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Einleitung 1

1 Einleitung

Hochspezifische Proteasen sind Enzyme mit regulatorischen Funktionen. Sie stellen wichtige
Schaltstellen bei der Signalweiterleitung in physiologischen Prozessen dar. Im Vergleich zu
Verdauungsenzymen wie Trypsin oder Chymotrypsin verfiigen die hochspezifischen
Proteasen iiber eine hohe Substratspezifitit. Es erfolgt kein unspezifischer katabolischer
Abbau des Zielproteines, sondern es werden gezielt einzelne Peptidbindungen hydrolysiert.
Dieser Vorgang, limitierte Proteolyse genannt, ist ein wichtiges Funktionsprinzip im
gesamten Organismenreich, um bioaktive Proteine wie z.B. Proteasen, Zytokine und
Neuropeptide zu modulieren, aktivieren oder inaktivieren. Eine wichtige Voraussetzung der
limitierten Proteolyse ist die spezifische Erkennungssequenz an Schliisselstellen der
Substrate. Neuropeptide wie Substanz P, Arg-Vasopressin, TRH und NPY haben an
Schliisselstellen ihrer Proteinsequenz die Iminosédure Prolin (Ekman et al. 1996) (Ansorge und
Schon 1987). Prolin kommt auf Grund seiner zyklischen Struktur eine Sonderstellung
innerhalb der 20 biogenen Aminosiuren zu. Die Iminosdure Prolin limitiert die Rotation um
das Peptidriickrat und fiihrt so zu einer Fixierung der Peptidkette (Yaron und Naider 1993;
Crawford et al. 1973). Andererseits kommt es zur Bildung von cis-, als auch trans-
Imidbindungen vor dem Prolin (Creighton 1978; Rees et al. 1981). AuBlerdem besitzt Prolin
keine funktionellen Gruppen zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bzw. zur
Resonanzstabilisierung der Peptidbindung. Dadurch ist Prolin in besonderer Weise an der
Ausbildung von o-Helix- bzw. B-Faltblattstrukturen beteiligt. Diese Besonderheiten
beeinflussen die Struktur und schiitzen prolinhaltige bioaktive Peptide vor dem katabolischen
Abbau (Yaron 1987; Mentlein 1988).

Prolin-spezifische Proteasen im engeren Sinne sind in der Lage, Peptidbindungen C-terminal
vom Prolin zu hydrolysieren. Sie stellen eine eigene Klasse von Serinproteasen dar und
werden im Clan SC zusammengefaflt (Rawlings et al. 1991). Im Unterschied zu den
Serinproteasen Trypsin und Chymotrypsin ist die im C-terminalen Bereich befindliche
katalytische Triade in der Reihenfolge Serin-Histidin-Asparagin angeordnet (Rennex et al.
1991; Polgar 1992). Als post-Prolin-spaltende Endopeptidase wird Prolylendopeptidase
innerhalb des Clans SC der Familie S9a zugeordnet. In der aktuellen Literatur wird fiir PEP
eine Beteiligung an psychischen und neurodegenerativen Erkrankungen, sowie an Lern- und
Gedédchtnisprozessen diskutiert. Die molekularen Mechanismen dafiir, einschlieBlich der

endogenen Substrate, sind unaufgeklrt.
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1.1 Prolylendopeptidase — Vorkommen, Struktur, Substratspezifitiit und
biologische Relevanz

Prolylendopeptidase (PEP, EC 3.4.21.26) wurde erstmalig 1971 von Walter et. al. aus dem
humanen Uterus isoliert und als ein Oxytocin abbauendes Enzym beschrieben. Bis dato
wurden homologe Prolylendopeptidasen in einer Vielzahl von Organismengruppen wie
Sdugern, Pilzen, Insekten und Bakterien beschrieben (Rennex et al. 1991; Diefenthal et al.
1993; Yoshimoto et al. 1997; Ohtsuki et al. 1997). PEP ist in Sdugern ubiquitir verteilt (Kato
et al. 1980) und konnte z.B. in Muskel-, Nieren-, Hoden-, Lungen- und Gehirngewebsproben
nachgewiesen werden (Goossens et al. 1996; Irazusta et al. 2002). Im Gehirn wurden die
hochsten Aktivititen gemessen, speziell in der GroBhirnrinde und im Neostriatum (Irazusta et
al. 2002; Mentlein et al. 1990; Gallegos et al. 1999). Zur subzelluldren Lokalisation existieren
in der aktuellen Literatur unterschiedliche Angaben. Auf Grund von Aktivitdtsmessungen und
Immunfluoreszenz-Untersuchungen wurde PEP als zytosolisches (Dresdner et al. 1982),
nukledres (Ishino et al. 1998), synaptosomales (O'Leary et al. 1996) sowie als extrazelluldres
Protein (Goossens et al. 1992) beschrieben. Die Aminosduresequenz deutet allerdings auf eine
ausschlieBlich intrazelluldre Lokalisation. Fiir die Existenz weiterer alternativ gespleifiten
mRNA-Varianten gibt es keine Hinweise, weder in der aktuellen Literatur, noch in den
verfligbaren cDNA-Datenbanken. Weiterhin kdnnen in humanem Genom keine homologen
PEP-Proteine identifiziert werden. Humane PEP besteht aus insgesamt 710 Aminosduren mit
einem Gesamtmolekulargewicht von ca. 80 kD (Rennex et al. 1991). In der
Rontgenkristallstruktur ~ konnten zwei strukturell bzw. funktionell diskrete Domédnen
identifiziert werden (Abb. 1A) (Fulop et al. 1998).
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Abb. 1 Strukturmodell von Prolylendopeptidase.

A) Frontalansicht des gesamten PEP-Molekiiles. B) Aufsicht auf die Propeller-Doméne mit den 7
»Propellerbléttern und dem in der Mitte befindlichen zentralen Kanal. [Abbildung aus Fiilop et al.,
1998]
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Der C-Terminus bildet die Doméne mit der katalytischen Triade, welche fiir die
Enzymaktivitit verantwortlich ist. Der N-terminale Teil des Proteins bildet eine 7-bléttrige -
Propeller-Struktur. Die 7 ,,Propellerblitter formen einen zentralen Kanal, der direkt zum
katalytischen Zentrum fiihrt (Abb. 1B). Auf Grund des Kanals und der Anordung zur
katalytischen Domédne wird postuliert, da3 die Propeller-Doméne als ,,Zugangsfilter” fiir
Substrate zum katalytischen Zentrum fungiert (Fulop et al. 2000). Die Struktur des Propellers
ist im Gegensatz zu anderen Proteinen, wie der B-Untereinheit von G-Proteinen oder der
Kollagenase, auf Grund fehlender Wasserstoff- und Disulfidbriickenbindungen nicht starr
geschlossen, sondern flexibel. Der dadurch in seinem Durchmesser verdnderbare zentrale
Kanal konnte somit Substrate nach ihrer MolekiilgroBe selektieren. Die Funktion der
,Propeller-Doméne* als aufgesetztes Selektionsmodul fiir die katalytische Aktivitit konnte
mit Hilfe von gerichteten Mutageneseexperimenten nachgewiesen werden. Der Austausch
von Aminosduren in der Propellerstruktur und der damit induzierten Ausbildung von
Disulfidbriickenbindungen zwischen den ,,Propellerblittern* fiihrt zu einer Reduzierung bzw.
zum vollstindigen Verlust der Aktivitdt von PEP (Fulop et al. 2000). In in vitro-Versuchen
konnte gezeigt werden, dal PEP vornehmlich Peptide mit bis zu 30 Aminosduren hydrolysiert
(Camargo et al. 1984; Taylor et al. 1980; Moriyama et al. 1988; Vanhoof et al. 1995;
Cunningham und O'Connor 1997). Eine Hydrolyse hohermolekularer Substrate kann aber
nicht ausgeschlossen werden. Es ist grundsétzlich moglich, dal lange Peptide ohne bzw. mit
leicht aufzufaltender Sekundirstruktur N-terminal durch den zentralen Kanal an die S;-
Position gelangen konnen. So konnte in vivo nachgewiesen werden, dafl das 40 kDa grof3e
p40-Phox-Protein durch PEP Prolin-spezifisch hydrolysiert wird (Hasebe et al. 2001).
Interessant ist, da3 dieses Protein eine alternative Spleiflvariante darstellt und dadurch eine
veranderte  Sekundérstruktur hat. Moglicherweise erkennt PEP falsch gefaltene
Proteinmolekiile und ist an ihrem spezifischen Abbau beteiligt. Mit Ausnahme des Proteines
p40-Phox gibt es keine in vivo-Untersuchungen, in denen physiologische Substrate von PEP
nachgewiesen wurden. Im Gegensatz dazu konnte in einer Vielzahl von in vitro-

Untersuchungen gezeigt werden, dal PEP Neuropeptide Prolin-spezifisch hydrolysiert (Tab.
1).

Tab. 1 Von Prolylendopeptidase inaktivierte Neuropeptide.
Die PEP-vermittelte Hydrolyse der Peptidbindung erfolgt zwischen den hervorgehobenen Aminoséuren.

[Auszug aus Cunningham und O'Connor, 1997]

Neuropeptid Aminosiuresequenz Referenz
Angiotensin I (Ang I) D-R-V-Y-I-H-P-F-H-L (Morivama et al. 1988)
Bradykinin (BK) R-P-P-G-F-S-P-F-R (Greene et al. 1982)
Substanz P (SP) R-P-L-P-Q-Q-F-F-G-L-M (Moriyama et al. 1988)
Neurotensin (NT) pQ-L-Y-Q-N-L-P-R-R-P-Y-I-L (Camargo et al. 1984)
Luliberin (LH-RH) pQ-H-W-S-Y-G-L-R-P-G-NH, (Mendez et al. 1990)
Vasopressin (AVP) C-Y-F-Q-N-C-P-R-G (Moriyama et al. 1988)
Oxytocin (OT) C-Y-I-Q-N-C-P-L-G-NH, (Walter et al. 1971)
Thyroliberin (TRF) pQ-H-P-NH, (Griffiths et al. 1982)
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Im Gegensatz zur Struktur, zum katalytischen Mechanismus und zur Substratspezifitit
(Tab.1) (Fulop et al. 1998; Polgar et al. 1993; Polgar 1991; Welches et al. 1993) ist die
physiologische Funktion von PEP noch weitgehend unklar. Aktuelle Untersuchungen basieren
auf spezifische PEP-Inhibitoren, oder dem Nachweis verdnderter PEP-Aktivititen in
verschiedenen Krankheitsbildern (Tab. 2). Es konnte gezeigt werden, dall die PEP-Aktivitét
bei Patienten mit psychischen und neurodegenerativen Erkrankungen (Tab. 2A) gegeniiber
den jeweiligen Kontrollgruppen erhoht bzw. erniedrigt ist. Die Erniedrigung der Aktivitit bei
einer Anzahl von Erkrankungen wie AD, PD, HD und LBK weist darauf hin, da PEP an
generellen neurodegenerativen Prozessen beteiligt ist (Mantle et al. 1996). Interessant ist, daf3
eine erhohte PEP-Aktivitit im Serum durch die Gabe des Stimmungsstabilisators
Valproinsdure und des Antidepressivums Fluoxetin auf das urspriingliche Niveau abgesenkt
werden kann (Maes et al. 1995).

Zur Hemmung der hydrolytischen Aktivitit von PEP existieren eine Anzahl von spezifischen
Inhibitoren (Demuth et al. 1993; Barelli et al. 1999; Goossens et al. 1997) (Tezuka et al. 1999;
Aoyagi et al. 1991; Ohmori et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, daB mit Hilfe von
PEP-Inhibitoren

Gedéchtnisprozesse beeinflult werden konnen (Tab. 2B).

spezifischen neurodegenerative  Erkrankungen, sowie Lern- und

Tab. 2 Zusammenhang zwischen Prolylendopeptidase-Aktivitit und physiologischen bzw.
pathophysiologischen Prozessen (Auswahl).

Tabelle A: Veranderte PEP-Aktivitdten bei psychischen und neurodegenerativen Erkrankungen

Krankheitsbild AKktivitit Probenmaterial Referenz
majore Depression erniedrigt | humanes Serum (Maes et al. 1994)
manische Depression erhoht humanes Serum (Maes et al. 1995)
Schizophrenie
Chorea Huntington erniedrigt | humanes Gehirngewebe | (Pittaway et al. 1984)
Alzheimersche erhoht humanes Gehirngewebe | (Aoyagi et al. 1990)
Erkrankung
LBK, AD, PD, HD erniedrigt | humanes Gehirngewebe |(Mantle et al. 1996)

Tabelle B: Neuroprotektive und neurotrophe Effekte von PEP-Inhibitoren

Inhibitor Effekt Modellorganismus Referenz
Eurystatin |revertiert Scopolamin- Ratte (Kamei et al. 1992)
Aund B |induzierte Amnesie
Y-29794 |Reduziert die Bildung von | Maus (Kato et al. 1997)

Amyloidplaques im
SAM-Modellsystem
ONO- verzogert die Alters- Primérkultur neuronaler | (Katsube et al. 1999)
1603 induzierte Apoptose von | Zellen der Ratte
Neuronen
S 17092 |verbessert die kognitiven | Langschwanzmakaken |(Schneider et al. 2002)
Fahigkeiten bei MPTP- oder Javaneraffe
induziertem
Parkinsonismus
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So konnten z.B. mittels dem Inhibitor ONO-1603 die gleichen neuroprotektiven und
neurotrophen Wirkungen erzielt werden, wie mit dem AD-Antidemenzwirkstoff
Tetrahydroaminoacridin (THA) (Katsube et al. 1996). Weiterhin wurde nachgewiesen, dal3
die y-Secretase-spezifische Prozessierung von APP und die Bildung von Amyloidplaques
durch PEP-Inhibitoren gehemmt bzw. verringert wird (Kato et al. 1997; Shinoda et al. 1997).
Hinsichtlich von Lern- und Gedéchtnisprozessen konnen mit Hilfe von PEP-Inhibitoren
Gedéichtnisstorungen, die z.B. durch Scopolamin oder Elektroschock induziert wurden,
teilweise oder vollstindig revertiert werden (Y oshimoto et al. 1987; Nanri und Kaneto 1987).
Dabei konnte teilweise eine Konzentrationserhohung von Neuropeptiden wie SP, AVP und
LRH in verschiedenen Gehirnregionen von Inhibitor-behandelten Versuchstieren
nachgewiesen werden (Shinoda et al. 1999; Miura et al. 1995; Atack et al. 1991; Nakajima et
al. 1992). Fiir den eventuellen Einsatz als ,kognitive Verstirker werden PEP-Inhibitoren
bereits in klinischen Studien der Phase 1 getestet (Morain et al. 2000; Umemura et al. 1999;
Umemura et al. 1997).

Allerdings sind die molekularen Mechanismen fiir den EinfluB von PEP auf die oben

erwihnten Prozesse vollstdndig ungeklart.

1.2 Aufgabenstellung

Es ist bekannt, daB im Gehirn von Sdugern hohe Konzentrationen an PEP vorkommen.
Obwohl in einer Anzahl von Untersuchungen nachgewiesen werden konnte, dafl PEP-
Inhibitoren neuronale Prozesse beeinflussen, ist die physiologische Funktion von PEP
weiterhin unklar. Zum einen sind die verantwortlichen molekularen Mechanismen nicht
bekannt. Zum anderen gibt es unterschiedliche Daten zur Lokalisation, die die vorgeschlagene
Funktion von PEP als Neuropeptid-abbauende Protease in Frage stellen. Auf Grund dessen
sollten in dieser Arbeit die molekularen Mechanismen sowie die exakte Lokalisation von PEP

untersucht werden, um neue Hinweise fiir die physiologische Funktion von PEP zu erhalten.

Die Lokalisation ist von entscheidender Bedeutung fiir die physiologische Funktion. Daher
sollten in humanen neuronalen und glialen Zellinien sowie im Gehirn der Wanderratte, Rattus
norvegicus, die exakte subzellulire bzw. regionale Verteilung von PEP untersucht werden. Im
Gegensatz zu allen anderen Untersuchungen sollte die Lokalisation von PEP parallel mit Hilfe
von Westernblot-Analysen, der Bestimmung und Charakterisierung von post-Prolin-
spaltenden Aktivititen und mit Immunfluoreszenzmarkierungen ermittelt werden. Dafiir war
unter anderem die Etablierung eines neuen monoklonalen Antikorpers fiir die

immunzytologischen Untersuchungen notwendig.
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Fiir eine Beteiligung am Abbau von Neuropeptiden miiite PEP extrazelluldr lokalisiert sein.
Deshalb  sollten extrazelluldre Fliissigkeiten wie humanes Serum, Liquor und
Zellkulturiiberstand hinsichtlich moglicher post-Prolin-spaltenden Aktivititen charakterisiert

werden.

Um neue Anhaltspunkte fiir die molekularen Interaktionen von PEP zu erhalten, sollte die
Untersuchung des Einflusses von PEP auf die Zellmorphologie und Zellvitalitit erfolgen.
Dafiir sollte zum einen nicht nur die Aktivitidt mittels spezifischer Inhibitoren gehemmt
werden, sondern es sollte auch mit Hilfe von anti-sense-Zellinien die Expression von PEP
reduziert werden. Fiir die Durchfithrung dieser Untersuchungen sollten Zellinien ermittelt
werden, die eine hohe Expression und Aktivitit an PEP zeigen. Zum anderen sollte untersucht
werden, welchen EinfluB eine Erhdhung von PEP hat. Dafiir sollten EGFP-Fusionsproteine

generiert, und anschlieend die ektopische Expression in humanen Zellinien erfolgen.

Der Abbau von Neuropeptiden bedeutet, daB PEP an der Regulation von Signalkaskaden
beteiligt ist (Defea et al. 2000). Die Regulation von Signalkaskaden erfolgt aber auch durch
intrazelluldare Signalmolekiile wie die ,,second messenger” Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)
und Adenosin-3",5-monophosphat (cAMP) (Berridge 1993; Bhat 1995; Feldkamp et al.
1997). Deshalb sollte der intrazelluldre EinfluB von PEP auf die Adenylat-Cyclase-Kaskade
und die Phosphoinositid-Kaskade untersucht werden. Fiir die Untersuchung der Adenylat-
Cyclase-Kaskade war es notwendig, eine transgene humane Zellinie zu etablieren, in der die
Expression des EGFP-Proteines unter der Kontrolle des Enhancer-Elementes CRE steht. Fiir
die Untersuchung der Phosphoinositid-Kaskade sollten neben spezifischen PEP-Inhibitoren

auch anti-sense-Zellinien verwendet werden.



