolle spielen. In BMDCs
konnte bereits gezeigt werden, dass Influenza-infizierte Zellen DALIS bildeten, in
denen das Nukleoprotein nachgewiesen werden konnte'®®. Um den Zusammenhang
der Aktivierung von Makrophagen mit der einhergehenden DALIS-Bildung néher zu
charakterisieren, wurden weitere Komponenten der PI-3 Kinasekaskade inhibiert und
deren Auswirkung auf die DALIS-Bildung evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition der ,downstream® von der PI-3 Kinase gelegenen Elemente Akt und mTOR
mit einer deutlich verminderten DALIS-Bildung einhergingen. In LPS-stimulierten
Makrophagen, in denen Akt inhibiert wurde waren nur noch in knapp 10 % der Zellen
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DALIS detektierbar. In ca. 80 % der Zellen konnten zwar durch den FK-2 AK
ubiquitinylierte Proteine detektiert werden, diese lagen aber nicht aggregiert vor,
vielmehr traten sie diffus verteilt im gesamten Zytoplasma der Zelle auf. Wurde mTOR
durch Rapamycin inhibiert kam es zu einem &ahnlichen Effekt, hier zeigten sogar nur
noch ca. 5 % der Zellen eine DALIS-Bildung. Zudem waren die erkennbaren DALIS zu
grolR3en Aggregaten (ca. 5 uM) fusioniert. Durch die Inhibition von mTOR kénnen die fiir
die Proteinsynthese verantwortlichen Translationsfaktoren®*® elF2G und elF4E nicht
initiiert werden. Sind diese jedoch inhibiert, konnen die Proteine, die in DALIS
eingebaut wirden, nicht synthetisiert werden. Somit unterstiitzt die beobachtete
Auswirkung der Inhibition von mTOR die Beobachtung, dass die DALIS-Bildung eng an
die Neusynthese von Proteinen gekniipft ist’”. Dies wiederum deckt sich mit Lelouards
Beobachtungen, dass DRiPs in DALIS nachgewiesen wurden®. DRiPs entstehen bei
der Proteinsynthese und kommen durch inkorrekte Faltungen, Deletionen, oder
vorzeitigen Translationsabbruch zustande und werden normalerweise direkt
proteasomal degradiert. Sind die DRiPs aber in DALIS aggregiert, sind sie vorerst vom
Abbau geschuitzt und besitzen somit in DALIS eine langere Halbwertszeit. Durch den
Einbau von Puromycin wurden von Lelouard DRiPs markiert und mittels gegen
Puromycin-spezifischen Antikdrpern in DALIS nachgewiesen’’. Zudem konnten sie
zeigen, dass die Degradierung von Proteinen, die in DALIS inkorporiert sind, verzégert

ist.

4.2.2 DALIS-Bildung unter dem Aspekt der Apoptose

Es wurde die Ansicht vertreten, dass die Bildung von DALIS in Zellen stattfindet, wenn
diese Uberstimuliert und apoptotisch werden, was bedeutet, dass die DALIS-Bildung
von der Vitalitat der Zellen abhangig ist®. In diesem Zusammenhang wurde untersucht
inwieweit sich die Inhibition verschiedener Caspasen auf die Bildung von DALIS und
auswirkt. Caspasen sind wichtige Enzyme in der Einleitung der Apoptose. Dabei zeigte
sich eine Hemmung der DALIS-Bildung wenn die Zellen mit einem Pancaspase-
Inhibitor behandelt wurden, der die Gesamtheit aller Caspasen innerhalb einer Zelle
inhibiert. Wurden hingegen die Caspasen-3 und 8 gehemmt, konnte nur noch in jeweils
30 % - 40 % der Zellen DALIS, die von normaler Morphologie waren, nachgewiesen
werden. Allerdings konnten in ca. 60 % - 70 % der Zellen auch noch DALIS detektiert
werden, allerdings zeigten diese Zellen auch diffus verteilte ubiquitinylierte Proteine im
Zytoplasma. Diese Beobachtung konnte auch bei der Inhibition der PI-3