Material und Methoden

2 Geriite, Materialien und Methoden

2.1 Geriate

Gerit

Hersteller/Anbieter

Blotting-Apparatur TRANS-BLOT 5D
CCD-Kamera Spot RT SLIDER
COs-Inkubator MCO-17Al1
Dampfsterilisator Varioklav
DNA-Gelelektrophorese GEB1A-UVT
Dounce-Homogenisator 7ml
Eismaschine ZBE 30-10

Feinwaage A120S-D1
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100
FPLC-System

Gasbrenner Gasprofi 1

Gefriertruhe ECC-2080-5
Gelelektrophorese-System Mini-Protean 11
Inkubationsschrank B6 FUNCTION line
Kreischiittler GFL 3005

Kryobehiélter GT35 und ARPEGE40
Laserscanning-Mikroskop LSMS510
Magnetriihrer MR3000

Mikromorser

Mikroskopkamera MC80DX

Millipore Modell 8003 (Ultrafiltration)
PCR-Gerédt PCR Sprint

pH-Meter

Photometer SmartSpec 3000
Plattenreader HTS 7000 PLUS
Plattenreader SUNRISE
Reinstwasseranlage PURELAB Plus UV
Schiittelinkubator KS-15/TH-15 und SM-
30/TH-30

Scintillator TRI-CARB 2100ZR
Sicherheitswerkbank KR-125 SAFETY
Sonifikator Sonopuls SH70G
Spektralfluorimeter SFM 25
Stromversorgungsgerit POWER-PAC 200
und 300

Tischzentrifuge Biofuge pico
Ultrazentrifuge Optima Max
UV-System

Vortex 2 Genie

Wasserbad DC10

Wasserbad F25

Zentrifuge Allegra 21R und Avanti J20

BIO-RAD, Hertfordshire, UK
Visitron Systems, Puchheim
Sanyo, Gunma, Japan

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
Hybaid AGS, Heidelberg
WHEATON, Millville, USA
ZIEGRA, Isernhagen

Sartorius, Gottingen

Zeiss, Jena

Pharmacia Biotech, Erlangen
WLD-TEC, Géttingen

National Lab, M6lln

BIO-RAD, Hertfordshire, UK
Hereus, Hanau

GFL, Burgwedel

AIRLIQUIDE, Marne-la-Vallee, Frankreich
Zeiss, Jena

Heidolph, Schwabach

Roth, Karlsruhe

Zeiss, Jena

Amicon, Witten

Hybaid AGS, Heidelberg

Multilab, Berlin

BIO-RAD, Hertfordshire, UK
Perkin Elmer, Uberlingen

TECAN, Crailsheim

USF SERAL, Ransbach-Baumbach
Biihler, Tiibingen

Packard, Dreieich

KOJAIR, Vilppula, Finnland
BANDELIN, Berlin

Kontron, Neufahrn
BIO-RAD, Hertfordshire, UK

Hereus, Osterode

Beckman, Palo Alto, US

INTAS, Géttingen

Scientific Industries, Bochemia, US
HAAKE, Karlsruhe

Julabo, Seelbach

Beckman, Palo Alto, US
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe ,,z.A.“ von den

Firmen Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Zur Herstellung von wissrigen Losungen wurde Reinstwasser aus der Anlage PURELAB

PLUS UV (Fa. PURELAB) verwendet.

Die Aufzéhlung der Substanzen erfolgt in alphabetischer Reihenfolge.

Kulturmedien und Zuséitze

Produkt

Hersteller/Anbieter

Bacto-Agar

Bacto-Hefe-Extrakt

Bacto-Trypton

Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium (D-MEM,
41966029))

Dulbecco’s PBS ohne Kalzium und Magnesium
OPTIMEM 1

RPMI Medium 1640

Trypsin-Losung mit 0,05% EDTA

PFHM II Medium mit GLUTAMAX 11

Difco, Augsburg
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg
Invitrogen, Groningen, NL

Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL

Bioaktive Substanzen

Produkt Hersteller/Anbieter
(Arg®)-Vasopressin Bachem, Heidelberg
Bradykinin Calbiochem, Bad Soden
Carbachol Calbiochem, Bad Soden
Forskolin Calbiochem, Bad Soden
Ionomycin Sigma, Deisenhofen
(-)-Isoproterenol Sigma, Deisenhofen
Oxytocin Sigma, Deisenhofen
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Calbiochem, Bad Soden
rATP Sigma, Deisenhofen

(RS)-3,5 Dihydroxyphenylglycin (DHPG)
Serotonin

Tocris, Bristol, UK
Sigma, Deisenhofen

Somatostatin Sigma, Deisenhofen
Substanz P Bachem, Heidelberg
Antibiotika

Produkt Hersteller/Anbieter
Ampicillin Roth, Karlsruhe

G418 Calbiochem, Bad Soden
Gentamycin Gibco BRL, Neu Isenburg

Kanamycin

Calbiochem, Bad Soden
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Substrate und Inhibitoren

Produkt Hersteller/Anbieter
AMC (7-amino-4-methylcoumarin) Bachem, Heidelberg
AEBSF ICN, Eschwege
Bacitracin Sigma, Deisenhofen
Chymostatin Sigma, Deisenhofen
Fmoc-AlaPyrr-CN Probiodrug AG, Halle/S.
Leupeptin Sigma, Deisenhofen
Nocotazol Sigma, Deisenhofen
Pepstatin A ICN, Eschwege

Ribonuclease Inhibitor RNasin

E64 (trans-Epoxysuccinyl-leucylamido-[4-
guanidino]butan)

U73122 ({1-[6-17B-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-
17-yl)amino)hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione
Z-Gly-Pro-AMC

Z-Phe-Pro-BT

Promega, Mannheim
ICN, Eschwege

Calbiochem, Bad Soden

Bachem, Heidelberg
Probiodrug AG, Halle/S.

Primére und Sekundire Antikorper

Produkt

Hersteller/Anbieter

monoklonaler Calnexin-Antikorper
monoklonaler PDI-Antikorper

monoklonaler Tubulin-Antikérper
polyklonaler Actin-Antikorper

polyklonaler c-fos-Antikdrper (Ab-2)
polyklonaler PEP-Antikorper

polyklonaler Tubulin-Antikdrper

Ziege Anti-Kaninchen IgG FITC konjugierter
Antikoper

Ziege Anti-Kaninchen IgG Peroxidase konjugierter
Antikoper

Ziege Anti-Kaninchen IgG Rhodamin Red-X
konjugierter Antikoper

Ziege Anti-Maus IgG Peroxidase konjugierter
Antikoper

Ziege Anti-Maus IgM Peroxidase konjugierter
Antikoper

Ziege Anti-Maus IgG Rhodamin Red-X
konjugierter Antikoper

Ziege Anti-Maus IgM Rhodamin Red-X
konjugierter Antikoper

Ziege Anti-Maus IgM TRITC konjugierter
Antikoper

New England BioLab, Frankfurt/M
Stre3Gen, Victoria, CAN
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
oncogene, Darmstadt
Probiodrug AG, Halle/S.
Sigma, Deisenhofen
dianova, Hamburg
dianova, Hamburg
dianova, Hamburg
dianova, Hamburg
dianova, Hamburg
dianova, Hamburg

dianova, Hamburg

dianova, Hamburg
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Enzyme

Produkt

Hersteller/Anbieter

Alkalische Phosphatase (CIAP)

Alkalische Phosphatase (SAP)

Expand High Fidelity PCR System
M-MLYV Reverse Transkriptase

Pfu DNA-Polymerase

rekombinante humane Prolylendopeptidase
RNase H

T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Ligase

Taq DNA-Polymerase

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Probiodrug AG, Halle/S.

Promega, Mannheim

New England BioLab, Frankfurt/M
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Sonstige Chemikalien

Produkt

Hersteller/Anbieter

DTT (1,4 Dithiothreitol)

TEMED (1,2- (N,N,N’,N"-Tetramethylenediamine)
DAPI (4,6 -Diamidino-2-phenylidol)

x-Gal (5-Bromo-4-chloro-indoxyl-phosphat)
Acrylamidlosung rotiphorese Gel 30
Agarose Qualex Gold

Ammoniumpersulfat

CITIFLUOR

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Bradford Reagenz

DNA-GroBenstandard Bioladder 100 pb
DNA-GroBenstandard Bioladder 1 kb
DNA-Oligonukleotide
DNA-Oligonukleotidmix

Ethidiumbromid

fura-2 AM

Immersol 518F

IPTG (Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid)
LipofectAMIN 2000

Paraformaldehyd

Pluronic F-127

Polyfectin
Protein-Molekulargewichtsstandard MultiMark
Rontgenfilm-Entwickler
Rontgenfilm-Fixierer

Saponin

Scintillationsreagenz ULTIMA Gold XR
TRIzol-Reagenz

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Molecular Probes, Leiden, NL
Bachem, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Hybaid-AGS, Heidelberg
BIO-RAD, Hertfordshire, UK
PLANO, Wetzlar

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Hybaid-AGS, Heidelberg
Hybaid-AGS, Heidelberg
Metabion, Martinsried
Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Molecular Probes, Leiden, NL
Zeiss; Oberkochen

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Neu Isenburg
ICN, Eschwege

Molecular Probes, Leiden, NL
Biontex, Miinchen

Invitrogen, Groningen, NL
Tetanal, Norderstedt

Tetanal, Norderstedt

Sigma, Deisenhofen

Packard, Dreieich

Gibco BRL, Neu Isenburg
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Sonstige Labor-Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller/Anbieter

Autoradiographiekassette
Blutentnahmesystem S-Monovette mit
Gerinnungsaktivator

Chromatographiesdule HiTrap IgM
Deckgléser 20x20 mm

Filterpipettenspitzen

Gel-Blotting-Papier GB002
Gewebekulturflasche 25 cm? fiir Suspensionskultur
Gewebekulturflasche 25 cm? Cellstar
Gewebekulturflasche 75 cm?” Cellstar
silikonisierte Mikroreaktionsgefdf3e 2 ml
KODAK KB-Film Ektachrome EliteSelect 400
Kryordhrchen, 2 ml

Mikroreagenzgefdlle 1,5 und 2 ml
Nitrozellulose PROTRAN BAS3
Objekttrager 76x26 mm

Pasteurpipetten

PCR-Mikroreagenzgefilie 0,2 und 0,5 ml
Petrischalen d=3 c¢cm und d=9,4 cm
Pipettenspitzen 1000 pl

Pipettenspitzen 200 und 10 pl
PP-Zentrifugenréhrchen 15 und 50 ml, Gamma-
sterilisiert

Rontgenfilm XL-XPosure
Scintillationsmefflasche, 20 ml

Serologische Einmalpipetten 5, 10 und 25 ml
Standard Himozytometer
Ultrafiltrationsmembran MWCO 30000 Da
Zellkultur-Mikrotiterplatte Cellstar
Zellkulturpetrischalen d=6 und D=9,4 cm
Zellkulturschale 3001

Zentrifugenrdhrchen Quick-Seal 30 ml

Heinemann Laborfachhandel, Gottingen
Sarstedt, Niimbrecht

Pharmacia Biotech, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Hybaid AGS, Heidelberg

Schleicher & Schuell, Dassel

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
SORENSON, Salt lake City, USA
Nordphoto, Norderstedt

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Schubert Laborfachhandel, Espenhain
Schleicher & Schuell, Dassel

Roth, Karlsruhe

Schubert Laborfachhandel, Espenhain
Hybaid AGS, Heidelberg

Schubert Laborfachhandel, Espenhain
Gilson, iiber ABIMED, Langenfeld
Roth, Karlsruhe

Schubert Laborfachhandel, Espenhain

Pierce, iiber perbio Science, Bonn
Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Superior, Marienfeld

Millipore, Bedford, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

Beckmann, Palo Alto, USA

Komplett-Systeme (Kit's)

Produkt

Hersteller/Anbieter

CellTiter96 AQueous Cell Proliferation Assay
CytoTox96 Cytotoxicity Assay
D-myo-IPs-[’H] Assay

EndoFree Plasmid Maxi Kit

JETquick GelExtraktion Spin Kit

JETquick PCR Purification Kit

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit
PCR-Script Amp bzw. Cam Cloning Kit
THERMOSCRIPTTM RT-PCR Kit
Ficoll-Paque PLUS*-System

SuperSignal West Pico Chemiluminescence

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
QIAGEN, Hilden

Genomed, Oeynhausen

Genomed, Oeynhausen

Genomed, Oeynhausen

Stratagene, Cedar Creek, USA

Gibco BRL, Neu Isenburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Pierce, iiber perbio Science, Bonn
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2.2.2 Escherichia coli-Stamme

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Escherichia coli-Stimme benutzt:

Epicurian Coli XL10-Gold Kan®
Epicurian Coli XL1-Blue Amp"

JM109

(Fa. Stratagene, La Jolla USA, Kat.-Nr. 200315)
(Fa. Stratagene, La Jolla USA, Kat.-Nr. 200236)

(Fa. Promega, Mannheim, Kat.-Nr. L10019)

2.2.3 Humane Zellinien

Folgende humane Zellinien wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

Tab. 3 Auflistung der verwendeten humanen Zellinien.

12

Zellinie Zelltyp Herkunft
A-431 Vulvakarzinom 3*
A-549 Lungenkrebs 3*
BeWo Keimzelltumor 4%
CACO-2 Adenokarzinom des Dickdarms 4%
CAKI-1 Nierenkarzinom 3*
CAKI-2 Nierenkarzinom 3*
COLO-677 Bronchialkarzinom 3*
COLO-699 Bronchiales Adenokarzinom 3*
DV 145 Prostatakarzinom 3*
ECV-304 Nabelschnurkarzinom 3*
Fibro-177 Bindegewebskarzinom 3%
HEK 293 embryonales Nierenkarzinom 3*
MDA-MB-435S Mammakarzinom 3*
LN-405 Astrocytom 2* (ACC 189)
LNZ-308 Gliom 3*
PC3 Adenokarzinom der Prostata 3*
RCC 100 Nierenkarzinom 3*
T98-P31 Gliom 3*
T-Zellen, Priméarkultur 5*
SH-SYS5Y Neuroblastom 2* (ACC 209)
U-138-MG Glioblastom 2* (ACC 291)
U-343 Gliom 1*

1* Institut fiir Experimentelle Innere Medizin, Otto von Guericke Universitit, Magdeburg

2* Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
3* Dr. Riemann, D., Prof. Langner, J., Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg,

Medizinische Fakultit, Institut fiir Medizinische Immunologie
4* PD Dr. habil. Brandsch, M., Abteilung Tier. Zellkultur und Versuchstierhaltung, Bioservice

GmbH der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
5* Dr. Hoffmann, T., Probiodrug AG, Halle/S.
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224 Plasmid-Vektoren

Folgende Plasmid-Vektoren wurden in dieser Arbeit als Klonierungsvektoren bzw. als

Expressionsvektoren eingesetzt:

pPCR-Script Amp SK(+) bzw. Cam SK(+)

(Fa. Stratagene, La Jolla USA, Kat.-Nr.: 211188 bzw. 211192)

Beide Vektoren stammen vom Phagemid-Vektor pBluescript II SK(+) ab und sind besonders
fiir die Klonierung von PCR-Fragmenten geeignet. Die beiden Vektoren unterscheiden sich in
dem Vorhandensein der Resistenzgene fiir die Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol.
Durch B-Komplementierung des lacZ-Genes und Verwendung der Restriktionsendonuklease

Srf I wahrend der Ligation ist eine effiziente Selektion positiver Klone méglich.

pEGFP-N3

(Fa. Clontech, Heidelberg, Kat.-Nr.: 6080-1)

Der Vektor pEGFP-N3 ist geeignet fiir die ektopische Expression von EGFP-
Fusionsproteinen in Sdugerzellen. Die Fusion erfolgt dabei am N-Terminus des EGFP-
Proteines. Diese Technik erlaubt es, Lokalisationsstudien in vivo oder in fixierten Zellen
durchfiihren zu konnen, ohne spezifische Antikdrper verwenden zu miissen. Der Vektor
besitzt aullerdem noch zwei Resistenzgene zur Selektion in Prokaryonten (Kanamycin-

Resistenz) und zur Selektion in Sdugerzellen (G418-Resistenz).

pIRESneo

(Fa. Clontech, Heidelberg, Kat.-Nr.: 6060-1)

Der pIRESneo Vektor ist ein Expressionsvektor fiir Sdugerzellen. Er enthilt die sogenannte
»internal ribosome entry site, IRES* aus dem Encephalomyocarditis Virus (ECMV). Damit
werden von einem bicistronischen mRNA-Molekiil (2 offene Leseraster enthaltend) zwei
unabhingige Proteine synthetisiert. Auf Grund dieser Tatsache 148t sich die Expression des
Resistenzgenes (G418-Resistenz) mit der Expression des zu untersuchenden Genes koppeln.
Der Vorteil dieser Kopplung ist die effiziente Selektion von Zell-Klonen, die das gewiinschte
Protein/RNA-Molekiil in ausreichender Menge produzieren, da nur diese Klone gleichzeitig

eine ausreichende Resistenz gegeniiber dem eingesetzten Antibiotika aufweisen.

pcDNA3.1.+

(Fa. Invitrogen, Groningen, Kat.-Nr.: V790-20)

Der Vektor pcDNA3.1.+ ist ein Expressionsvektor flir Sdugerzellen. Die Expression des
inserierten Genes lduft konstitutiv unter dem CMV-Promotor ab. Der Vektor besitzt zwei
Resistenzgene zur Selektion in Prokaryonten (Kanamycin-Resistenz) und zur Selektion in

Saugerzellen (G418-Resistenz).
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pCRE-EGFP

(Holloschi, A., Hafner, 2002)

Der Vektor pCRE-EGFP wurde durch Austausch des CMV-Promotorbereiches (pEGFP-N1,
Fa. Clontech, Heidelberg, Kat.-Nr.: 6085-1) mit einer 188bp groBen CRE-
Enhancer/Promotor-Kassette hergestellt. Dadurch ist die Expression des EGFP-Proteines
induzierbar. Der Vektor eignet sich fiir Untersuchungen zur Beeinflussung der Adenylat-

Cyclase-Kaskade.

2.2.5 Murine Gewebeproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben aus Rattenhirnen (Rattus norvegicus ssp.
Vistar, ménnlich, 7-8 Wochen alt) wurden von Dr. Sokolov, M. (Arbeitsgruppe PD Dr.
Balschun, D., Leibnitz-Institut fiir Neurobiologie, Magdeburg) prépariert, schockgefroren und

im eingefrorenen Zustand an Probiodrug AG verschickt.

2.2.6 Humane Seren und Cerebrospinal-Fliissigkeiten

Die humanen Cerebrospinal-Fliissigkeiten stammen von Spendern ohne klinischen Befund
und wurden im Liquor-Labor des Universitédtsklinikums der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg pripariert ( Dr. Kornhuber, Fr. Kohler). Dazu wurden die frisch entnommenen
Liquor-Proben bei RT fiir 10 Minuten mit 1000 u/min zentrifugiert und der zellfreie
Uberstand bei —20°C gelagert.

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Seren stammen aus Frischblut-Préparationen von
Mitarbeitern der Firma Probiodrug AG.

2.2.7 Verwendete Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion
(Martinsried) synthetisiert und in lyophilisiertem Zustand verschickt (Tab. 4). Zur Herstellung
von Stammldsungen wurden die Oligonukleotide in Aqua dest. gelost. Die Konzentration
betrug generell 100 pmol/ul. Die Arbeitslosungen (20 pmol/ul) wurden durch Verdiinnung
der Stammlosungen mit Aqua dest. erhalten. Die Lagerung der Stammlosungen erfolgte bei —
80°C, die der Arbeitslosungen bei —20°C.
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Tab. 4 Verwendete Oligonukleotide.

Die hinsichtlich der chronologischen Nomenklatur fehlenden hPEP-Oligonukleotide wurden synthetisiert, aber

nicht in der vorliegenden Arbeit eingesetzt.

Oligonukleotid Nukleotidsequenz

hActin-1 5'-GGA TCC ATG GAT GAT GAT ATC GCC GC-3°

hActin-3 5'-GAT AGC AAC GTA CAT GGC -3°

EGFP-1 5°-GGA GGT CTA TAT AAG CAG AG-3°

EGFP-2 5°-CCG GTG AAC AGC TCC TCG-3"

EGFP-3 5-ATA GAA TTC TTA CTT GTA CAG CTC GTC C-3°

pcDNA-1 5°-CTA GAA GGC ACA GTC GAG-3°

pIRES-1 5'-CGA CTC ACT ATA GGG AGA C-3°

T7 5°-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3°

reverse primer 5'-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3°

hPEP-1 5'-CAT ATG CTG TCC TTC CAG TAC C-3°

hPEP-2 5'-GAA TTC CGC TGT CAG GAG GAA GCA CG-3°

hPEP-4 5'-GAA TTC TGG AAT CCA GTC GAC ATT CAG-3°

hPEP-5 5'-CAT ATG GGA ATT GAT GCT TCT GAT TAC-3"

hPEP-9 5'-GAA TCC GCT GGA ATC CAG TCG ACA TTC AG-3°

hPEP-12 5-ATC TCG AGA CCA TGC TGT CCT TCC AGT ACC-3°

hPEP-21 5"-ATA GCG GCC GCC ATG CTG TCC TTC CAG TAC-3°

hPEP-24 5-TGG AGG TGC AAA TGG AGG C-3°

hPEP-25 5-GCCTCC ATT TGC ACCTCC A-3°

2.2.8 Nomenklatur von Plasmid-Vektoren und gentechnisch verinderten
Organismen

Die Bezeichnung der hergestellten Vektoren erfolgte mit fortlaufenden Nummern in
chronologischer Reihenfolge. Auflerdem wurde generell der Zusatz ,,pIS*“ (plasmid Ingo
Schulz) verwendet. Zur Kennzeichnung der gentechnisch verdnderten Organismen wurde dem
Namen des Organismus die Bezeichnung des transfizierten Vektors beigefiigt. Die
Bezeichnung von Klonen, bei denen ein Aminosdure-Austausch vorgenommen wurde,

erfolgte nach dem Nomenklaturvorschlag von Wetzel (Wetzel et al. 1988).
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2.3 Methoden
2.3.1 Kultivierungsmethoden
2.3.1.1 Anzucht und Stammbhaltung von Escherichia coli

Alle Arbeiten zur analytischen und praparativen Anzucht von E. coli-Stimmen wurden geméf
den Protokollen von Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989 ausgefiihrt. Als Nahrmedium wurde
generell ,,LB Broth* eingesetzt. Fiir feste Nahrmedien (Agar-Platten) wurden zusitzlich 15 g
Agar pro Liter LB-Broth-Medium zugefiigt. Die Autoklavierung der Ndhrmedien erfolgte bei
121°C fiir 20 Minuten.

LB-Broth: 1.0% (w/v) Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)
0.5% (w/v) Hefeextrakt
0.5% (w/v) NaCl

Fiir die Selektion von Transformanten wurden die Antibiotika Ampicillin (Stammlésung 100
mg/ml, Endkonzentration 100 pg/ml), Chloramphenicol (Stammlosung 34 mg/ml,
Endkonzentration 34 pg/ml) und Kanamycin (Stammlosung 50 mg/ml, Endkonzentration 50
ng/ml) verwendet. Die Stammhaltung erfolgte auf Agarplatten bei 8°C fiir ca 4-8 Wochen.
Danach erfolgte der Ausstrich auf eine neue Agarplatte. Zur Herstellung von Dauerkulturen
wurden 5 ml UNK in LB-Medium angelegt und dann, mit 15 % Glycerin versetzt, zu je 200
ul bei —=70°C eingefroren.

2.3.1.2 Kultivierung und Lagerung humaner Zellinien

Die Kultivierung der einzelnen Zellinien erfolgte bei 37°C in CO,-Inkubatoren (Fa. SANYO,
Japan). Die verwendeten Medien und CO;-Konzentrationen sind in Tab.2 aufgefiihrt.
Zusatzlich wurde jedem Medium 60pg/ml Gentamycin zugesetzt. Zur Kultivierung von
adhdrenten Zellinien wurden Gewebekulturflaschen und —schalen mit verschiedenen
Abmalen verwendet (Fa. Greiner, Frickenhausen, Fa. TBB, Schweiz, Fa. Becton Dickenson,
USA). Die Ablosung adhidrenter Zellkulturen von ihrer Wachstumsunterlage erfolgte durch
die Behandlung mit einer 2,5 %igen (m/v) Trypsinlosung (Fa. Life Technologies, Karlsruhe)
flir 1 min bei RT. Nach dem Absaugen der Trypsinlosung wurden die Zellen mit dem
entsprechenden Medium bzw. mit PBS resuspendiert und in neue Kulturgefaf3e iiberfiihrt. Die
Suspensionskulturen wurden ausschlieSlich in dafiir speziell vorgesehenen Kulturflaschen

(Fa. Greiner, Frickenhausen) kultiviert. Fiir den Mediumwechsel wurden die
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Suspensionskulturen bei 600 x g fiir 10 min (RT) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellett mit neuem Medium resuspendiert.

Zur Langzeitlagerung wurden 0.5-1.0 x 10" Zellen/ml in FBS mit 10 % (v/v) DMSO
schrittweise bis zu —80°C abgekiihlt (ca. 3°C/h) und dann in fliissigem Stickstoff endgelagert.

Tab.5 Verwendete Medien und C0,-Konzentrationen fiir die Zellkultivierung.

Zellinie Medium Serum in % (v/v) CO,-Gehalt in %

U-343 D-MEM 10 5

SH-SY5Y D-MEM 5 10

LN-405 D-MEM 10 10
U-138-MG Ham's F10 10 5
LNZ-308 RPMI1640 10 5
T98p31 RPMI1640 10 5
KS-4D4D6 PFHM II Medium mit 10 5

GLUTAMAX I

2.3.1.3 Kultivierung humaner T-Lymphozyten

Die isolierten und gewaschenen T-Lymphozyten wurden in D-MEM-Medium mit 10 % (v/v)
FBS kultiviert. Die Anzahl der eingesiten Zellen je 25 cm*-Gewebekulturflasche betrug 1,5 x
107. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte im Rhythmus von 2 Tagen.

2.3.14 Kultivierung von Maus-Hybridomazellinien und Produktion monoklonaler
Antikorper

Die Kultivierung von Maus-Hybridomazellinien erfolgte in RPMI II-Medium (Fa. Gibco
BRL) unter Zugabe von 10 % (v/v) FBS im CO,-Inkubator (37°C, 5 % CO,). Die Anzahl der
eingesiten Zellen je 25 cm’-Suspensionskulturflasche (Fa. Greiner Bio ONE) betrug 1 x 10°.
Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte im Rhythmus von 2 Tagen.

Zur Gewinnung monoklonaler Antikérper wurden die Hybridomazellen (1 x 107 Zellen/ml)
fiir 48 Stunden im proteinfreien Medium PFHM II (Fa. Gibco BRL) ohne FBS kultiviert.
Nach 48 Stunden wurde das konditionierte Medium gesammelt und bei 4°C gelagert. Die
Kulturen wurden halbiert und in frischem serumhaltigem D-MEM-Medium mit 10 % (v/v)
FBS weiter kultiviert, bis wiederum eine Zelldichte von ca. 1 x 107 Zellen/ml erreicht wurde.
Dann erfolgte ein erneuter Mediumwechsel (serumfreies PFHM II) fiir 48 Stunden. Insgesamt
wurden vier solcher Medienwechsel durchgefiihrt. Die gesammelten antikorperhaltigen
Kulturiiberstdnde wurden bei 600 x g fiir 10 min (RT) zentrifugiert und zu je 500 pl-Portionen
bei -20°C gelagert.
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2.3.2 Molekularbiologische Methoden

23.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Alle verwendeten Geriite, Materialien und Lésungen wurden UN mit 0,01 % (v/v) DEPC (Fa.
Roth) behandelt und anschlieend 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Fiir die Isolierung von
Gesamt-RNA aus humanen Zellinien wurde TRIzol-Losung (Fa. Gibco BRL) verwendet.
Dabei wurden je Extraktion 1x107 Zellen nach dem detaillierten Protokoll des Herstellers
aufgearbeitet. Die erhaltene Gesamt-RNA wurde in 50 pl DEPC-behandeltem Wasser gelost.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte spektralphotometrisch in einer 70 pl-Quarzkiivette (1
Ar60nm = 40 pg/ml RNA). AuBlerdem wurde zur Kontrolle die isolierte Gesamt-RNA in

einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.3.2.2 RT-PCR

Die Konvertierung von RNA in cDNA (RT-PCR) erfolgte mittels des THERMOSCRIPTTM
RT-PCR SYSTEMS (Fa. Gibco BRL). Zur Synthese von cDNA-Pools wurde eine Mischung
aus zufillig synthetisierten Hexanukleotid-Primern (Fa. Promega) verwendet. Die
Durchfiihrung der c¢DNA-Synthese erfolgte nach den detaillierten Anweisungen des
Herstellers. Nach Beendigung der RT-PCR-Reaktion wurde der gesamte cDNA-Pool zu je 4
ul in 0,2 ml Reaktionsgefédlle portioniert und bei -20°C gelagert.

2.3.2.3 PCR

Die Synthese spezifischer DNA-Fragmente ausgehend von cDNA erfolgte mit Hilfe von
PLATINUM Taq DNA Polymerase High Fidelity (Fa. Gibco BRL) und genspezifischen
Primern (Fa. Metabion). Die Durchfiihrung der PCR erfolgte nach dem detaillierten Protokoll
des Herstellers. Die eingesetzte Konzentration je Primer betrug 0,4 pmol/ul Reaktionsansatz.
Die Synthesezeit richtete sich nach der Linge des herzustellenden DNA-Fragmentes (500
bp/min). Die Annealingtemperatur wurde in Abhingigkeit der Schmelztemperatur der Primer

gewihlt. Die Anzahl der Syntheserunden betrug 25.

Die PCR-Reaktion zur Amplifizierung bzw. zur Modifizierung existierender DNA-
Konstrukte erfolgte mittels Pfu-DNA Polymerase (Fa. Promega) und genspezifischen Primern
(Fa. Metabion). Die Durchfiihrung der PCR erfolgte nach dem detaillierten Protokoll des

Herstellers. Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug generell 25 pl. Die eingesetzte
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Konzentration je Primer betrug 0,4 pmol/ul Reaktionsansatz. Die Synthesezeit richtete sich
nach der Lénge des herzustellenden DNA-Fragmentes (500 bp/min). Die
Annealingtemperatur wurde in Abhdngigkeit der Schmelztemperatur der Primer gewéhlt. Die
Anzahl der Syntheserunden betrug 30.

Die PCR-Reaktion zur Kontrolle isolierter E-coli-Klone sowie zur Bestimmung der 5°-3'-
Orientierung integrierter DNA-Fragmente in Vektoren wurde mit Hilfe von Taq-DNA
Polymerase (Fa. Promega) durchgefiihrt. Dazu erfolgte die Verwendung von gen- und
vektorspezifischen Primern (Fa. Metabion) mit einer Endkonzentration von 0,4 pmol/ul
Reaktionsansatz. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte nach dem detaillierten Protokoll des
Herstellers. Fiir die Untersuchung von E.coli-Klonen wurden diese mittels sterilem
Zahnstocher von der Kulturplatte abgenommen und im Reaktionsansatz resuspendiert. Das
verwendete Reaktionsvolumen betrug 25 pl. Die Synthesezeit richtete sich nach der Lange
des herzustellenden DNA-Fragmentes (2500 bp/min). Die Annealingtemperatur wurde in
Abhingigkeit der Schmelztemperatur der Primer gewihlt. Die Anzahl der Syntheserunden
betrug 20.

2.3.24 »Overlap“-PCR

Die gerichtete Punkt-Mutagenese von Genen unter Verwendung modifizierter genspezifischer
Primer (Fa. Metabion) und Pfu-DNA Polymerase erfolgte mit Hilfe von ,,Overlap“-PCR. In
einer ersten PCR-Reaktion wurde in 2 separaten Synthesen mittels 2 separaten Primerpaaren
die Mutation eingefiigt. Dabei wurden die Primerpaare so gewihlt, dal sich die PCR-
Produkte im Bereich der Mutation iiberlappen. Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel
aufgetrennt und anschlieend isoliert. Danach erfolgte mit einem Gemisch aus den 2 isolierten
Syntheseprodukten (je 50 ng DNA) eine zweite PCR-Reaktion unter Verwendung der 2 nicht
modifizierten 5'- und 3'-Primer. Das Volumen der Reaktionsansitze betrug generell 25 pl.
Die ecingesetzte Konzentration je Primer betrug 0,4 pmol/ul Reaktionsansatz. Die
Synthesezeiten richteten sich nach der Lidnge der herzustellenden DNA-Fragmente (500
bp/min). Die Annealingtemperaturen wurden in Abhéngigkeit der Schmelztemperaturen der
Primer gewahlt. Die Anzahl der Syntheserunden betrug 30.

2.3.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Nach erfolgreicher Auftrennung der DNA im Agarosegel wurde das entsprechende Gelstiick,
das die zu isolierende DNA enthielt, mit einem sterilen Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten. Zur Isolierung der DNA wurde der ,,Gel Extraction Spin Kit* (Fa. Genomed)

verwendet. Alle Arbeitsschritte erfolgten analog den Anweisungen des Herstellers.
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2.3.2.6 Agarosegel-Elektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Molekiilen in Agarosegelen verschiedener
Konzentrationen (0.8-2 %) wurde das horizontale DNA/RNA Minigel System GE-BIA (Fa.
AGS) verwendet. Dazu wurde die Agarose (Fa. PeQLab) mit TBE-Puffer (45 mM Tris, 89
mM Borsdure, | mM EDTA, pH 8.0) unter Kochen gelost und zur Anféarbung von DNA/RNA
mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 pg/ml) versetzt. Nach dem Erstarren der Gele
wurden die Probenauftragskimme entfernt und die DNA- bzw. RNA-L6sung ( ca 5-50 pl) mit
Probenpuffer (Fa. Promega) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 7-9 V/cm. Die
Auftrennung groflerer DNA-Mengen erfolgte mittels praparativer Probenauftragskimme. Die
Auswertung und Dokumentation der DNA-Auftrennung im Agarosegel wurde mit Hilfe eines
UV-Systems (Fa. Intas) durchgefiihrt.

2.3.2.7 Ligation von DNA

Fiir die Ligation von PCR-generierten DNA-Fragmenten wurde der ,,PCR-Script™ Cloning
Kit* (Fa. Stratagene) eingesetzt. Die Ligation erfolgte entsprechend den Anweisungen des
Herstellers.

Die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren erfolgte unter Verwendung von T4-

Ligase (Fa. NewEnglandBiolab). Folgender Reaktionsansatz wurde dafiir gewéhlt:

linearisierte Vektor-DNA ~ 1-4 ul (100-200 ng)

DNA-Fragment 3-13 ul (300-600 ng)
T4 DNA Ligase Iul  (0.40)
10-fach Reaktionspuffer 2ul  (1-fach)

Aqua dest. auf 20 pl Endvolumen

Die Ligation erfolgte in 4-6 Stunden bei RT. ,,Blunt end*- Ligationen erfolgten UN bei 16°C.
AnschlieBend wurde die Ligase fiir 10 min bei 65°C Hitze-inaktiviert. Zur Transformation

von 200 pl E.coli-Zellen wurden 5-10 pl des Reaktionsansatzes eingesetzt.

2.3.2.8 Herstellung von kompetenten Escherichia coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter E.coli-Zellen erfolgte nach einer modifizierten Methode von
Cohen (Cohen et al. 1972). Mit Hilfe von 1ml UNK wurden 4 x 100 ml LB-Medien
angeimpft und bis zu einer ODssop, von 0.3 — 0.5 kultiviert. Danach wurden die FE.coli-
Kulturen fiir 5 Minuten auf Eis abgekiihlt und bei 4000 x g (4°C) abzentrifugiert. Das
Sediment wurde in 1/10 des Ausgangsvolumens TFB1-Puffer (30m M K-Acetat, 50 mM
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MnCl,, 100 mM RDbCI, pH 5.8) resuspendiert und anschlieBend auf die Hailfte des
Ausgangsvolumens mit TFB1-Puffer aufgefiillt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten auf
Eis erfolgte die Zentrifugation bei 4000 x g (4°C) fiir 10 min. Die sedimentierten Zellen
wurden in 1/25 des Ausgangsvolumens TFB2-Puffer (10 mM MOPS ph 7.0, 75 mM CaCl2,
10 mM RbCI und 15% Glycerol) aufgenommen und fiir mindestens 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Zur Transformation wurden jeweils 200 pl der kompetenten Zellen direkt benutzt
oder portioniert bei —70°C gelagert. Die Bestimmung der Transformationseftizienz erfolgte
mittels pUC18-Plasmides entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa. Stratagen). Die

ermittelte Transformationseffizienz lag zwischen 10’-10® Transformanten/ pg pUCI8-DNA-

2.3.2.9 Transformation von Escherichia coli

Kompetente E.coli-Zellen wurden mit 5-10 pl Ligierungsansatz gemischt und sequentiell fiir
40 Minuten auf Eis, 45 Sekunden bei 42°C und abschlieend 2 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium (42°C) wurden die Zellen unter Schiitteln (150 u/min)
fiir 1 h bei 37°C kultiviert. Danach erfolgte die Ausplattierung von 100 pl Zellsuspension auf
Platten mit dem entsprechenden Selektivmedium (Ampicillin 100 pg/ml bzw. Kanamycin 50
pg/ml) und die Inkubation bei 37°C UN. Der Rest der Zellsuspension wurde bei 1000 x g fiir
2 Minuten abzentrifugiert und bis auf 100 pl der gesamte Uberstand verworfen. Die in 100 pl
resuspendierten E.coli-Zellen wurden anschlieBend, wie oben beschrieben, ausplattiert und
inkubiert.

2.3.2.10  Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen wurde im analytischen Maf3stab (3ml
UNK) mittels des ,,JETquick Spin Column Plasmid Miniprep Kit* (Fa. Genomed) und im
priparativen MaBstab (100 ml UNK) mittels des ,,Endo Free Plasmid Midi Kit* (Fa.
QIAGEN) durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA nach den
detaillierten Protokollen der Hersteller. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte

spektralphotometrisch (1 Azonm = S0 pg/ml doppelstringige DNA).

2.3.2.11 Restriktion von DNA

Die analytische (20 pul Endvolumen) und priparative ( 50-100 ul Endvolumen) Spaltung von
DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den detaillierten Vorschriften der

Hersteller. Die DNA-Spaltung wurde mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert.
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2.3.2.12  Dephosphorylierung der 5°-Enden von linearisierter DNA

Zur Verhinderung der Selbstligation wurden die 5°-Enden unikal-linearisierter DNA-
Molekiile mit Hilfe von alkalischer Phosphatase ,,SAP* (Fa. Promega) dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierungsreaktion erfolgte analog den Anweisungen des Herstellers. Die
alkalische Phosphatase wurde durch Inkubation fiir 15 Minuten bei 65°C inaktiviert.

2.3.2.13 Hybridisierung von komplementiren Oligonukleotiden

Zur Klonierung von DNA-Kassetten (kleine, doppelstrangige DNA-Fragmente) in Plasmid-
Vektoren wurden die entsprechenden Oligonukleotide (Fa. Metabion) hybridisiert. Fiir die
Hybridisierung wurden je 25 pmol von jedem Oligonukleotide eingesetzt. Anschlieend
erfolgte die Inkubation des Reaktionsansatzes in einem sich langsam abkiihlenden Wasserbad

(85-40°C). Fiir die Ligation wurden 2 ul hybridisierte Oligonukleotid-Losung eingesetzt.

233 Zellbiologische Methoden

2.3.3.1 Zellzahlbestimmung mittels Himozytometer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Standard-Hdmozytometers (Neubauer-
Zéhlkammer, Fa. Roth, Karlsruhe). Dafiir wurden adhdrent-wachsende Zellen fiir 1 Minute
mit 2,5%iger (m/v) Trypsinldsung (Fa. Life Technologies, Karlsruhe) behandelt, anschlieBend
unter Zugabe des entsprechenden Mediums oder PBS von ihrer Wachstumsunterlage
abgespiilt und resuspendiert. Fiir die Bestimmung der Zellzahl (je Zell-Probe 2 x 4
GroBquadrate) erfolgte eine entsprechende Verdiinnung mit Medium bzw. PBS. Dabei

entsprachen 100 gezéhlte Zellen/GroBquadrat = 1 x 106 Zellen/ml Suspension.