Kinasekaskade gemacht werden.
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Allerdings liel3en sich im Gengensatz dazu, in den Caspase-inhibierten Zellen auch
noch DALIS nachweisen, auch wenn die Anzahl pro Zelle auf ca. drei reduziert war.
Caspase-8 aktiviert als Initiatorcaspase die Effektorcaspase-3, welche zentrale Rollen
in der Apoptose ubernimmt. Des Weiteren konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass
die Zellen bei alleinigem Einsatz des Pancaspase-Inhibitors ohne LPS-Stimulation
keine DALIS bilden. Wurde nach Zugabe des Inhibitors zusatzlich mit LPS stimuliert,
wurden DALIS gebildet, die in Anzahl und Morphologie denen glichen, die in Zellen
gebildet wurden, die ausschlieRlich mit LPS stimuliert wurden®®. Hier konnte gezeigt
werden, dass in Makrophagen die Bildung von DALIS in LPS-stimulierten und mit
Inhibitor behandelten Zellen zwar vermindert ist, aber nicht ausblieb. Wirde ein
direkter Zusammenhang zwischen der Caspase-induzierten Apoptose und der DALIS-
Bildung bestehen, wéare zu erwarten gewesen, dass durch die Inhibition der Caspasen
die DALIS-Bildung unterbunden wird. Somit kommt es zur Aggregation der Proteine in
vitalen Zellen und nicht zur Einleitung der Apoptose.

Interessant ist der Aspekt, dass die Inhibition der proinflammatorischen Caspase-1
einer stark verminderten DALIS-Bildung in Zellen fiihrte. Zwar bildeten noch ca. 80 %
der Zellen DALIS, jedoch zum Grof3teil nur ein Aggregat pro Zelle, welches deutlich
vergrolBert war (> 5 um). Caspase-1 ist eine proinflammatorische Caspase, welche
nicht primér mit apoptotischen Prozessen zusammenhangt'®. Ist sie inhibiert, kénnen
die Zymogene der inflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-18 nicht geschnitten und
somit aktiviert werden'®. Ein weiterer Aspekt konnte die Pyroptose, oder Nekrose sein.
Hierbei handelt es sich um Formen des programmierten Zelltodes, die sich von der
Apoptose dahingehend unterscheiden, dass Caspase-1 von Néten ist**°. Somit kénnte
es sein, dass die DALIS-Bildung zwar nicht mit der Apoptose zusammenhéangt, aber
mit anderen Formen des programmierten Zelltodes. Um diesen Zusammenhang zu

klaren, sind allerdings noch weitere Untersuchungen notwendig.

147



Diskussion

4.2.3 Mechanismen der DALIS-Bildung und damit verbundene Proteine

Die Proteine, die in DALIS vorkommen, sind weitestgehend unbekannt. Es konnte
jedoch nachgewiesen werden, dass Enzyme des Ubiquitin-Systems in DALIS
vorkommen. Sowohl E1, E2, als auch die E3-Ligase CHIP konnten in DALIS
nachgewiesen werden’’, kiirzlich auch das Protein BAG-1%%. Dies lasst auf den bereits
erwdhnten Zusammenhang der Chaperonmaschinerie und Antigenprozessierung in
DALIS schliel3en.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bildung von DALIS durch Inhibition
der PI-3 Kinasekaskade beeinflusst ist. Dabei muss allerdings beachtet werden, dass
viele Inhibitoren nicht nur ihr Zielprotein inhibieren, sondern auch auf andere Proteine
inhibitorische Effekte ausiben kénnen. Des Weiteren ist es madglich, dass ein
alternativer Signalweg eingeschlagen wird, wenn die einzelnen Mitglieder der PI-3
Kinase-Kaskade inhibiert werden und es somit trotzdem noch teilweise zur Bildung von
DALIS kam, wenn auch vermindert. Die aussagekraftigste Methode, bestimmte
Proteine in DALIS nachzuweisen, und deren Rolle zu evaluieren, wéare eine
massenspekirometrische Analyse. Allerdings war es bis zur Fertigstellung der
Experimente nicht méglich DALIS gezielt aufzureinigen. Es war zwar nachgewiesen
worden, dass es sich um tritonunldsliche Strukturen handelt und diese sich somit von
den meisten in Triton l6slichen polyubiquitinierten Aggregaten trennen lassen,
allerdings kénnen DALIS durch diese Methode nicht rein isoliert werden. Mittlerweile ist
es gelungen, DALIS-haltige Fraktionen durch einen diskontinuierlichen
Sucrosegradienten anzureinigen und DALIS mittels eines ,Filter-Trap® Tests spezifisch
aufzureinigen®. Bei dieser Methode werden die Proteinaggregate auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Schon vorher konnten durch diese Methode
erfolgreich aggregierte Proteine von nicht aggregierten Proteinen getrennt