2.3.3.2 Zytotoxizitatstest

Zur Bestimmung der Toxizitdt von Inhibitoren auf humane Zellkulturen wurde der
,»CytoTox96“-Test (Fa. Promega) eingesetzt. Die zu untersuchenden Zellinien wurden dafiir
in Mikrotiterplatten eingesdt und fiir 24 Stunden im entsprechenden Medium (Tab.2)
kultiviert. Je nach Versuchsaufbau erfolgte die Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren fiir
24 bis 72 Stunden in serumfreiem Kulturmedium. AnschlieBend wurde entsprechend den
Anweisungen des Herstellers die LDH-Aktivitit im Kulturiiberstand und im Uberstand des

Zellextraktes ermittelt. Das prozentuale Verhéltnis von extrazelluldrer und intrazellulédrer
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LDH-AKktivitdt entspricht der Zytotoxizitit des eingesetzten Inhibitors. Als Kontrolle wurden
unbehandelte und mit DMSO behandelte Zellen mitgefiihrt.

2.3.3.3 Proliferationstest

Zur Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf die Proliferation humaner Zellinien
wurde der CellTiter96 AQueous Cell Proliferation-Test (Fa. Promega) eingesetzt. Die
entsprechenden Zellinien wurden in Mikrotiterplatten eingesét und fiir 72 Stunden mit den zu
untersuchenden Substanzen im serumhaltigen Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
quantitative Bestimmung der Proliferation analog den Anweisungen des Herstellers. Als
Kontrolle wurden unbehandelte und mit DMSO behandelte Zellen mitgefiihrt.

2.3.3.4 Transfektion humaner Zellinien

Die Transfektion von Expressionsvektoren in humane Zellinien erfolgte mit den
Transfektionslosungen Polyfectin (Fa. Biontex) und LipefectAMIN 2000 (Fa. Gibco BRL)
entsprechend den Anweisungen der Hersteller. Die Transfektion erfolgte fiir 6 Stunden im
Optimem [-Medium. Danach wurden die Zellen in ihrem entsprechenden Medium weiter
kultiviert (Tab.5).

2335 Isolierung stabiler transgener Zellinien

Die transfizierten Zellinien wurden 1 Woche lang mit 600 pg/ml G418 behandelt. Nach einer
Woche erfolgte der permanente Zusatz von 400 pg/ml G418 in das Kulturmedium. Die sich
entwickelnden G418-resistenten Zellklone wurden mit Hilfe von Klonierungsringen (Fa.
Clontech) und Trypsin (Fa. Invitrogen) oder durch direktes Absaugen mit sterilen 100 pl-
Filterpipettenspitzen (Fa. Hybaid AGS) von ihrer Wachstumsunterlage abgeldst und separat

in Mikrotiterplatten weiter kultiviert.

2.3.3.6 Kalzium-Messung

Zur Untersuchung der intrazelluldren Kalziumfreisetzung erfolgte die Kultivierung humaner
Zellen fiir 24 Stunden in D-MEM-Medium mit 10 % (v/v) FBS auf kreisrunden Deckglisern
(Fa. Plano). Anschlieend wurden die Zellen fiir weitere 24 Stunden in Optimem [-Medium
bzw. serumfreiem D-MEM-Medium kultiviert. Nach dem Waschen der Zellen mit Kalzium-
MefBpuffer (137 mM NacCl; 5,4 mM KCI; 1,8 mM CaCl, x 2H,0; 0,8 mM MgSO4 x 7H,0; 20
mM HEPES; 5,6 mM EGTA, pH 7,4) wurden die Zellen mit 1 pM Fura-2 AM und 0,1 %
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(v/v) Pluronic (Fa. Molecular Probes) fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Nach dem erneuten 3 x
Waschen mit Kalzium-Puffer wurden die Deckgldser in die Kalzium-MeBkammer (Fa.
LaCon) tiberfiihrt, und die Zellen mit 1ml Kalzium-MeBpuffer iiberschichtet. Die Ermittlung
der Fluoreszenz-Intensititen bei 350 und 380 nm erfolgte im Abstand von 5 Sekunden mittels
Axiovert 100 TV Fluoreszenz-Mikroskop (Fa. Zeiss), ausgestattet mit einem Polychrome II
Monochromator (Fa. TILL Photonics) und einer Hamamatsu C4880-80 Videokamera (Fa.
Hamamatsu Photonics). Je Versuch wurden 4-8 Zellen gleichzeitig untersucht. Nach Messung
der Ausgangs-Fluoreszenzintensitdt fiir 50 Sekunden erfolgte die Stimulation der
intrazellularen Kalziumfreisetzung durch Absaugen des MeBpuffers und sofortiges
Uberschichten mit neuem MeBpuffer, in dem die entsprechenden Substanzen geldst sind.
Anschliefend wurden die Zellen fiir weitere 3-5 Minuten untersucht. Die Kalkulation und
Auswertung der aufgenommenen Datensdtze erfolgte mit Hilfe des EDV-Programmes
Openlab 2.2.5 (Fa. Improvision).

2.3.3.7 CRE-EGFP in vivo-Assay

Zur Messung der EGFP-Expression in Abhingigkeit des PKA-Signaltransduktionsweges
wurden 1 x 10* U-343-CREI Zellen /Kavitit in Mikrotiterplatten (Fa. Greiner Bio One, 5 x)
eingesit. Die Zellen wurden in D-MEM-Medium mit 10 % (v/v) FBS fiir 24 Stunden
kultiviert. AnschlieBend erfolgte fiir 24 Stunden die Kultivierung in serumfreiem D-MEM-
bzw. Optimem1-Medium. Je nach Versuchsaufbau wurden den Medien zur Inhibierung der
PEP 10 uM Fmoc-AlaPyrr-CN oder zur Stimulierung der Adenylat-Cyclase 10 uM Forskolin
zugefiigt. Als Kontrolle erfolgte die Zugabe von 0,05 % (v/v) DMSO. Zur Auswertung
wurden die Medien durch PBS ersetzt und mittels HTS Mikroplattenreader (Fa. Perkin Elmer)
die relative EGFP-Fluoreszenz bei 485/535nm bestimmt (4-Punkt-Messung). Die
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des EDV-Programmes ,,Prism 3.0“ (Fa. GraphPad

software) ausgewertet.

2.3.3.8 Isolierung humaner T-Lymphozyten

Humane T-Lymphozyten wurden mit Hilfe des ,Ficoll-Paque PLUS“-System's (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech) analog den Anweisungen des Herstellers isoliert. Die
Gewinnung des dafiir bendtigten Frischblutes (50 ml) erfolgte mittels Blutentnahmesystem

»3-Monovette* mit Lithium-Heparin (Fa. Sarstedt).
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2.3.4 Biochemische Methoden

2.3.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970)

Die Trennung der Proteine erfolgte in 12%igen SDS-Polyacrylamid Gelen mittels
Vertikalelektrophorese System Mini Protean II (Fa. BIO-RAD). Die Proben wurden zu
gleichen Teilen mit 2 x Probenpuffer (4 % (m/v) SDS, 120 mM Tris pH 6,8 , 20 % (v/v)
Glycerol, 200 mM DTT, 0,1 % (m/v) Bromphenolblau) versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C
erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstérke von 35 mA (Sammelgel)
und 40 mM (Trenngel) durchgefiihrt (Elektrodenpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 %
(w/v) SDS). Als Referenz wurde Proteinstandard MuliMark (Fa. Invitrogen) aufgetragen. Die
Visualisierung der aufgetrennten Proteine im Gel erfolgte durch Farbung mittels Serva Blue
(Fa. Serva) entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Das entfirbte Gel wurde

anschlieBend zur Dokumentation fotografiert (Fa. Intas).

2.34.2 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen

("Western blotting", nach Kyhse-Andersen, 1984)

Der Proteintransfer erfolgte mit Hilfe der Blotting Apparatur TRANS BLOT 5D (Fa. BIO-
RAD) fiir 90 min bei 0.8 mA/cm? Membranfliche durch ein diskontinuierliches Puffersystem

mit folgendem Schichtaufbau von Anode zur Kathode:

- 5 Lagen Filterpapier G002 (Fa. Schleicher&Schuell) in Puffer 1 (0.3 M Tris/HCl, 20 % (v/v)
Methanol, pH 10,4)

- 3 Lagen Filterpapier G002 in Puffer 2 (0,025 M Tris/HCL, 20 % (v/v) Methanol, pH 10,4)

- Nitrocellulosemembran Protran BA83 (Fa. Schleicher&Schuell), mit Aqua dest. equilibriert

- SDS-Polyacrylamidgel (Trenngel)

- 5 Lagen Filterpapier G002 in Puffer 3 (0,025 M Tris/HCI, 0,04 M e-Aminocapronsdure, 20
% (v/v) Methanol, pH 9.4)

Der erfolgreiche Transfer wurde mittels des Proteinstandards MultiMark (Fa. Invitrogen)

iiberpriift.
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2.3.4.3 Immundetektion von immobilisierten Proteinen

Die Immundetektion von immobilisierten Proteinen erfolgte nach SDS-PAGE
Gelelektrophorese und dem Proteintransfer auf Nitrocellulose. Zur Absittigung freier
Bindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran erfolgte die Behandlung mit Block-Ldsung (3
% (w/v) Magermilchpulver, 0,05 % v/v Tween 20 in PBS) fiir 1 Stunde bei RT unter
kontinuierlichem Schiitteln. Danach wurde die Membran (5 x 8cm) mit den in PBS-Puffer (5
% (w/v) Magermilchpulver, 0,05 % v/v Tween 20 in PBS) verdiinnten Primér-Antikorpern
UN bei 8 °C inkubiert. Dafiir wurde die Membran in einer "feuchten Kammer" (Plastikdose
mit wassergetrainktem Zellstoff ausgelegt) mit 2 ml Antikdrperlosung iiberschichtet.
Anschliefend wurde 3 x 10 Minuten mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit 50 ml HRP-
konjugiertem sekunddrem Antikorper (1:10000) in PBS-Puffer (5 % (w/v) Magermilchpulver,
0,05 % (v/v) Tween 20 in PBS) erfolgte fiir 1 Stunde bei RT. Danach wurde die Membran
erneut 3 x mit PBS gewaschen. Die Detektion der markierten Proteine erfolgte mittels
Immunodetektions-System ,,SuperSignal West Pico* (Fa. Pierce) analog den Anweisungen
des Herstellers. Die Exponierung der Rontgenfilme (Fa. Pierce) in einer
Autoradiographickassette (Fa. GroB3) erfolgte zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten. Die
Entwicklung und Fixierung der Rontgenfilme wurde in einer Dunkelkammer per Hand
durchgefiihrt. Zur Unterbrechung zwischen Entwicklung (Fa. Tetanal) und Fixierung (Fa.
Tetanal) der Filme wurde ein Wasserbad genutzt. Abschliefend wurden die Filme 15 min mit

flieBendem Wasser gewaschen und dann luftgetrocknet.

2344 Bestimmung der Proteinkonzentration

(nach Bradford, 1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels "Bradford Reagent" (Fa. Sigma)
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die Messung der Absorption bei 595nm
wurde mit Hilfe des Photometers SmartSpec 3000 (Fa. BIO-RAD) durchgefiihrt. Die als
Berechnungsgrundlage fiir die Proteinkonzentration bendtigte Eichkurve wurde mittels
vermessener BSA-Verdiinnungsreihe vom systeminternen Programm des Photometers
SmartSpec 3000 berechnet.

2.34.5 Messung der Aktivitit von Prolylendopeptidase

Die PEP-Aktivitidt wurde mit Hilfe des fluorogenen Substrates Z-Gly-Pro-AMC (Fa. Bachem)
ermittelt. Die kontinuierliche Messung des Substratumsatzes bei 380/460 nm erfolgte mit

Hilfe des Spektralfluorometers SFM 25 (Fa. Kontron Instruments) unter Verwendung des
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EDV Programmes "Flucol-4" (Machleidt et al. 1995) Dabei wurde folgender Reaktionsansatz
mittels Thermostat (Fa. Julabo) bei 16 bzw. 37 °C temperiert:

-PEP-MeBpuffer (50 mM Hepes pH 7,5; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8,0)
-lmM DTT

-0.0015 % (v/v) Brij 30

-10 bzw. 20 uM Substrat Z-Gly-Pro-AMC

-0,5 =100 pl zu untersuchende Probe

Gesamtvolumen 2 ml

Die Auswertung der erhaltenen Datensitze erfolgte mit Hilfe des EDV-Programmes "Flukin"
(Machleidt et al. 1995).

2.3.4.6 Aufschlufl von Gewebeproben

Zur Gewinnung der 16slichen Zellfraktion aus dem Gehirn von Rattus norvegicus wurden die
praparierten und schockgefrorenen Gewebeproben (Sokolov, M.; AG Detlef Balschun;
Leibnitz-Institut fiir Neurobiologie; Magdeburg) mittels Mikromdrser (Fa. Roth)
homogenisiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 400 pl eiskaltem PEP-MefBpuffer. Die
nochmals homogenisierte Suspension wurde in eisgekiihlte 1,5ml-Reaktionsgefdfe liberfiihrt
und bei 14000 u/min. fiir 5 Minuten (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand (16sliche Zellfraktion)
wurde in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefd3 {iberfithrt und auf Eis inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die sofortige Bestimmung der Proteinkonzentration und Ermittlung der PEP-

Aktivitit. Die loslichen Zellfraktionen wurden fiir weitere Versuche bei -20°C gelagert.

2.34.7 Gewinnung von humanem Serum

Zur Gewinnung von humanem Serum wurde Spendern mit Hilfe des Blutabnahmesystems ,,S-
Monovette” mit Gerinnungsaktivator (Fa. Sarstedt) venoses Frischblut abgenommen. Nach
erfolgter Blutgerinnung fiir 30 Minuten bei 8 °C wurden die Blutproben bei 1500 u/min fiir 10
Minuten (4°C) zentrifugiert. Die I6slichen Uberstinde wurden anschliefend fiir die sofortige
Bestimmung der Proteinkonzentration und Ermittlung der PEP-Aktivitdit in 1,5 ml-
Reaktionsgefafle tiberfiihrt und auf Eis inkubiert. Das humane Serum wurde zu je 500 ul
Portionen fiir Westernblot-Analysen bei -20°C gelagert.
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2.3.4.8 ICs¢-Bestimmung

Zur Ermittlung des ICso-Wertes wurde nach Erreichen einer konstanten Geschwindigkeit des
Substratumsatzes von Z-Gly-Pro-AMC (10 bzw. 20 uM) 0,5 - 4 pl Inhibitor-Losung
zugegeben. Aus der Anfangsgeschwindigkeit und der Geschwindigkeit nach Inhibitorgabe
wurde die prozentuale Restaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Die Restaktivitit
wurde gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die Berechnung des ICso-Wertes
erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.0“ (Fa. GraphPad software) durch

nichtlineare Regressionsanalyse.

2.349 Bestimmung der Inositol-(1,4,5)-triphosphat-Konzentration

Die Ermittlung der Konzentration an Inositol-(1,4,5)-triphosphat (IP3) in humanen Zellinien
erfolgte mit Hilfe des D-myo-IP;-[’H] Assay TRK1000 (Fa. Amersham Pharmacia Biotech).
Der Aufschluf3 der in Petrischalen (d=6 cm, Fa. Greiner Bio-One) kultivierten Zellen, sowie
die Extraktion und Ermittlung von IP;, erfolgten analog den Anweisungen des Herstellers. Fiir
die gesamte Versuchsdurchfithrung wurden ausschlieBlich polylysierte 2ml Reaktionsgefifie
(Fa. Sorenson) verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe der Trichlorsdure (TCA)-Fillung
entsprechend dem Protokoll des Herstellers aufgeschlossen. Zusitzliche Reinigungsschritte,
wie sie der Hersteller in seinem Protokoll erwdhnt, waren nicht notwendig, da sich die
Qualitit der extrahierten Proben in den vorgeschlagenen Kontrollreaktionen als ausreichend
erwiesen hat. Die extrahierten Proben wurden vor der IP;-Messung mindestens 24 Stunden
bei —20°C gelagert. Fiir die Ermittlung des gebundenen Tritium-markierten IP; wurde das
IP;/IP3;-Rezeptor-Sediment in 1ml autoklaviertem Reinstwasser gelost und anschlieBend 10
ml Scintillations-Lésung ULTIMA Gold XR (Fa. Packard) zugegeben. Die Messung erfolgte
unmittelbar, sowie nach 18-24 Stunden. Zur Berechnung der IP;-Konzentration/1 x 10° Zellen
wurde bei jedem Versuch von einer mitgefiihrten identischen Zellkultur-Petrischale die
Zellzahl bestimmt.

2.3.4.10 Immunfluoreszenz-Markierung

Zur Immunfluoreszenz-Markierung erfolgte die Kultivierung humaner Zellinien fiir 24
Stunden auf 22x22 mm-Deckgldsern (Fa. Roth). Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd fixiert. AnschlieBend
wurden die Zellen 3 x 10 Minuten mit PBS gewaschen. Bei dem 2. Waschschritt wurden
zusétzlich 50 mM Glycin zugesetzt. Die Inkubation der Zellen mit den entsprechenden
primédren und sekundidren Antikdrpern erfolgte bei RT fiir je 1 Stunde. Beide Antikorper

wurden in PBS/0,01 % (w/v) Saponin verdiinnt. Zum Entfernen von iiberschiissigen Mengen
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an Antikdrpern wurden die Zellen 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die mit den
immunmarkierten Zellen bewachsenen Deckgldser wurden mittels Citifluor (Fa. Plano) und
handelsiiblichem Nagellack auf Objekttragern (Fa. Roth) fixiert. Die DNA-Markierung mit
DAPI (Fa. Molecular Probes) wurde analog dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.3.4.11 Isolierung monoklonaler Antikorper

Zur Isolierung von monoklonalen Antikdrpern aus  Kulturiiberstinden  von
Hybridomazellinien wurde die IgM-Séule HiTrap IgM (Fa. Amersham Pharmacia Biotech)

eingesetzt. Dabei wurde nach den detaillierten Anweisungen des Herstellers vorgegangen.

2.3.4.12  Ultrafiltration

Die Ultrafiltration von Zellkulturiiberstinden wurde mit Hilfe einer Druckzelle (Fa. Amicon)
bei 8°C und einem Stickstoffdruck von pn,= 1 bar durchgefiihrt. Fiir die Anreicherung von
Antikorpern wurde eine Zellulosemembran mit einer AusschluB3gro3e von 30000 Da (MWCO
30000, Fa. Millipore) verwendet.

2.3.4.13 Zellaufschlufl humaner Zellinien

Zur Gewinnung der 16slichen Zellfraktion erfolgte der Aufschluf8 mit Hilfe von Frost-Tau-
Lyse. Dazu wurden die kultivierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann mit PEP-
MeBpuffer (50 mM HEPES pH 7,5; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1m M DTT) tiberschichtet.
AnschlieBend erfolgte durch dreimaliges Einfrieren (-70°C) und Auftauen (RT) fiir je 3
Minuten der ZellaufschluBB. Der mittels Zellschaber gesammelte Zellextrakt wurde in
eisgekiihlte 1.5ml-ReaktionsgefaBle tberfithrt und bei 14500 u/min fiir 5 Minuten (4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand (16sliche Zellfraktion) wurde zur Bestimmung der
Proteinkonzentration und Messung hydrolytischer Aktivititen in neue 1,5 ml-Reaktionsgefil3e

transferiert. Die Lagerung der l6slichen Zellfraktionen erfolgte bei —20°C.

2.3.4.14  Isolierung von Zellkernen

Die Gewinnung einer stark mit Zellkernen angereicherten Fraktion erfolgte mit Hilfe von
differentieller Zentrifugation. Dazu wurden kultivierte Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und mit 3 ml eisgekiihltem Kernextraktpuffer (10 mM NaCl; 10 mM MES; 5 mM EDTA;
0.01 % BSA; 60 mM B-Glycerophosphat; 5 mM EGTA; 1 mM Na3;VOy; 20 mM NaF; 1 mM
Pefablock; 1 pg/ml Pepstatin A; 5 uM E64; 1,6 pg/ml Leupeptin; pH 6.0) tiberschichtet. Die
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mittels Zellschaber von ihrer Wachstumsunterlage gelosten Zellen wurden anschlieend in
einem auf Eis vorgekiihlten Dounce-Homogenisator (Fa. Wheaton) iiberfiihrt und durch
insgesamt 10 StoBe aufgeschlossen. Die Suspension wurde in eisgekiihlte 15 ml-
Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt und bei 600 x g (4°C) fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das mit
200 pl Kernextraktpuffer gewaschene Sediment wurde in 50 pl Kernextraktionspuffer
resuspendiert. Die Lyse der Zellkerne erfolgte durch Einfrieren der Suspension bei —20°C.
Die auf Eis aufgetauten Zellkernextrakte wurden in vorgekiihlte 1,5ml-Reaktionsgefial3e
tiberfiihrt und bei 13000 u/min fiir 10 Minuten (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand (l6sliche
Zellkernfraktion P1) wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration und Westernblot-

Analyse in neue 1,5 ml-Reaktionsgefil3e iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.

2.3.4.15  Zell-Fraktionierung
(modifiziert nach M.J. Crumpton, 1974)

Die Fraktionierung humaner Zellen in verschieden angereicherte zellkompartiments-
spezifische Fraktionen erfolgte mittels differentieller Zentrifugation. Die in 75cm’-
Kulturflaschen herangezogenen Zellen wurden zweimal mit 12 ml PBS gewaschen. Danach
erfolgte das Uberschichten der Zellen mit 17 ml eiskaltem Kernextraktionspuffer (10mM
NaCl; 10 mM MES; 5 mM EDTA; 0.01 % BSA; 60 mM B-Glycerophosphat; 5 mM EGTA; 1
mM NazVOy; 20 mM NaF; 1 mM Pefablock; 1 pg/ml Pepstatin A; 5 uM E64; 1,6 pg/ml
Leupeptin; pH 6.0) und das Abldosen von der Wachstumsunterlage mittels Zellschaber. Die
Suspension wurde in einem auf Eis vorgekiihlten Dounce-Homogenisator (Fa. Millville)
iberfiihrt und durch insgesamt 10 St6Be aufgeschlossen. AnschlieBend wurde 1ml Suspension
entnommen und auf Eis als ,,Gesamt-Zellextrakt* (ZE) gelagert. Die restlichen 16ml
Suspension wurden bei 600 x g (4°C) fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde
zweimal mit Kernextraktpuffer gewaschen und in 1ml Kernextraktpuffer resuspendiert. Die
Lyse der Zellkerne erfolgte durch einmaliges Einfrieren (—=70°C) und Auftauen (RT) fiir je 3
Minuten. Die lysierten Zellkerne wurden als P1-Zellkernfraktion auf Eis gelagert. Der
Uberstand der P1-Fraktion wurde bei 20000 x g fiir 30 Minuten (4°C) zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen des Sedimentes erfolgte die Resuspension in 1 ml Kernextraktpuffer
und Lagerung als P20-Fraktion auf Eis. Der Uberstand der P20-Fraktion wurde bei 100000 x
g fir 1 Stunde (4°C) ultrazentrifugiert. AnschlieBend wurde das Sediment zweimal mit
Kernextraktpuffer gewaschen und in 0,4 ml Kernextraktpuffer resuspendiert. Die Lagerung
erfolgte als P100-Fraktion auf Eis. Der Uberstand der P100-Fraktion (15,5 ml) stellt die
zytosolische S100-Fraktion dar und wurde ebenfalls auf Eis gelagert. Alle auf Eis gelagerten
Fraktionen, mit Ausnahme der S100-Fraktion, wurden zum Aufschluf} jeweils 3 x 5 Sekunden
sonifikiert (Fa. Bandelin). AnschlieBend erfolgte die sofortige Bestimmung der
Proteinkonzentrationen und der PEP-Aktivititen in den Fraktionen. Die Lagerung der

Fraktionen fiir nachfolgende Westernblot-Analysen erfolgte bei —20°C.
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung benotigter Plasmidvektoren, transgener Zellinien, Inhibitoren
und Antikorper

Zur Untersuchung der physiologischen Funktion, sowie der zelluldren Lokalisation von PEP,
wurden spezielle DNA-Konstrukte, stabile transgene Zellinien, Antikdrper und PEP-
Inhibitoren hergestellt bzw. etabliert.

3.1.1 Herstellung von Plasmidvektoren

Zur ektopischen Expression von PEP/EGFP-Fusionsproteinen, sowie zur Transkription von
anti-sense-mRNA in humanen neuronalen Zellinien, wurden mit Hilfe der PCR-Technik
verschiedene DNA-Konstrukte hergestellt und in entsprechende Vektorsysteme integriert
(siche Anhang 1). Die Klonierung aller gewonnenen PCR-Produkte erfolgte iiber den
Plasmidvektor pPCR-BlueScript (Fa. Stratagene). Die Nummerierung der fertiggestellten
Konstrukte erfolgte in chronologischer Reihenfolge. Die markierten Klone (siche Anhang 1)
wurden zur Subklonierung bzw. zur Transfektion humaner neuronaler Zellinien eingesetzt. In

der vorliegenden Arbeit wird fiir diese Klone ausschlielich der Konstruktname verwendet.

3.1.1.1 Herstellung von anti-sense-Konstrukten fiir Prolylendopeptidase

Zur Untersuchung der physiologischen Funktion von PEP sollte mit Hilfe von anti-sense-
mRNA die endogene PEP-Expression in humanen neuronalen Zellinien unterdriickt werden.

Fiir die Herstellung des anti-sense-Konstruktes wurde aus der Zellinie U-343 , Gesamt-RNA*
isoliert (TRIzol-Reagenz, Fa. Life Technologies). AnschlieBend erfolgte die reverse
Transkription der RNA (5 pg) in cDNA mit Hilfe von DNA-Hexaoligonukleotiden (Fa.
Promega) und M-MLV Reversetranskriptase (Fa. Promega). Die Gewinnung des
vollstindigen ORF's von PEP aus dem hergestellten cDNA-Pool (4 pl) erfolgte unter
Verwendung des Expand PCR Systemes (Fa. Roche) und PEP-spezifischer Oligonukleotide
(Fa. Metabion, hPEP1 und 2). Ausgehend vom vollstindigen ORF wurde durch PCR mit zwei
weiteren PEP-spezifischen Oligonukleotiden (hPEP4 und 5) der Bereich der katalytischen
Domine von PEP (AS 442-731) amplifiziert und anschlieBend in den Vektor pPCR-Sript
Cam (Fa. Stratagen) kloniert (pIS-1). Die Subklonierung des DNA-Fragmentes PEP-AS442-
731 in die humanen Expressionsvektoren pcDNA (Fa. Invitrogen, pIS-2) und pIRES (Fa.
Clontech, pIS-5) erfolgte mit Hilfe von 5'- und 3'-Erkennungssequenzen der EcoRI-
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Endonuklease. AnschlieBend erfolgte die Transformation von plIS-2 und pIS-5 in den E.coli-
Stamm XL10-Gold (Fa. Stratagen). Als Antibiotika zur Selektion transformierter
Bakterienzellen wurde Ampicillin (Fa. Duchefa) verwendet (50 ug/ml). Die Charakterisierung
von positiven E.coli-Klonen erfolgte mit Hilfe von PCR- und Restriktions-Analysen. Durch
DNA-Sequenzierung (Fa. GATC) konnte die richtige Nukleotid-Sequenz bestitigt werden.
Zur Transfektion humaner Zellinien wurden von den Konstrukten pIS-2 und pIS-5
ausreichende Mengen an Plasmid-DNA hergestellt (Plasmid-Midi-Priparationskit, Fa.
Qiagen) und in einer Konzentration von 0,5 pg/ul bei —20°C gelagert.

3.1.1.2 Translationelle Fusion von Prolylendopeptidase und EGFP-Protein

In der vorliegenden Arbeit wurde in humanen neuronalen Zellinien die zelluldre Verteilung
von PEP untersucht. Dafiir wurde neben der Fluoreszenz-Immunmarkierung die
translationelle Fusion des EGFP-Proteins mit PEP genutzt. Ausgehend von dem Vektor-
Konstrukt 129 (Diefenthal, Maltagen) wurden mit Hilfe der PCR-Technik und den
Oligonukleotiden hPEP9 und 12 neue 5°- und 3’-Erkennungssequenzen an den ORF von PEP
angefiigt. Die Klonierung des PCR-Produktes (pIS-6) erfolgte in den Plasmidvektor PCR-
Script. Zur N-terminalen translationellen Fusion mit EGFP wurde der vollstindige ORF von
PEP aus pIS-6 iiber die Erkennungssequenzen der EcoRI- (5°-Ende) und der Xhol-
Restriktionsendonuclease (3'-Ende) in den mammalier Expressionsvektor pEGFP-N1 (Fa.
Clontech) kloniert. AnschlieBend wurde das PEP/EGFP-Konstrukt (pIS-7) in den E. coli-
Stamm JM-109 unter Selektion von Kanamycin (Fa. Duchefa) transformiert. Die
Identifikation positiver E.coli-Klone wurde mit Hilfe von PCR- und Restriktions-Analysen
durchgefiihrt. Mittels DNA-Sequenzierung erfolgte die Bestitigung der richtigen
Nukleotidsequenz des Translationsstartes und der translationellen Fusion. Fiir die
Transfektion humaner Zellinien wurde eine ausreichende Menge an Plasmid-DNA hergestellt
(Plasmid-Midi-Préparationskit) und in einer Konzentration von 0,5 pg/ul bei —20°C gelagert.

Zur Untersuchung der physiologischen Funktion von PEP sollte in humanen neuronalen
Zellinien zusitzlich rekombinante humane PEP expremiert werden. Fiir eine bessere
Isolierung und Charakterisierung von stabilen transgenen Zellinien erfolgte die Expression als
EGFP-Fusionsprotein mit Hilfe des Plasmidvektors pIRES. Der Vektor pIRES verfiigt iiber
kein integriertes EGFP-Gen. Daher erfolgte mit Hilfe der PCR-Technik die Klonierung des
gesamten PEP/EGFP-ORF's aus dem Konstrukt pIS-7 (Kap. 3.1.1.2) in den PCRScript-
Vektor (pIS-8). Unter Nutzung von 5°- und 3°-Notl-Erkennungssequenzen wurde der
PEP/EGFP-ORF in den Expressionsvektor pIRES integriert (pIS-9) und in den E. coli-Stamm
XL10-Gold  transformiert. =~ AnschlieBend wurden mit Hilfe von PCR- und
Restriktionsanalysen positive E.coli-Klone identifiziert. Ausgehend von dem Konstrukt pIS-9
erfolgte mit Hilfe der ,,Overlap-PCR*“-Technik die gerichtete Mutagenese von Serin zu Alanin
an Position 554 von PEP. Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den Vektor PCR-Script
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integriert (pIS-10) und in den E. coli-Stamm XL10-Gold transformiert. Die Identifizierung
positiver Klone erfolgte durch PCR- und Restriktionsanalysen. Mit Hilfe von DNA-
Sequenzierung konnte der erfolgreiche Austausch der entsprechenden Nukleotide bestitigt
werden. AnschlieBend erfolgte durch Restriktion mit den Endonukleasen Eagl und Notl die
Insertion des PEP-S554A/EGFP-Fragmentes in den Expressionsvektor pIRES (Fa. Clontech).
Das Konstrukt (pIS-11) wurde in E. coli XL10-Gold transformiert. Die Charakterisierung
positiver Klone erfolgte durch PCR- und Restriktionsanalysen. Fiir die Transfektion humaner
Zellinien wurden von den Vektor-Konstrukten pIS-9 und pIS-11 ausreichende Mengen an
Plasmid-DNA hergestellt (Plasmid-Midi-Praparationskit) und in einer Konzentration von 0,5
ug/ul bei —20°C gelagert.

3.1.2 Etablierung stabiler transgener Zellinien

Fiir physiologische Studien in Abhéngigkeit der Aktivitit und der Expression von PEP, sowie
fiir Untersuchungen zur zelluldren Lokalisation von PEP, wurden humane neuronale Zellinien
mit verschiedenen Vektor-Konstrukten transfiziert (Tab.6). Die FEtablierung stabiler
transgener Linien erfolgte durch Zugabe von 400 pm/ml G418 in das Kulturmedium. Die
Zellklone wurden mit Hilfe von Klonierungsringen (Fa. Clontech) oder durch direktes

Absaugen mit sterilen Filter-Pipettenspitzen isoliert.

Tab. 6 Etablierte stabile transgene humane Zellinien.

Es wurden verschiedene Expressionskonstrukte mit Hilfe von Lipid-Ldsungen (Fa. Biontex, Fa. Invitrogen, Fa.
Life Technologies) in humane neuronale Zellinien analog den Anweisungen der Hersteller transfiziert.
Anschlieffend erfolgte diec Behandlung der Zellen mit G418 (Fa. Calbiochem, 400 pg/ml). Die G418-resistenten
Zellklone wurden mit Hilfe von Klonierungsringen (Fa. Clontech) oder durch direktes Absaugen mit sterilen

Filter-Pipettenspitzen isoliert.

Zellinie Konstrukt | Klon Verwendung Bemerkung
(GVO)*
U-343 pIS-5 U-343-as-x | Untersuchung zur Abhéngigkeit
physiologischer Parameter und des 8 stabile Klone
Phéinotyps von der PEP-Aktivitét
U-343 pcDNA U343- Kontrolle fiir pcDNA-basierende
pcDNA1 anti-sense-Linien 1 stabiler Klon
U-343 pIRES U-343- Kontrolle fiir pIRES-basierende
pIRES anti-sense-Linien 1 stabiler Klon
U-343 pEGFP U-343- Kontrolle fiir PEP/EGFP-
EGFP1 Fusionskonstrukte 1 stabiler Klon
U-343 pEGFP- U-343- cAMP in vivo Assay
CRE CRE-x 14 stabile Klone
SH-SY5Y |pIS-5 SH-SY5Y- | Untersuchung zur Abhingigkeit insgesamt 23
as-x physiologischer Parameter und des kultivierte Klone
Phinotyps von der PEP-Aktivitét 15 letal
SH-SYS5Y | pEGFP SH-SYS5Y- | Kontrolle fiir PEP/EGFP-
EGFP1 Fusionskonstrukte 1 stabiler Klon

®GVO: Gentechnisch verinderter Organismus
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3.1.21 Anti-sense-Zellinien zur Unterdriickung der endogenen PEP-Expression

Zur Unterdriickung der endogenen Expression von PEP wurde die humane neuronale Zellinie
U-343 mit den anti-sense-Konstrukten pIS-2 und pIS-5 transfiziert. Dagegen erfolgte die
Transfizierung der humanen neuronalen Zellinien SH-SYS5Y und LN-405 ausschlielich mit
dem Konstrukt pIS-5. Die Charakterisierung von G418-resistenten stabilen Zellinien erfolgte
mittels des spezifischen PEP-Substrates Z-Gly-Pro-AMC und Westernblot-Analysen. Die
anti-sense-Konstrukte und ihre entsprechenden Ausgangsvektoren (pcDNA3.1, pIRES)
wurden mit Hilfe von ,,POLYFECTIN*“-Losung (Fa. Biontex) entsprechend den Anweisungen
des Herstellers transfiziert. Die Klonierung der G418-resistenten (600 pg/ml) anti-sense-
Zellklone erfolgte mit Hilfe von Klonierungsringen (Fa. Clontech). Zur Bestimmung der
Restaktivitéit von PEP in den Uberstéinden der Zellextrakte wurden die isolierten Klone durch
Frost-Tau-Lyse aufgeschlossen und anschlieBend unter Verwendung des Substrates Z-Gly-
Pro-AMC untersucht. Die Proteinkonzentrationen in den Uberstinden der Zellextrakte
wurden mittels der Bradford-Methode (Bradford-Reagenz, Fa. Sigma) bestimmt. Von den mit
pIS-2 transfizierten U-343-Zellen wurden 100 G418-resistente Klone isoliert. Keiner dieser
Klone zeigte eine Reduktion der PEP-Aktivitit gegeniiber der Wildtyp-Zellinie. Dagegen
konnte nach Transfektion mit dem Konstrukt pIS-5 fiir 7 der 120 isolierten Klone eine
Reduktion der Aktivitit von PEP nachgewiesen werden (Abb.1). Die ermittelten
Restaktivititen liegen zwischen 84 % (U-343-as110) und 30 % (U-343-asll). Zur
Bestitigung der ermittelten Restaktivititen wurde die Expression von PEP in den isolierten
anti-sense-Klonen untersucht. Die Uberstinde der Zellextrakte wurden im 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurde rekombinante humane PEP (thPEP,
80 kD) verwendet. In allen untersuchten Zellklonen konnte PEP nachgewiesen werden, wobei
die Intensitit der detektierten Bande mit der ermittelten Restaktivitét korreliert (Abb. 2 und 3).

125

Restaktivitat in %

Abb. 2 Restaktivitdt von Prolylendopeptidase in U-343 anti-sense-Zellklonen.

Die Extraktion der 16slichen Proteinfraktionen aus den anti-sense-Zellklonen erfolgte durch Frost-Tau-Lyse und
anschlieBender Zentrifugation (14500 u/min, 5 Minuten, 4°C) der Gesamtzellextrakte. Die Aktivitdt wurde bei
16°C und 10 uM Z-Gly-Pro-AMC ermittelt. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der
Bradford-Methode. Die ermittelte spezifische Aktivitidt von PEP in U343-Zellen wurde gleich 100 % gesetzt.
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Abb. 3 Westernblot-Analyse der PEP-Expression in U-343-anti-sense-Zellinien.
Die Uberstinde der Zellextrakte (U-343, U-343-anti-sense, U343-pIRES) wurden im 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt (20 pg Protein/Zellinie). Die immobilisierten Proteinextrakte wurden mit den
polyklonalen PEP-Antikorper S449 (A, 1:400) und Anti-Actin (B, 1:1000, Sigma) inkubiert. Die Detektion der
Fluoreszenz-Signale erfolgte mittels des Chemilumineszenzsystems ,,SuperSignal West™ (Fa. Pierce) analog den
Anweisungen des Herstellers. hrPEP: humane rekombinante Prolylendopeptidase (75ng Protein)

Nach Transfektion der Zellinie SH-SYS5Y mit dem anti-sense-Konstrukt pIS-5 konnten
ebenfalls 100 G418-resistente Klone isoliert werden. Insgesamt 10 von diesen 100 Klonen
zeigten eine reduzierte PEP-Aktivitdt (Abb. 4). Vergleichbar mit den anti-sense-Klonen der
U-343-Zellinie liegen die ermittelten Restaktivitidten zwischen 85 % (SH-SY5Y-as22 und as
35) und 48 % (SH-SY5Y-asl8). Auf Grund des zu geringen Zellmaterials war es nicht

moglich, die Expression von PEP in diesen anti-sense-Klonen zu untersuchen.

125

100

Restaktivitét in %

Abb. 4 Restaktivitdt von Prolylendopeptidase in SH-SY5Y-anti-sense-Zellklonen.