werden?2%:221

. Mit dieser Methode sollte es moglich sein einzelne Komponenten der
DALIS massenspektrometrisch zu analysieren. Kurzlich konnte u.a. durch
Kolokalisation in DALIS gezeigt werden, dass in murinen Makrophagen und BMDCs
sowohl die E3-Ligase CHIP, als auch das Ubiquitin-Domé&nenprotein BAG-1 fur die
DALIS-Bildung notwendig sind®. Demnach gibt es eine sogenannte friilhe Phase
(Aggregationsphase) in der die Ubiquitinligaseaktivitat von CHIP unter der Kontrolle
des CHIP-Inhibitors HspBP1 steht. Zu diesem Zeitpunkt wird der Inhibitor verstarkt
exprimiert, danach geht die Expression zurtick und zugleich werden vermehrt Antigene
prozessiert und prasentiert. Die Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass in der
spaten Phase (Prasentationsphase) das stressinduzierbare Hsp70 zusammen mit den
degradationsstimulierenden Ko-Chaperonen BAG-1 und BAG-3 induziert werden.
Durch das Zusammenspiel der Ko-Chaperone mit CHIP und dem Autophagie
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Ubiquitin-Adaptermolekil p62 werden die DALIS-Strukturen aufgeldst. Dieses
geschieht nach Kettern Gber den Weg, der durch Chaperone unterstitzten selektiven
Autophagie (kurz CASA, vom engl. chaperone-assisted selective autophagy)®. Somit
konnte gezeigt werden, dass diese Zellen durch Adaption des Ko-Chaperonnetzwerkes
in der Lage sind, die Aggregation und somit auch Antigenprozessierung und
Prasentation gezielt zu steuern. Abbildung 58 zeigt die nach heutigem Wissensstand
gultige Zusammenfassung der beteiligten Komponenten an der DALIS-Bildung-, und

Auflésung.
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Reguliert durch HspBP1 Viel BAG-1 und BAG-3

BAG-3 Rekrutierung in DALIS

Abbildung 58: Das Hsc/Hsp70 Ko-Chaperon Netzwerk kontrolliert wéhrend der
Reifung von BMDCs und Makrophagen die DALIS-Bildung®

Die frthe Phase (Aggregationsphase) der Immunzellreifung ist durch die Bildung von DALIS
gekennzeichnet und Hsc/Hsp70 bindet die neu translatierten DRiPs. Die Rekrutierung von CHIP
fihrt zur Ubiquitinylierung der DRIiPs, wodurch sie in DALIS eingebaut werden. Die
Ubiquitinylierung wird durch den CHIP-Inhibitor HspBP1 reguliert. Des Weiteren wird BAG-1 zur
DALIS-Bildung benétigt. In der spaten Phase (Prasentationsphase) werden die DALIS abgebaut
und es kommt zur Antigenprdsentation. Die Phase ist durch abnehmende HspBP1
Konzentrationen gekennzeichnet, hingegen werden Hsp70, BAG-1 und BAG-3 induziert. Durch
diesen Wechsel werden die DRIiPs prozessiert und prasentiert. Durch die Aktivitat von BAG-3
und p62 werden die DALIS durch Chaperon-unterstlitzte selektive Autophagie aufgeltst.
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V. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte ein Protokoll etabliert werden, wodurch sich LysN aus
Einschlusskoérperchen isolieren und durch IMAC in mg-Dimensionen aufreinigen lasst.
Durch Zurickfaltung des Proteins in seine native Struktur konnte die Aktivitat wieder
hergestellt werden, was durch den Verdau von Testproteinen, sowie Zelllysat durch
SDS-PAGE gezeigt werden konnte. Die massenspektrometrische Analyse eines
proteolytischen BSA-Verdaus durch aufgereinigtes LysN zeigte weiterhin, dass die
Spezifitat fur Lysine sogar die von kommerziell erworbenem LysN um mehr als 30 %
Uberschritt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Enzym in Gegenwart von
denaturierenden Agenzien (bis zu 5 M Harnstoff) unverminderte Aktivitat besitzt und in
einem pH-Bereich von 5,0-10,0 enzymatisch aktiv ist. Darliber hinaus konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass LysN durch DTT inhibiert wird. Zusétzlich konnte in der
vorliegenden Arbeit eine Mutante von LysN generiert werden, die an
Aminoséaureposition 157 an Stelle von Glu (E) eine Asp (D) tragt. Die Spezifitat dieser
LysNope1s70-Mutante anderte sich dahingehend, dass neben Lys auch Arg erkannt und
N-terminal von der As hydrolysiert wird. Durch SDS-PAGE wurde bewiesen, dass die
mutierte Protease, wie auch der Wildtyp in der Lage war Testproteine, wie auch
Zelllysat zu verdauen. Ferner konnte in MS-Analysen der verdauten Testproteine
gezeigt werden, dass die mutierte Form neben Lys (K) ebenfalls Arg (R) erkennt und
N-terminal von diesem schneidet. Allerdings gibt es noch eine deutliche Praferenz fur
Lys gegenuber Arg. Weitere Versuche sind notwendig um die Spezifitat fur Arg weiter
zu erhohen, beispielsweise Modifikationen der Verdaubedingungen, oder weitere
Punktmutationen einzelner Nukleotide die zu anderen Aminosduren innerhalb des
S1’Bindetasche (Substratbindungsstelle) des Enzyms fiihren und so die Spezifitat fir
Arg erhdhen kdnnten. Bis zur Fertigstellung dieser Arbeit waren diese Versuche jedoch
noch nicht abgeschlossen. Dennoch lassen sich LysNy, und auch LySNgpieis7o flr
proteolytische Verdaus einsetzten, vor allem die biochemischen und physikalischen
Eigenschaften machen sie hierfur besonders interessant. Durch die Etablierung des
Protokolls ist es moglich, dass rekombinante Protein in ausreichender Menge zu
isolieren, was sich bis dato als noch immer schwierig herausgestellt hat, weshlab es
nur kostenspielig zu erwerben war. Vor allem durch die Generierung der mutierten
Protease kann das Repertoire der bekannten Proteasen fir proteolytische Verdaus
erganzt werden, wodurch ein weiterer Schritt in der Proteomik gemacht werden kann.
Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit den Mechanismen DALIS-Bildung in
BMDCs und Makrophagen.
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Zusammenfassung