Die Extraktion der 16slichen Proteinfraktionen aus den anti-sense-Zellklonen erfolgte durch Frost-Tau-Lyse und
anschlieBender Zentrifugation (14500 u/min, 5 Minuten, 4°C) der Gesamtzellextrakte. Die Aktivitdt wurde bei
16°C und 10 pM Z-Gly-Pro-AMC ermittelt. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der
Bradford-Methode. Die ermittelte spezifische Aktivitdit von PEP in SH-SY5Y-Zellen wurde gleich 100 %

gesetzt.
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Trotz mehrfacher Wiederholung der Transfektion war es nicht moglich, von der Zellinie LN-
405 G418-resistente Klone zu gewinnen. Anfinglich wachsende Zellkolonien starben
innerhalb von 2-4 Wochen ab. Von den mit pIRES-Vektor transfizierten U-343-Zellen wurde
ein G418-resistenter Klon isoliert. Dieser zeigt im Vergleich zur Wildtyp-Zellinie U-343

keine Verdnderung in Expression und Aktivitét von PEP.

3.1.3 Etablierung transgener Zellinien zur Untersuchung der Adenylat-Cyclase-
Kaskade

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von PEP auf die Adenylat-Cyclase-Kaskade
ermittelt. Dazu wurde in speziell dafiir etablierten humanen neuronalen Zellen die EGFP-
Expression in Abhédngigkeit der PEP-Aktivitdt untersucht. Die Etablierung erfolgte durch
Transfektion von U-343-Zellen mit dem induzierbaren Expressionsvektor pEGFP-CRE
(Holloschi, A., Hafner M., 2002) unter Verwendung von ,Superfect 2000“ (Fa. Life
Technologies). Da das EGFP-Markergen unter der Kontrolle des in cis-liegenden CRE-
Enhancer-Elementes steht, ist die EGFP-Expression von der Aktivierung der Adenylat-
Cyclase-Kaskade (Abb. 5) abhéngig.

“first messenger”
D

Rezeptor

Protein

Abb. 5 Vereinfachtes Schema der induzierbaren EGFP-Expression in pEGFP-CRE-

transgenen Zellinien.
Das EGFP-Markergen (EGFP) im Expressionsvektor pPEGFP-CRE (Holloschi, A., Hafner, M., 2002) steht unter
der Kontrolle des in cis-liegenden CRE-Enhancer-Elementes (CRE). Damit ist in transgenen pEGFP-CRE-
Zellen die EGFP-Expression von der Aktivierung oder Deaktivierung der Adenylat-Cyclase-Kaskade abhingig.
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Es wurden insgesamt 40 G418-resistente Zellklone (U343-CRE1-1-40) isoliert. Zur
Charakterisierung der isolierten Zellklone erfolgte anschlieBend die Behandlung der Zellen
mit 10 uM Forskolin. Forskolin aktiviert die Adenylat-Cyclase. Nach 24 Stunden Behandlung
mit Forskolin erfolgte mit Hilfe des inversen Fluoreszenzmikroskopes Axiovert S100 (Fa.
Zeiss) der Vergleich der EGFP-Fluoreszenzintensitit zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen. Von den 40 untersuchten Klonen zeigten 14 eine signifikante
Erhohung der EGFP-Fluoreszenz nach Behandlung mit Forskolin. Von diesen 14 Klonen
wurde fiir die weiteren Untersuchungen der Klon U343-CREIl ausgewihlt. Er zeigt den
groBBten Forskolin-vermittelten Anstieg an relativer Fluoreszenzintensitit (2,7fache)
gegeniiber nichtbehandelten Zellen (Abb. 6). Zur Kontrolle wurden U-343-CRE1-Zellen fiir
24 Stunden mit 0,5 % (v/v) DMSO behandelt. Es konnte keine Erhohung der relativen

Fluoreszenzintensitit festgestellt werden (Abb. 6).
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Abb. 6 EinfluB von Forskolin auf die relative EGFP-Fluoreszenzintensitit in der

Zelllinie U343-CREI1.
U-343-CRE1-Zellen wurden fiir 24 Stunden in DMEM-Medium mit 10 % (v/v) Serum kultiviert. Anschlieend
erfolgte die Behandlung der Zellen mit 0,5 % (v/v) DMSO (D) und 10 uM Forskolin (F) in serumfreiem
DMEM-Medium fiir weitere 24 Stunden. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefithrt (U). Zur
Messung der relativen Fluoreszenzintensitit im Plattenreader (Fa. Perkin Elmer) bei Wellenldngen von 485/535
nm wurde das konditionierte DMEM-Medium nach 24 Stunden durch PBS (Fa. Life Technologies) ersetzt. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit der Graphiksoftware ,,Prism 3.0“ (Fa. GraphPad software).

Zur weiteren Charakterisierung der neu etablierten Zellinie U343-CRE1 wurde die
Abhingigkeit der EGFP-Expression von der Konzentration an Forskolin und Isoproterenol
untersucht (Abb. 7). Isoproterenol aktiviert iiber P-adrenerge Rezeptoren die Adenylat-
Cyclase-Kaskade. Wéhrend Isoproterenol in destilliertem Wasser gelost wurde, mufite
Forskolin auf Grund seiner hydrophoben Eigenschaften in DMSO gelost werden. Eine
Konzentration von mehr als 0,5 % (v/v) DMSO im Kulturmedium fiihrt zu einer signifikanten
Reduzierung der PEP-Aktivitit (Kap.3.1.5.2). Unter Beriicksichtigung der DMSO-
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Endkonzentration von nicht mehr als 0,5 % (v/v) im Kulturmedium und der Loslichkeit von
Forskolin im wéssrigen Medium konnten die Zellen maximal mit 12,5 uM Forskolin
behandelt werden. Die Stimulation von U-343-CRE1-Zellen mit 0,1 bis 12,5 uM Forskolin
filhrt zu einer konzentrationsabhdngigen Erhohung der EGFP-Fluoreszenz mit einem ECsg-
Wert von 10 uM (Abb. 7). Ab 250 nM Forskolin kann eine signifikante Erh6hung der EGFP-
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Dagegen fiihrt die Behandlung mit Isoproterenol (1 bis
100 uM) zu keiner Erhohung der EGFP-Fluoreszenz gegeniiber unbehandelten Zellen. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen, da3 die neu-etablierte Zellinie U343-CRE1 in Abhéngigkeit
der gewihlten Stimuli geeignet ist, Einfliisse verschiedener Substanzen auf die Adenylat-

Cyclase-Kaskade zu untersuchen.
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Abb. 7 Einflull von verschiedenen Konzentrationen an Forskolin auf die relative EGFP-

Fluoreszenzintensitét in der Zelllinie U343-CRE1.

U-343-CRE1-Zellen wurden fiir 24 Stunden in DMEM-Medium mit 10 % (v/v) Serum kultiviert. AnschlieBend
erfolgte die Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Forskolin (M, 0,1-12,5 uM) und
Isoproterenol (®, 1 bis 100 uM) in serumfreiem DMEM-Medium fiir weitere 24 Stunden. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen mitgefiihrt (0-Werte). Zur Messung der relativen Fluoreszenzintensitdt im Plattenreader (Fa.
Perkin Elmer) bei Wellenldngen von 485/535 nm wurde das konditionierte DMEM-Medium nach 24 Stunden
durch PBS (Fa. Life Technologies) ersetzt. Die Auswertung der Daten und die Berechnung des ECso-Wertes
erfolgten mit der Graphiksoftware ,,Prism 3.0“ (Fa. GraphPad software).

3.14 Herstellung und Charakterisierung monoklonaler PEP-Antikérper

Unter Verwendung von immunzytologischen Methoden wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Lokalisation von PEP in humanen neuronalen Zellinien untersucht. Es konnte gezeigt werden,
daBl der polyklonale PEP-Antikorper S449 (Fa. Probiodrug AG) nicht fir die

Immunmarkierung von PEP geeignet ist. Daher wurden in Zusammenarbeit mit Fa.
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Eurogentec (Belgien) monoklonale Antikorper hergestellt und hinsichtlich ihrer

immunzytologischen Verwendbarkeit charakterisiert.

3.14.1 Gewinnung und Charakterisierung von Maus-Immunseren

Zur Gewinnung von monoklonalen Antikoérpern wurden 4 Maiuse zweimal mit je Smg
rekombinanter humaner PEP immunisiert. Im Abstand von 35 und 56 Tagen nach Beginn der
Immunisierung wurden Immunseren abgenommen. Mit Hilfe von ELISA-Analysen (Fa.
Eurogentec) wurden die Immunseren und die Pra-Immunseren auf ihre Immunreaktivitét
gegeniiber thPEP getestet. Mit 2 von 4 Immunseren konnte im indirekten ELISA rhPEP
detektiert werden (Tab. 7).

Tab. 7 Bestimmung der PEP-Immunreaktivitét verschiedener Maus-Immunseren mittels

indirektem ELISA.
Die Durchfiihrung der Analysen erfolgte bei Fa. Eurogentec (Belgien).
Antigen: 100 ng rekombinante humane PEP-6xHis /Kavitét,
Proben: Pra-Immunserum, Immunseren 35 und 56 Tage nach Beginn der Immunisierung
Herkunft der Proben: 4 immunisierte Mause (BL, TJ, DJ, CJ)

Verdiinnung Pra-Immunserum Immunserum 35 Tage | Immunsereum 56 Tage
BL J DJ CJ BL TJ DJ CJ |[BL TJ DJ CJ
1:1000 0,062 0,062 0,062 0,066 |1,002 0,068 0,056 0,981 [0,383 0,418 0,048 2,941
1:2000 0,056 0.057 0,055 0,057 |0,771 0,060 0,056 0,606 [0,217 0,253 0,059 2,452
1:4000 0.049 0,049 0,047 0,049 | 0,409 0,051 0,051 0,360 ({0,173 0,154 0,052 1,766
1:6000 0.054 0,050 0,054 0,055 0,251 0,055 0,055 0,211 (0,102 0,105 0,055 1,126
1:12000 0,047 0,060 0,050 0,048 |0,122 0,052 0,051 0,141 (0,083 0,084 0,052 0,682
1:24000 0.048 0,046 0,050 0,047 |0,098 0,051 0,053 0,126 [0,067 0,071 0,054 0,415
1:64000 0.045 0,050 0,051 0,049 |0,072 0,047 0,047 0,075 [0,057 0,059 0,058 0,247
1:128000 0,046 0,046 0,052 0,052 | 0,065 0,050 0,056 0,055 0,055 0,057 0,052 0,162

Weiterhin erfolgte die Charakterisierung der Immunseren mittels Westernblot-Analyse und
Immunfluoreszenz-Markierung (Fa. Probiodrug AG). In der Westernblot-Analyse reagierten
die Immunseren ebenfalls mit rekombinanter (Abb. 8A) bzw. endogener PEP aus U-343-
Zellen (Abb. 8B). Dagegen fiihrte die Verwendung der Immunseren zur Immunmarkierung
von U-343-Zellen zu keinem Erfolg. Die Markierungen waren sehr schwach und diffus iiber
die ganze Zelle verteilt. Auf Grund der positiven Ergebnisse im indirekten ELISA und in der
Westernblot-Analyse wurde das Tier mit der Bezeichnung ,,CJ* zur Herstellung von

Hybridzellen ausgewéhlt.
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1 11

1 11

Abb. 8 Westernblot-Analyse zur Bestimmung der PEP-Immunreaktivitit von verschiedenen

Maus-Immunseren.
Im 12%igen SDS-Polyacrylamidgel wurden rekombinante humane PEP (A, 500ng Protein/Streifen) und U-343-
Zellextrakt (B, 30 ug Protein/Streifen) aufgetrennt. Die immobilisierten Proteinextrakte wurden mit 2 Maus-
Immunseren (LII) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde der spezifische polyklonale PEP-Antikorper S449 (K,
1:400) verwendet. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenzsystems
»SuperSignal West“ (Fa. Pierce) analog den Anweisungen des Herstellers. Verdiinnungsstufen: 1,6,14 = 1:100;
2,7,15=1:500; 11,16 =1:1000; 3,8 =1:2000; 4,9,12 = 1:2500; 5;10,13 =1:5000

3.14.2 Gewinnung und Charakterisierung von Hybridzellinien

Die Herstellung und Isolierung von Hybridzellinien erfolgte durch Fa. Eurogentec (Belgien).
Die Kulturiiberstinde der isolierten Hybridzellinien wurden mittels indirektem ELISA auf
thre Immunreaktivitdt gegeniiber thPEP getestet (Fa. Eurogentec). Mit den 22 reaktivsten
monoklonalen Antikérper-Populationen erfolgte die Markierung von humanen neuronalen
U343-Zellen (Tab. 8). Von den 22 getesteten Kulturiiberstinden konnten 8 identifiziert
werden, bei denen das PEP-Verteilungsmuster mit der zelluldren Verteilung des PEP/EGFP-
Fusionsproteines (siche Abb. 9 und 24) korreliert. Bei beiden findet man eine stark
strukturierte perinukledre Verteilung von PEP, die zur Plasmamembran hin abnimmt.
AuBlerdem konnte keine Markierung der Zellmembran sowie des Zellkernes beobachtet
werden. Die Bestimmung der Isotypen mit Hilfe von Teststreifen (Fa. Dianova) ergab, daf3

alle 8 Antikdrper zum IgM-Subtyp gehoren.
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Tab. 8 Bestimmung der PEP-Immunreaktivitit verschiedener Zellkulturiiberstinde von

Maus-Hybridomazellinien mittels indirektem ELISA.
Die Durchfiihrung der Analysen erfolgte bei Fa. Eurogentec (Belgien). Antigen: 100 ng rekombinante humane

PEP-6xHis /Kavitét, Proben: unverdiinnte Kulturiiberstinde von Hybridzellinien

Hybridzell-Klon Test 1 Test 2
1D7 1,199 2,141
1E11 1,210 1,699
1F5 0,854 1,991
1G1 0,947 1,450
1G8 1,320 2,766
2A3 1,228 3,012
2B8 1,288 2,771
2B9 0,924 2,363
2H1 1,007 1,407
3B3 0,409 0,792
3B8 1,302 2,665
3C2 1,112 2,143
3D6 1,105 1,431
3H3 0,792 0,690
3H5 1,255 2,231
4D4 1,221 2,607
4D6 0,238 1,647
6A5 0,981 1,352
6A8 1,317 2,711
6F1 1,282 2,672
6F9 0,812 1,703
6G7 0,697 0,965

1E11

-
-

Abb. 9 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Immunmarkierungen der humanen

neuronalen Zellinie U-343 mit Zellkulturiiberstainden von Maus-Hybridomazellinien.
Fiir die Immunmarkierung wurden U-343-Zellen fiir 24 Stunden auf Deckgldsern kultiviert und anschliefend mit
4 % (w/v) PFA in PBS fixiert. Die fixierten Zellen wurden fiir 2 Stunden bei RT mit unverdiinnten
Kulturiiberstinden der Hybridzellinien inkubiert. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe eines
inversen Fluoreszenz-Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss, 200fache VergroBerung) und einer
Mikroskopkamera (MS50, Fa. Zeiss) bestiickt mit Negativ-Filmen (Select 400, Kodak), Erkldrung siehe Text .
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Weiterhin wurden die Zellkulturiiberstdnde hinsichtlich der Verwendbarkeit fiir Westernblot-
Analysen charakterisiert. Dafiir wurden rekombinante humane PEP und U-343-Zellextrakt in
einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der
immobilisierten Proteinextrakte mit unverdiinnten Kulturiiberstinden. Von den 22
untersuchten Zellkulturiiberstinden detektierten die Antikdrper 2A3 und 4D4 humane
rekombinante PEP in der Westernblot-Analyse (Abb. 10). Die Detektion endogener PEP im
Uberstand von U-343-Zellextrakt war mit keinem der monoklonalen PEP-Antikdrper

moglich.

K 2A3 4D4

Abb. 10 Westernblot-Analyse zur Bestimmung der PEP-Immunreaktivitit von verschiedenen

Maus-Hybridoma-Zellkulturiiberstinden.
In einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel wurde rekombinante humane PEP (500 ng Protein/Streifen)
aufgetrennt. Die immobilisierten Proteinextrakte wurden mit unverdiinnten Kulturiiberstinden der
Hybridzellinien inkubiert. Als Positivkontrolle wurde der PEP-spezifische polyklonale Antikdrper S449 (K)
verwendet. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenzsystems

»SuperSignal West™ (Fa. Pierce) entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Auf Grund der oben dargestellten Ergebnisse konnten 8 von 22 Hybridzellinien zur
Gewinnung von PEP-spezifischen monoklonalen Antikorpern eingesetzt werden. Alle 8
Antikdrper-Populationen, die von den entsprechenden Hybridzellinien produziert werden,
sind fiir die Immunfluoreszenz-Markierung von PEP geeignet. Fiir die Gewinnung von
spezifischen monoklonalen PEP-Antikorpern wurde die Hybridzellinie 4D4 ausgewéhlt. Vor
der Gewinnung von Antikérpern wurde die Hybridzellinie 4D4 nochmals subkloniert (Fa.
Eurogentec). Damit wird sichergestellt, dal Hybridzellinien aus nur einem Klon bestehen und
dem entsprechend ausschlieBlich eine Antikorper-Variante in das Kulturmedium sekretiert

wird.

3.14.3 Charakterisierung und Produktion des monoklonalen PEP-Antikorpers
4D4D6

Die Subklonierung des Hybridzell-Klones 4D4D6 aus der Hybridzellinie 4D4, sowie die
Isotyp-Bestimmung (IgM Kappa), erfolgte durch Fa. Eurogentec (Belgien). Die

Immunreaktivitit gegen PEP des gewonnenen Zellkulturiiberstandes von 4D4D6 wurde mit
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Hilfe eines indirekten ELISA's bestitigt (Fa. Eurogentec). AnschlieBend erfolgte die
immunzytologische Markierung von U-343-Zellen. Auch hier konnte die PEP-Markierung
bestdtigt werden. Zur Kontrolle der Spezifitidt des Antikdrpers 4D4D6 wurden die humanen
neuronalen Zellinien U343-as60 mit 50 % PEP-Restaktivitit und T98p31 mit 30 %
Restaktivitdt gegentiber der U-343-Zellinie fiir die Immunmarkierung eingesetzt. Die PEP-
Markierung in den einzelnen Zellinien ist identisch, aber die Intensititen der
Immunmarkierungen von U-343-as60 und T98p31 sind signifikant reduziert gegeniiber der
Zellinie U-343 (siche Abb. 11). Der Versuch, den Antikorper aus dem Zellkulturiiberstand
mittels HiTrap IgM-Chromatographiesidulen zu isolieren (Fa. PharmaciaAmersham), oder
durch Ultrafiltration (Amicon) zu konzentrieren, fiihrte zur signifikanten Verschlechterung
der Immunreaktivitit des Antikorpers gegeniiber PEP. Daher wurden die Kulturiiberstinde

zentrifugiert (600 x g) und in 100 pl Portionen aliquotiert und bei —20°C gelagert.

U-343 U-343-as 60 T98p31
Abb. 11 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Immunmarkierungen humaner Zellinien
mit dem monoklonalen PEP-Antikorper 4D4D6.
Die Zellinien U-343, U343-as60 und T98p31 wurden fir 24 Stunden auf Deckgldsern kultiviert und
anschlieBend mit 4 % (w/v) PFA in PBS fixiert. Die fixierten Zellen wurden fiir 2 Stunden bei RT mit
unverdiinntem Kulturiiberstand des Hybridzell-Klones 4D4D6 inkubiert. Die Dokumentation der Ergebnisse

erfolgte mit Hilfe eines inversen Fluoreszenz-Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss, 200fache VergrofBerung)
und einer Mikroskopkamera (MS50, Fa. Zeiss) bestiickt mit Negativ-Filmen (Select 400, Kodak).

3.1.5 Hemmung der Aktivitit von Prolylendopeptidase

Zur Untersuchung des Einflusses von PEP auf verschiedene physiologische Prozesse wurden
in der vorliegenden Arbeit humane Zellinien mit dem spezifischen PEP-Inhibitor Fmoc-
AlaPyrr-CN behandelt. Es konnte gezeigt werden, daf} dieser Inhibitor beziiglich der
Hemmung von rhPEP einen ICsp-Wert von 70 pM besitzt (Gerhartz, B., FeuBner, K.,
unverdffentlicht). Fiir die Anwendung des Inhibitors in Zellkulturversuchen wurde die
Hemmung der PEP-Aktivitét in den Zellinien U-343 und SH-SYS5Y in Abhidngigkeit von der
Inkubationszeit und der Konzentration untersucht. Weiterhin erfolgte in der vorliegenden
Arbeit die Untersuchung extrazelluldrer PEP-Aktivititen. Zur Charakterisierung dieser
Aktivitdten wurden die ICso-Werte der spezifischen PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und
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Z-XaaPro-BT ermittelt. Die Bestimmung der 1Cso-Werte erfolgte mittels 16slichem Uberstand
des Zellextraktes von U-343-Zellen. Weiterhin wurde der EinfluB von DMSO (Ldsungsmittel
fiir die Inhibitoren) und von AEBSF (allgemeiner Serinprotease-Inhibitor) auf die PEP-

Aktivitat untersucht.

3.1.5.1 Hemmung von Prolylendopeptidase in humanen Zellinien

Mit Hilfe des Substrates Z-Gly-Pro-AMC wurde die zeit- und konzentrationsabhéngige
Hemmung von PEP durch Fmoc-AlaPyrr-CN in den humanen Zellinien U-343 und SH-SY5Y
untersucht. Zur Ermittlung der Konzentrationsabhiangigkeit wurden Zellen fiir 4 Stunden mit
1-10 uM Inhibitor in serumfreiem DMEM-Medium kultiviert. AnschlieBend wurde die
Restaktivitit in den Uberstinden der Zellextrakte bestimmt. Fmoc-AlaPyrr-CN fiihrt bereits
bei der kleinsten untersuchten Konzentration (1 uM) zur vollstindigen Hemmung der PEP-
Aktivitdit in den untersuchten Zellinien. Zur Untersuchung der Hemmung von PEP in
Abhingigkeit von der Inkubationszeit wurden Zellen fiir 5 bis 120 Minuten mit 5 uM Fmoc-
AlaPyrr-CN behandelt. Bereits nach 5 Minuten Inkubation mit 5 uM I Fmoc-AlaPyrr-CN
konnte die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitét festgestellt werden. Zusitzlich erfolgte
die Bestimmung der Stabilitdt des PEP-Inhibitors wéhrend der Zellkultivierung. Dafiir
wurden die Zellinien U-343 und SH-SYSY fiir 48 Stunden mit 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN in
serumfreiem und in serumhaltigem (10 % v/v FBS) DMEM-Medium, sowie in Optimem I-
Medium (Fa. Life Technologies) kultiviert.
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Abb. 12 Abhéngigkeit der PEP-Aktivitdt von der DMSO-Konzentration.

Zur Ermittlung des ICsp-Wertes fiir DMSO erfolgte der AufschluB von U-343-Zellen mit Hilfe von Frost-Tau-
Lyse. AnschlieBend wurde der Gesamtzellextrakt zentrifugiert (14500 u/min., 5 Minuten bei 4°C). Die
Bestimmung der Aktivitit im Uberstand des Zellextraktes wurde bei 37°C mit 10 uM Z-Gly-Pro-AMC
durchgefiihrt. Auf Basis der ermittelten Restaktivititen erfolgte die Berechnung des ICso-Wertes mit Hilfe des
Software-Programmes ,,Prism 3.0 (Fa. GraphPad software).
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Nach 48 Stunden erfolgte die Bestimmung der Restaktivitit im loslichen Uberstand des
Zellextraktes. Es konnte unabhdngig vom untersuchten Kulturmedium keine PEP-Aktivitit
nachgewiesen werden. Damit ist der spezifische PEP-Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN geeignet,
um in Zellkulturversuchen mit einer Einmalgabe von 5 uM die Aktivitdt von PEP fiir 48
Stunden vollstdndig zu hemmen.

Weiterhin wurde der EinfluB von DMSO auf die PEP-Aktivitit im 16slichen Uberstand von
U-343-Zellextrakt untersucht. DMSO wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit als
Losungsmittel fiir PEP-Inhibitoren verwendet. Der ermittelte 1Cso-Wert betrdgt 2,0 %, dabei
wird PEP bereits von 0,5 % DMSO gehemmt (Abb. 12). In den nachfolgenden

Untersuchungen wurde nicht mehr als 0,2 % DMSO im Versuchsansatz eingesetzt.

3.1.5.2 ICso-Werte von PEP-spezifischen Inhibitoren

In der vorliegenden Arbeit wurden parallel zu der intrazelluliren PEP-Aktivitét aus humanen
Zellen ebenfalls extrazelluire PEP-Aktivititen im Serum bzw. im Liquor untersucht. Die
spezifische Inhibierung mit den PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT wurde
zur Charakterisierung der extrazelluldren und intrazelluliren PEP-Aktivititen verwendet.
Dafiir wurden die ICso-Werte fiir die Hemmung der PEP mit den beiden Inhibitoren bestimmt,
indem die Restaktivititen von PEP im Uberstand des Zellextraktes von U-343-Zellen in
Abhingigkeit der Inhibitorkonzentrationen ermittelt wurden. Beide Inhibitoren zeigen eine
konzentrationsabhdngige Hemmung im Bereich von 10 pM bis 100 nM (Abb. 13A und B).
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Abb. 13 Abhingigkeit der PEP-Aktivitdt von verschiedenen Inhibitoren.

Zur Ermittlung der 1Cs5o-Werte fiir die Inhibitoren 1 (A) und 2 (B) erfolgte der Aufschlul von U-343-Zellen mit
Hilfe von Frost-Tau-Lyse. AnschlieBend wurde der Gesamtzellextrakt zentrifugiert (14500 u/min., 5 Minuten bei
4°C). Die Bestimmung der Aktivitit im Uberstand des Zellextraktes wurde bei 37°C mit 10 uM Z-Gly-Pro-
AMC durchgefiihrt. Auf Basis der ermittelten Restaktivititen erfolgte die Berechnung der ICso-Werte mit Hilfe
des Software-Programmes ,,Prism 3.0° (Fa. GraphPad software).
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Dabei ist der ICs-Wert von 168 pM fiir den PEP-Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN 3,1fach
niedriger, als der ICsp-Wert fiir Z-XaaPro-BT mit 521 pM. Der mittels thPEP ermittelten K;-
Wert (K; = 70 pM, FeuBner, K. und Gerhartz, B., unverdffentlicht) und der entsprechende
ICso-Wert fiir Fmoc-AlaPyrr-CN differieren um das 2,1fache.

Neben den spezifischen PEP-Inhibitoren wurde der Serinprotease-Inhibitor AEBSF zur
Charakterisierung von intrazelluliren PEP-Aktivititen eingesetzt. AEBSF wird in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 — 1,0 mM vorrangig zur Vermeidung des proteolytischen
Abbaues von Proteinen durch Chymotrypsin, Kallikrein, Plasmin, Thrombin und Trypsin
eingesetzt. Zur Bestimmung des Einflusses von AEBSF auf die Aktivitdt von PEP in U343-
Zellen wurden die Restaktivititen in Abhingigkeit der AEBSF-Konzentration ermittelt. Die
Ergebnisse zeigen, daB die intrazellulire PEP-Aktivitdit ebenfalls von AEBSF
konzentrationsabhdngig gehemmt wird (Abb. 14). AEBSF fiihrt ab 2,5 mM (91 %) zu einer
signifikanten Hemmung der Aktivitdt von PEP. Mit der hochsten Konzentration (15 mM)

wurde eine 55%ige Hemmung von PEP erzielt.
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Abb. 14 Abhéngigkeit der PEP-Restaktivitit von verschiedenen AEBSF-Konzentrationen.

Zur Ermittlung des Einflusses von AEBSF auf die Aktivitdt von PEP erfolgte der Aufschlufl von U-343-Zellen
mit Hilfe von Frost-Tau-Lyse. AnschlieBend wurde der Gesamtzellextrakt zentrifugiert (14500 u/min., 5
Minuten bei 4°C). Die Bestimmung der Aktivitit im Uberstand des Zellextraktes wurde bei 37°C mit 10 pM Z-
Gly-Pro-AMC durchgefiihrt.

3.2 Prolylendopeptidase in humanem und murinem Probenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurde die physiologische Rolle von PEP untersucht. Auf Grund
des kausalen Zusammenhanges zwischen Funktion und Lokalisation wurde die zellulédre
Verteilung von PEP untersucht. Von besonderem Interesse war vor allem die Verteilung von
PEP in neuronalen und glialen Zellen bzw. in neuronalem Gewebe. Dafiir wurden in humanen

Zellinien und in ausgewéhlten Bereichen des Rattenhirnes die Aktivitdt und Expression von
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PEP untersucht. Weiterhin sollte geklirt werden, in wie weit extrazelluldre post-Prolin-
spaltende Aktivititen identisch mit PEP sind. Deshalb erfolgte die Bestimmung und die
Charakterisierung von PEP-Aktivititen im Kulturiiberstand humaner Zellinien, in humanem

Serum, sowie in humaner lumbaler Cerebrospinal-Fliissigkeit.

3.2.1 Prolylendopeptidase in humanen Zellinien

Fir den Nachweis von PEP in humanen Zellinien wurden mit Hilfe des fluorogenen
Substrates Z-Gly-Pro-AMC und Westernblot-Analyse die Aktivitit und Expression
untersucht. Von den 23 verwendeten Zellinien standen 13 ausschlieBlich in Form von
Kryokulturen zur Verfiigung. Alle 6 glialen bzw. neuronalen Zellinien wurden fiir die

Untersuchungen kultiviert.

3.2.1.1 Prolylendopeptidase-Aktivitiit in humanen Zellinien

Der AufschluB3 von Zellen erfolgte durch Frost-Tau-Lyse. AnschlieBend wurden die Aktivitit
und die Proteinkonzentration in den Uberstinden der Zellextrakte ermittelt. In allen

untersuchten Zellinien konnte PEP-Aktivitit gemessen werden (Tab. 9 und 10).

Tab. 9 Spezifische PEP-Aktivitét in kultivierten humanen Zellinien.

Die Extraktion der 16slichen Proteinfraktionen aus den kultivierten Zellinien erfolgte durch Frost/Tau-
Lyse und anschlieBende Zentrifugation (14500 uw/min., 5 Minuten, 4°C) der Gesamtzellextrakte. Die
Aktivitdt wurde bei 16°C und 10 uM Z-Gly-Pro-AMC ermittelt. Die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der Bradford-Methode.

Zellinie Gewebetyp Spelz;il"ljs/;lllge ﬁlftlzil:l?t —
BeWo Keimzelltumor 1,07 £0,07
CACO-2 Adenokarzinom des Dickdarms 0,57+ 0,08
LN-405 Astrozytom 1,65+ 0,04
LNZ-308 Gliom 1,43 £ 0,04
SH-SYS5Y Neuroblastom 2,47 £0,02
T98p31 Gliom 1,15+0,03
U-138-MG Glioblastom 0,74 +£ 0,05
U-343 Gliom 3,54+0,10
T-m° T-Zellen 2,62 40,03

*n=2, Anzahl der zugrunde liegenden Messungen
bT—m:T-Zellen, mannlicher Spender, 37 Jahre
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Die ermittelten spezifischen Aktivititen in den kultivierten Zellinien lagen zwischen 3,54 +
0,1 mU/mg Protein (U-343-Zellinie) und 0,57 £ 0,08 mU/mg Protein (CACO-2-Zellinie). Fiir
die nichtkultivierten Zellinien (Kryokulturen) wurden spezifische Aktivititen zwischen 1,96 +
0,01 mU/mg Protein (MDA-MB-434S-Zellinie) und 40 pU = 1 pU/mg Protein (RCC-100-
Zellinie) ermittelt. Die ermittelte spezifische Aktivitdt ist in kultivierten LNZ-308-Zellen
(1,43 £ 0,04 mU/mg Protein) 20fach hoher als in Zellen aus der Kryokultur (70 £ 1 pU/mg
Protein). Da sich die einzelnen Kryokulturen in Zelldichte, Zellvitalitit, Alter und in den
Lagerbedingungen wesentlich unterscheiden, kann das fiir die Zellinie LNZ-308 erhaltene

Ergebnis nicht auf die anderen Kryokulturen iibertragen werden.

Tab. 10 Spezifische PEP-Aktivitdt in nichtkultivierten humanen Zellinien (Kryokulturen).

Die Extraktion der 16slichen Proteinfraktionen aus den Kryokulturen erfolgte durch Frost/Tau-Lyse
und anschlieBende Zentrifugation (14500 u/min., 5 Minuten, 4°C) der Gesamtzellextrakte. Die
Aktivitdt wurde bei 16°C und 20 uM Z-Gly-Pro-AMC ermittelt. Die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe der Bradford-Methode.

Zellinie Gewebetyp Spezifische Aktivitiit in
mU/mg Protein”
A-431 Vulvakarzinom 0,60 £0,03
A-549 Lungenkarzinom 0,58 £ 0,02
CAKI-1 Nierenkarzinom 0,24 £ 0,01
CAKI-2 Nierenkarzinom 0,23 £ 0,01
COLO-677 Bronchialkarzinom 0,28 £ 0,01
COLO-699 Bronchiales Adenokarzinom 0,84 £ 0,01
DV-145 Prostatakarzinom 0,40 £ 0,01
ECV-304 Nabelschnurkarzinom 0,79 + 0,07
Fibro-177 Bindegewebskarzinom 0,08 £ 0,01
HEK Embryonales Nierenkarzinom 0,55 +£0,01
LNZ-308 Gliom 0,07 £ 0,01
MDA-MB-435S Mammakarzinom 1,96 £ 0,01
PC-3 Adenokarzinom der Prostata 0,17+ 0,01
RCC-100 Nierenkarzinom 0,04 +£ 0,01
* n=2, Anzahl der zugrunde liegenden Messungen
3.2.1.2 Expression von Prolylendopeptidase in humanen Zellinien

Die Uberstinde der Zellextrakte wurden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschlieBend die Expression von PEP mit Hilfe der Westernblot-Analyse
untersucht. Als Positivkontrolle wurde rekombinante humane PEP (thPEP, 80 kD) verwendet.
In allen kultivierten Zellinien konnte PEP nachgewiesen werden (Abb. 15). Dabei korreliert
die Intensitdt der detektierten Bande mit den entsprechenden ermittelten spezifischen
Aktivitdten (Tab. 9, Abb. 15). In den untersuchten Kryokulturen konnte PEP nicht detektiert

werden.
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Abb. 15 Westernblot-Analyse der PEP-Expression in kultivierten humanen Zellinien.

Die Auftrennung der 16slichen Proteinfraktionen kultivierter neuronaler bzw. glialer (I, 10 pg Protein/Zellinie)
und nichtneuronaler (II, 40 pg Protein/Zellinie) Zellinien erfolgte in einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel.
Die immobilisierten Proteinextrakte wurden mit den polyklonalen Primér-Antikdrpern S449 (A, Anti-PEP,
1:400) und Anti-Actin (B, 1:1000, Sigma) inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale erfolgte mittels des
Chemilumineszenzsystems ,,SuperSignal West“ (Fa. Pierce) analog den Anweisungen des Herstellers. hrPEP:

humane rekombinante Prolylendopeptidase (75 ng Protein).

3.2.2 Prolylendopeptidase in extrazelluliren Fliissigkeiten

Von PEP ist bekannt, dal3 sie in vitro Neuropeptide durch limitierte Proteolyse modifiziert.
Unter in vivo-Bedingungen miifite PEP dafiir extrazelluldr lokalisiert sein. Deshalb erfolgte
die Untersuchung der Aktivitdt und Expression von PEP in humanem Serum (n=2), humanem
Liquor (n=5) und im 18slichen Uberstand humaner Zellkulturen (n=2). Die Charakterisierung
der extrazelluldren Aktivititen wurde mittels dem Substrat Z-Gly-Pro-AMC, den spezifischen
PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT sowie mit dem Serinprotease-Inhibitor
AEBSF durchgefiihrt.

3.2.2.1 Prolylendopeptidase-Aktivitiit in humanem Serum und Liquor

Die Seren wurden aus 20 ml Frischblut von einem weiblichen und einem ménnlichen Spender
gewonnen. Die 12 Liquorproben (3 weibliche und 9 méannliche Spender ohne auffélligen
klinischen Befund hinsichtlich des Untersuchungsprotokolles) wurden vom Liquorlabor des
Universititsklinikums Krollwitz Halle/S. bezogen. Die Bestimmung der Aktivitit von PEP in
den zellfreien Uberstinden erfolgte mit Hilfe des Substrates Z-Gly-Pro-AMC (Tab. 11). In
allen untersuchten Serum- und Liqour-Proben konnte PEP-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Im Serum der weiblichen Testperson wurde eine Aktivitdit von 76,95 + 3,2 mU/ml Probe
ermittelt und im Serum der ménnlichen Testperson 57 = 1,0 mU/ml Probe. Ein Nachweis von
PEP im Serum mittels Westernblot-Analyse war nicht moglich. In den Liquorproben wurden
Substratumsétze (1,31 bis 23,8 mU/ml Probe) an der unteren Nachweisgrenze (1 mU/ml) des

benutzen Aktivititsassays gemessen.
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Tab. 11 PEP-Aktivitdt in humanem Serum und Liquor.

Die Gewinnung der humanen Seren aus Frischblut erfolgte durch Blutgerinnung und anschlieBende
Zentrifugation (1500 u/min., 10 Minuten, 4°C). Die zellfreien Liquorproben wurden im Liquorlabor
des Universitdtsklinikums Krollwitz Halle/S. entsprechend dem Standardprotokoll pripariert. Die
Aktivitit der zellfreien Uberstinde wurde bei 37°C mit 20 uM Z-Gly-Pro-AMC bestimmt.

Probe™” Alter Geschlecht Aktivitit mU/ml Probe
S-1 23 weiblich 76.95 +3.2°
S-2 38 méinnlich 57+1,0°
L-138 77 minnlich 5,52 +0.07°
L-139 64 minnlich 14,46 + 0,48°
L-178 51 ménnlich 1,57¢
L-180 76 weiblich 2,67¢
L-182 33 minnlich 18,67¢
L-183 67 weiblich 8,36"
L-185 72 ménnlich 1,31¢
L-713 62 weiblich 23,8¢
L-725 64 minnlich 9,6¢
L-728 47 weiblich 12,5¢
L-729 24 ménnlich 3,75¢
L-730 18 ménnlich 10,55¢
4S=Serum
°L=Liquor

“n=2, Anzahl der zugrunde liegenden Messungen
h=1, Anzahl der zugrunde liegenden Messungen

Mit Hilfe des CytoTox96-Assays (Fa. Promega) konnte in den Liquorproben LDH-Aktivitét
nachgewiesen werden. Der berechnete Korrelationskoeffizient von r = 0,918 zeigt, daf
zwischen der nachgewiesenen LDH-Aktivitdt und der ermittelten PEP-Aktivitét eine positive
Korrelation besteht (Abb. 16). Auf Grund dieser Beziehung kann davon ausgegangen werden,
daf3 die beobachtete extrazelluldre post-Prolin-spaltende Aktivitit auf Zellyse basiert. Es war
nicht moglich, die Expression von PEP in den untersuchten Liquor-Proben nachzuweisen.
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Abb. 16 PEP-und LDH-Aktivitdt in humanem Liquor.