DALIS sind polyubiquitinylierte, transiente Protein-Aggregate, die teilweise aus DRIiPs
bestehen und deren Bildung eng an die Aktivierung der Zelle geknipft ist. Nach
heutigem Verstandnis geht man davon aus, dass sie als eine Art Antigendepot
fungieren, die es dendritischen Zellen und Makrophagen ermdglichen in einem
verlangerten Zeitraum auf diese Peptide zuzugreifen, sie zu prozessieren und diese in
Kombination mit MHC-Molekilen auf ihrer Zelloberflache als Antigen zu prasentieren.
In dieser Arbeit konnten die Mechanismen der Formierung von DALIS teilweise geklart
werden. Zunachst konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition einzelner Mitglieder
der LPS-induzierten Signaltransduktionskaskade die Bildung von DALIS nicht nur in
BMDCs, sondern auch in Makrophagen vermindert wurde, oder fast komplett ausblieb.
Dieses umfasste sowohl die PI-3 Kinase, Akt als auch mTOR. Vor allem die Inhibition
von Akt fuhrte dazu, dass nur noch 10 % der Zellen DALIS ausbilden konnten.
Zusatzlich konnte die These, das DALIS gebildet werden, wenn die Zelle durch
Uberstimulation apoptotisch wird, widerlegt werden. Wurden die Apoptose-
Initiatorcaspase 8 und die Apoptose-Effektorcaspase 3 inhibiert, hatte diesnur einen
geringen Effekt auf die Bildung von DALIS, was bedeutet, dass die Zellen im Zuge der
DALIS-Bildung vital sind. Allerdings konnte erstmals gezeigt werden, dass die Inhibition
der inflammatorischen Caspase-1 einen starken Effekt sowohl auf die Bildung, als auch
auf die Morphologie von DALIS hat. In diesem Zusammenhang muss die Rolle der
DALIS-Bildung im Zuge der Pyroptose, einer weiteren Form des programmierten
Zelltodes, analysiert werden. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnten neue
Erkenntnisse bezuglich der Bildung von DALIS und deren Rolle wahrend der

Entstehung einer Immunantwort geklart werden.
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VI. Abklrzungsverzeichnis

In das Abkurzungsverzeichnis wurden keine Sl-Einheiten, oder Abkirzungen die im
Duden zu finden sind, aufgenommen. Ferner wurden der Einbuchstabencode und der

Dreibuchstabencode die in der Arbeit verwendet wurden hier nicht berticksichtigt.

a anti

AS Aminosaure(n)

ACN Acetonitril

ADH Alkohol-Dehydrogenase

Ak Antikorper

Amp Ampicillin

APC Antigen Presenting Cell, Antigenprasentierende Zelle
APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BMDCs bone marrow derived dendritic cells

betali Immunoproteasom-Untereinheit beta 1i
beta2i Immunoproteasom-Untereinheit beta 2i
betabi Immunoproteasom-Untereinheit beta 5i
beta5t Thymoproteasom-Untereinheit beta 5t

BSA Bovine serum albumin

CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA

C-terminal Carboxy-terminal

Cy7 Cyanfarbstoff

Da Dalton

DALIS dendritic aggresome-like induced structures
DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DC (s) dendritische Zelle(n) (vom engl. dendritic cell)
DDA Data Directed Acquisition

DMEM Dulbecco “s Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic Acid; Desoxyribonukleinsaure
DRIiPs defective ribosomal product

DTT Dithiothreitol

EBV Eppstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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et al.
eGFP
ER

ESI
ESI-Q-TOF
EtOH

FA

FCS
FITC
FPLC
FSC
GFP
GM-CSF
G418
HABA
HCI
HPLC

HsPO,
HRP

LB-Medium
LC/MS
LPS

m

MALDI

MCS
MeOH
MEP

und andere

enhanced Green Fluorescent Protein
endoplasmatisches Retikulum

Electrospray lonisation

Electrospray ionization quadrupole time of flight
Ethanol

formic acid; Ameisensaure

fetal calf serum; fetales Kélberserum
Fluorescein-Isothiocyanat

fast performance liquid chromatography
forward scatter

green fluorescent protein

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Geneticin

2’ -(4-Hydroxyphenyl)-azo-benzoesaure
Hydrogenchlorid/Salzsaure

High Performance Liquid Chromatography;
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Phosphorsaure

Horseradish Peroxidase; Meerrettich-Peroxidase
lodacetamid

Immunglobulin

Interleukin

Interferon-y

Isopropylthiogalaktosid

Kanamycin

Kilo Dalton

lysogeny broth medium

Liquid chromatography / mass spectrometry
Lipopolysaccharid

murin

Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation; Matrix-
unterstutzte Laser-Desorption-lonisation
Multiple Cloning Site, multiple Klonierungsstelle
Methanol

Metalloendopeptidase
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MHC

MRNA
MS
MS/MS
MW
NaCl
Naz;VO,
NH;HCO;
N-terminal
oD
OVA
PAGE
PBS
PCR
PE
Per-CP
pfu

pH

Pl

Pl 3-Kinase
PIS
PLGS
PMSF
ppm
pSer
PTM
PVDF
REN
RNA
RP

RT
SDS
SSC

TBS/T
TCR
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Major Histocompatibility Complex;
Haupthistokompatibilitatskomplex
messenger-RNA,; Boten-RNA
Massenspektrometrie

Tandem Massenspektrometrie
molecular weight; Molekulargewicht
Natriumchlorid

Natrium Orthovanadat
Ammonium Hydrogencarbonat
Amino-terminal

optische Dichte

Ovalbumin
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein-Complex

plague forming unit, Plaque-formierende Einheit
Potentia Hydrogenii

Propidiumiodid

Phosphoinositid-3-Kinasen

precursor ion scanning; Vorlaufer-lonen-Analyse
ProteinLynx Global Server
Phenylmethylsulfonylfluorid

parts per million

Phosphoserin

Post-translationale Modifikation
Polyvinylidenfluorid

Restriktionsendonuklease

ribonucleic acid; Ribonukleinsaure

reversed phase; Umkehrphase
Raumtemperatur

Sodium dodecyl sulphate; Natriumdodecylsulfat
sideward scatter

annealing temperature

Tris buffered saline / Tween

T-cell receptor, T-Zellrezeptor
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TEMED
Tfb
TierSchG
Tm
TM10%
TOF
Trp

U

Ub

U.N.

Us

wt
X-Gal

N, N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin
Transformation Buffer; Tansformationspuffer
Tierschutzgesetz

melting temperature; Schmelztemperatur
Test Medium 10%

Time of Flight

Trypsin

unit(s)

Ubiquitin

tber Nacht

Uberstand

Wildtyp

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
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