Die zellfreien Liquorproben wurden im Liquorlabor des Universititsklinikums Krollwitz Halle/S
entsprechend dem Standardprotokoll priipariert. Die PEP-Aktivitit der zellfreien Uberstinde wurde
bei 37°C mit 20 uM Z-Gly-Pro-AMC ermittelt. Die Bestimmung der LDH-Aktivitét erfolgte mittels
CytoTox96-Assay (Fa. Promega).
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AnschliefSend erfolgte die Charakterisierung der extrazelluldren PEP-Aktivitidten in humanem
Serum und Liquor mit Hilfe spezifischer PEP-Inhibitoren. Dazu wurden die Restaktivitéten in
Abhéngigkeit von der Konzentration der Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT
ermittelt. Die PEP-Aktivitit in humanem Liquor konnte mit beiden Inhibitoren vollstindig
gehemmt werden. Dagegen wurden mit beiden Inhibitoren in humanem Serum nur 30 % der
gesamten PEP-Aktivitdt gehemmt. Fiir den hemmbaren Anteil von 30 % wurden auf Basis der
ermittelten Restaktivititen die 1Cso-Werte bestimmt (Abb. 17). Im Vergleich zur Hemmung
der intrazelluldren PEP (Kap. 3.1.5.2) sind die ICso-Werte fiir Fmoc-AlaPyrr-CN mit einem
ICso von 420 pM und fiir den Inhibitor Z-XaaPro-BT mit einem ICsy von 7 nM um das 2,5-
bzw. 13,5fache hoher. Es kann davon ausgegangen werden, dall der Inhibitor Z-XaaPro-BT
auf Grund seiner Struktur verstirkt mit anderen Molekiilen im Serum hydrophobe
Wechselwirkungen eingeht, und so die effektive Konzentration verringert wird. Mit Hilfe von
rhPEP konnte der EinfluB von humanem Serum auf Z-XaaPro-BT bestitigt werden. Die
Hemmung der rhPEP ist unter vergleichbaren Bedingungen im humanem Serum um die
Halfte geringer als im Standard-MefBpuffer. Dies erkldrt aber nur zum Teil den 13,5fach
hoheren ICso-Wert fiir die Hemmung der extrazelluldren Aktivitit. Keinen Einflul hat das

humane Serum auf die Fmoc-AlaPyrr-CN vermittelte Hemmung von rhPEP.
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Abb. 17 Abhingigkeit der PEP-Restaktivitit von verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen in

humanem Serum.
Die Gewinnung der humanen Seren aus Frischblut erfolgte durch Blutgerinnung und anschlieBende
Zentrifugation (1500 u/min., 10 Minuten, 4°C). Die Aktivitdt im Serum wurde bei 37°C mit 20 pM Z-
Gly-Pro-AMC in Abhéngigkeit der spezifischen PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-
BT bestimmt. Auf Basis der ermittelten Restaktivititen erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism
3.0“ (Fa. GraphPad software) die Bestimmung der ICs,-Werte.

Neben den spezifischen PEP-Inhibitoren wurde zur Charakterisierung von extrazelluldren
PEP-Aktivititen der unspezifische Serinprotease-Inhibitor AEBSF eingesetzt. AEBSF in
einer Konzentration von 10 mM fiihrt zur signifikanten Hemmung der PEP-Aktivititen im

Serum und im Liquor (Abb. 18). Die Restaktivitit von 57,5 % im Liquor ist vergleichbar mit
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der Restaktivitdt von 62,5 % flir die Hemmung der intrazelluldren PEP-Aktivitdt in U-343-
Zellen. Die ermittelte Restaktivitit im Serum von 37,5 % ist dagegen deutlich geringer. Damit
ist mit dem Serinprotease-Inhibitor AEBSF eine effektivere Hemmung der PEP-Aktivitit im
Serum moglich als mit spezifischen PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT
(Abb. 18).
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Abb. 18 Abhingigkeit der PEP-Aktivitdt bzw. der extrazelluldren post-Prolin-spaltenden
Aktivititen von AEBSF.

Die Gewinnung von humanem Serum, Liqour und loslicher Zellfraktion aus der U343-Zellinie erfolgte wie
beschrieben in Kap. 2.3.4.7, 2.3.4.17, 3.2.2.1. Die Restaktivitdten wurden nach Inkubation mit 10 mM AEBSF
(Fa. ICN) fiir 30 min. bei 37°C mittels dem fluorogenen Substrat Z-Gly-Pro-AMC (20 uM, Fa. Bachem)
bestimmt (siche Kap. 2.3.4.5).

3.2.2.2 Aktivitit von Prolylendopeptidase im Kulturiiberstand humaner Zellinien

Die humanen Zellinien U-343 und SH-SY5Y wurden fiir 24 Stunden bei 37°C in serumfreiem
DMEM-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der PEP-Aktivitdt in den
Kulturiiberstinden sowie in den Uberstinden der Zellextrakte mit Hilfe des Substrates Z-Gly-
Pro-AMC. Es konnte in beiden Kulturiiberstinden PEP-Aktivitit nachgewiesen werden. Die
im Kulturiiberstand der Zellinien SH-SY5Y und U-343 ermittelten Aktivitdten von 4,26 + 0,2
mU/ml Probe und 1,6 £ 0,1 mU/ml Probe sind sehr gering und vergleichbar mit den
gemessenen Aktivitdten im humanen Liqour. Auch sie liegen im Bereich der Nachweisgrenze
(1 mU/ml Probe) des verwendeten Aktivititsassays. Dabei entsprechen die ermittelten Werte
in den Kulturiiberstinden 4,75 + 0,25 % bzw. 1,15 + 0,15 % der PEP-Gesamtaktivitit
(Kulturiiberstand + 18slicher Uberstand des Zellextraktes) in den Zellinien SH-SY5Y und U-
343. Mit Hilfe des CytoTox96-Assays (Fa. Promega) konnte ermittelt werden, dafl in den
Zellinien SH-SY5Y und U-343 8,3 +£ 0,3 % bzw. 7,6 = 0,3 % der Gesamtaktivitidt an LDH in
den Kulturiiberstinden vorliegen. Im prozentualen Vergleich zu den extrazelluldren post-
Prolin-spaltenden Aktivititen ist damit das 1,75- bzw. das 6,6fache an LDH-Aktivitit
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nachweisbar (Abb. 19). Auf Grund dieser prozentualen Verteilung mufl davon ausgegangen
werden, daB} lysierte Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit die Ursache der extrazellulldren
post-Prolin-spaltenden-Aktivititen darstellen. Die Kulturiiberstinde von SH-SY5Y- und U-

343-Zellen zeigten keinerlei PEP-Immunreaktivitdten in den Westernblot-Analysen.
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Abb. 19 Prozentualer Anteil der extrazelluldaren PEP- und LDH-Aktivitat im Kulturiiberstand

humaner Zellinien .
Die Zellen wurden fiir 24 Stunden in 1ml serumfreiem DMEM-Medium kultiviert. Nach Entfernen
des Kulturiiberstandes erfolgte der Aufschlu3 der 16slichen Proteinfraktionen durch Frost-Tau-Lyse in
Iml frischem serumfreiem DMEM-Medium und anschlieBender Zentrifugation (14500 u/min., 5
Minuten, 4°C) der Gesamtextrakte. Die LDH-Aktivitdt wurde mit Hilfe des kolorimetrischen Assays
CytoTox96 (Fa. Promega) ermittelt. Die PEP-Aktivitdt wurde bei 37° mit 20 uM Z-Gly-Pro-AMC
bestimmt (siche Kap. 2.3.4.5)

3.2.3 Prolylendopeptidase im Rattenhirn

Fiir die Aufkldrung der physiologischen Rolle von PEP im Zentralen Nervensystem ist neben
der subzelluldren Lokalisation auch die regionale Verteilung im Gehirn von grofer
Bedeutung. Die einzelnen Hirnregionen iiben sehr spezifische Funktionen aus. Auf Grund
einer entsprechenden Verteilung von PEP kdnnten Schluflfolgerungen fiir die Beteiligung von
PEP an speziellen neurologischen Prozessen getroffen werden. Deshalb wurden mit Hilfe des
Substrates Z-Gly-Pro-AMC und Westernblot-Analyse in 6 ausgewéhlten Hirnregionen von
minnlichen Wanderratten (Rattus norvegicus) die Aktivitit und die Expression von PEP
untersucht. Die Gewebeproben wurden im Institut fiir Neurobiologie, Abteilung

Neurophysiologie (Dr. Detlef Balschun) von Dr. Maxim Sokolov pripariert.
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3.2.3.1 Verteilung von PEP-Aktivitit im Rattenhirn

Die schockgefrorenen und bei —70°C gelagerten Gewebeproben wurden mit Hilfe eines
Mikromorsers (Fa. Roth) aufgeschlossen. Anschlieend erfolgte die Bestimmung der PEP-
Aktivitit in den Uberstinden der Gewebeextrakte. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
Hilfe der Bradford-Methode ermittelt. In allen Uberstinden konnte PEP-Aktivitit
nachgewiesen werden. Die Verteilung der PEP-Aktivitét in den untersuchten Hirnregionen ist
homogen (Abb 20). Die ermittelten spezifischen Aktivititen liegen zwischen 0,93 + 0,01
mU/mg Protein (Kleinhirn) und 0,77 = 0,03 mU/mg Protein (Hippokampus). Die
Charakterisierung der PEP-Aktivitit in den Gewebeextrakten erfolgte mittels des spezifischen
PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN. Die Aktivitdt in den Extrakten kann mit dem Inhibitor
vollstindig gehemmt werden. Der ermittelte 1Cso-Wert betrdgt 200 pM. Dieser korreliert mit
dem ermittelten ICsp-Wert (168 pM, Kap. 3.1.5.2) fiir die Hemmung intrazellulirer PEP-
Aktivitét in U-343-Zellen.
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Abb. 20 Regionale Verteilung von PEP-Aktivitit im Rattenhirn.

Der AufschluB der Gewebeproben erfolgte mit Hilfe eines Mikromdrsers (Fa. Roth) und
anschlieBender Zentrifugation (14500 u/min., 5 Minuten, 4°C) der Gesamtgewebeextrakte. Die PEP-
Aktivitdat wurde bei 16°C mit 10 pM Z-Gly-Pro-AMC bestimmt. Die Proteinkonzentrationen wurden
mit Hilfe der Bradford-Methode ermittelt. Verl. Riickenmark: verlangertes Riickenmark

3.2.3.2 PEP-Expression im Rattenhirn

Die Uberstinde der Gewebeextrakte wurden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel
getrennt und anschlieBend mit Hilfe der Westernblot-Analyse die Expression von PEP
untersucht. Als Positivkontrolle wurde rekombinante humane PEP (rhPEP, 80 kD) verwendet.

In allen untersuchten Gehirnregionen konnte PEP nachgewiesen werden (Abb. 21). Dabei
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korreliert die Intensitét der detektierten Bande mit der ermittelten spezifischen Aktivitit (Abb.
20 und 21).

GrofBhirnrinde
Hippokampus
Verliangertes
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Abb. 21 Westernblot-Analyse der Expression von PEP im Rattenhirn.
Die Auftrennung der l6slichen Gewebeextrakte (30 pg Protein/Probe) erfolgte in einem 12 %igen SDS-

Polyacrylamidgel. Die immobilisierten Proteinextrakte wurden mit den polyklonalen Primar-Antikdrpern S449
(A, Anti-PEP, 1:400) und Anti-Actin (B, 1:1000, Sigma) inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale
erfolgte mittels des Chemilumineszenzsystems ,,SuperSignal West* (Fa. Pierce) analog den Anweisungen des

Herstellers. thPEP: humane rekombinante Prolylendopeptidase (75 ng Protein)

3.3 Subzellulire Lokalisation von PEP in humanen Zellinien

Mit Hilfe von Westernblot-Analysen (PEP-Immunreaktivitit in Zellfraktionen),
Aktivitditsmessungen (Nachweis post-Prolin-spaltender Aktivititen), EGFP-Fusionsproteinen
(direkte  Visualisierung der PEP-Lokalisation) sowie Immunmarkierungen (PEP-
Immunreaktivitét in fixierten Zellen) wurde die zelluldre Lokalisation von PEP in humanen

Zellinien untersucht.

3.3.1 Zellfraktionierung der humanen neuronalen Zellinien SH-SYSY und U-343

Ausgehend vom Gesamtzellextrakt (ZE) erfolgte durch differentielle Zentrifugation die
Fraktionierung der humanen Zellinien U-343 und SH-SYS5Y. Die P1-Fraktion enthlt in stark
angereicherter Form neben allen 16slichen Kernproteinen auch die Bestandteile der
Kernmembran. In der P20-Fraktion befinden sich die gréeren Zellstrukturen wie Lysosomen,
Endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat und Bruchstiicke der Plasmamembran. Die
Peroxisomen, Mitochondrien, freien Ribosomen und kleinere Membranbruchstiicke wurden in
der P100-Fraktion angereichert. Der Uberstand (S100) der P100-Fraktion enthilt alle

16slichen zytosolischen Proteine.
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3.3.1.1 Westernblot-Analyse der Zellfraktionen

Die gewonnenen Zellfraktionen wurden in 12%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
anschlieBend mittels Westernblot-Analyse die Verteilung von PEP und ausgewaihlten
Markerproteinen (c-fos, PDI, Actin) untersucht. Die Markerproteine dienten zur
Charakterisierung der einzelnen Zellfraktionen hinsichtlich der Anreicherung mit bestimmten
Zellkompartimenten. Unter Verwendung spezifischer Antikorper gegen c-fos, PDI und Actin
konnte in der Westernblot-Analyse gezeigt werden, daB3 die durch differentielle Zentrifugation
unternommene  Zellfraktionierung erfolgreich war. Alle Marker-Proteine wurden
ausschlieflich bzw. iiberwiegend in den entsprechenden Zellfraktionen detektiert (Abb. 22).
In den jeweils restlichen Zellfraktionen waren die Markerproteine nur sehr schwach oder gar
nicht nachweisbar. PEP konnte neben dem Gesamtzellextrakt ausschlieBlich in der
zytosolischen S100-Fraktion detektiert werden (Abb. 22).

ZE P1 P20 P100 S100
—-— - |hPEP

e - c-Jun

PDI

Abb. 22 Westernblot-Analyse der Expression von PEP und Markerproteinen in den

Zellfraktionen der humanen Zellinie U-343.

Es wurden je Zellfraktion 30 pg Protein in einem 12 %igen SDS-Acrylamidgel aufgetrennt (ZE:
Gesamtzellextrakt, P1: angereicherte Kernfraktion, P20: angereicherte Fraktion der groBeren Zellstrukturen wie
Lysosomen, groflere intakte Zellmembranstrukturen, ER- und Golgi-Strukturen, P100: angereicherte Fraktion
der kleineren Zellstrukturen wie freie Ribosomen, Mitochondrien, Peroxisomen wund kleinerer
Membranbruchstiicke, S100: angereicherte Fraktion der l6slichen zytoplasmatischen Proteine). Die
immobilisierten Proteinextrakte wurden mit den polyklonalen Primér-Antikérpern S449 (Anti-PEP, 1:400), Anti-
Actin (1:1000, Sigma), Anti-c-fos (1:50, Oncogene) und Anti-PDI (1:100, Stressgen) inkubiert. Die Detektion
der Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenzsystems ,,SuperSignal West™ (Fa. Pierce)
entsprechend den Anweisungen des Herstellers.
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3.3.1.2 Die Verteilung der PEP-Aktivitit in den Zellfraktionen

Die Bestimmung der Aktivitidt von PEP in den gewonnenen Zellfraktionen erfolgte mit Hilfe
des Substrates Z-Gly-Pro-AMC. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Bradford-
Methode ermittelt. Es konnte in allen Zellfraktionen PEP-Aktivitdt gemessen werden (Abb.
23). In der S100-Fraktion der Zellinien U343 und SH-SY5Y befanden sich 87 £ 2 % bzw. 99
+ 1 % der Gesamtaktivitit. In den 3 restlichen Zellfraktionen lag der prozentuale Anteil der
Gesamtaktivitdt zwischen 0,1 und 0,5 %. Wahrend der Préparation der Fraktionen gingen bei
der Zellinie U-343 10 % der Ausgangsaktivitit verloren. In der Zellinie SH-SYS5Y blieb
nahezu die gesamte Aktivitit erhalten. Die Verteilung der Aktivitidt von PEP korreliert mit der
Verteilung der PEP-Expression (Abb. 22 und 23).
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Abb. 23 Prozentuale Verteilung der PEP-Aktivitét in den Zellfraktionen der humanen

Zellinien U-343 und SH-SYS5Y.
Die Aktivitit von PEP in den durch differentielle Zentrifugation gewonnenen Zellfraktionen (ZE:
Gesamtzellextrakt, P1: angereicherte Kernfraktion, P20: angereicherte Fraktion der groBeren Zellstrukturen wie
Lysosomen, grofere intakte Zellmembranstrukturen, ER- und Golgi-Strukturen, P100: angereicherte Fraktion
der Kkleineren Zellstrukturen wie freie Ribosomen, Mitochondrien, Peroxisomen und Kkleinerer
Membranbruchstiicke, S100: angereicherte Fraktion der 16slichen zytoplasmatischen Proteine) wurde bei 16°C
mit 10 uM Z-Gly-Pro-AMC bestimmt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Bradford-Methode

ermittelt.

3.3.2 Verteilung des PEP/EGFP-Fusionsproteines in humanen neuronalen

Zellinien

Zur Untersuchung der zelluldren Verteilung von PEP erfolgte in den humanen Zellinien U-
343, SH-SYSY und LN-405 die ektopische Expression eines PEP/EGFP-Fusionsproteines.
Zusétzlich wurde als Kontrolle das nichtfusionierte EGFP-Protein in diesen Zellinien
expremiert. Die Transfektion der auf Deckglidsern kultivierten Zellen mit dem
Expressionsvektor pEGFP (Fa. Clontech) und dem PEP/EGFP-Fusionskonstrukt pIS-7
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(Kap.3.1.1.2) erfolgte unter Verwendung von POLYFECTIN (Fa. Biontex) analog den
Anweisungen des Herstellers. Nach einer Kultivierungsdauer von 12 bis 48 Stunden wurden
die Zellen mit 4 % (w/v) PFA in PBS fixiert und mit Hilfe des Laserscanning- Mikroskopes
LSM510 (Fa. Zeiss) untersucht. Fiir das EGFP-Protein wurde eine homogene Verteilung tiber
den gesamten Zellkdrper einschlieBlich Zellkern gefunden (siehe Abb. 24A, U-343-Zellinie).
Dagegen weist das PEP/EGFP-Fusionsprotein eine ausschlieBlich zytoplasmatische
Verteilung auf (siche Abb. 24B-F). Ein besonders hoher Anteil des Fusionsproteines befindet
sich in unmittelbarer Ndahe zum Zellkern (= perinukledrer Raum). Neben der perinukledren
Verteilung konnte in LN-405- und SH-SYS5Y-Zellen ein fibrilldres, zytoskelettdhnliches
Verteilungsmuster des Fusionsproteines beobachtet werden (siche Abb. 24C, E und F). Eine
Sekretion des PEP/EGFP-Fusionsproteines in den Kulturiiberstand bzw. eine nukledre

Lokalisation konnte in keiner der untersuchten Zellinien beobachtet werden.

.\

Abb. 24 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Verteilung des PEP/EGFP-

Fusionsproteines in humanen Zellinien.
Die humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405 wurden unter Verwendung von POLYFECTIN (Fa.
Biontex) mit dem Expressionsvektor pEGFP (Fa. Clontech) und dem PEP/EGFP-Fusionskonstrukt pIS-7-MP7
entsprechend den Anweisungen des Herstellers transfiziert. Nach einer Kultivierungsdauer von 12 bis 24
Stunden wurden die Zellen mit 4 % (w/v) PFA in PBS fixiert. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe der Laserscanning-Mikroskopie (LSM510, Fa. Zeiss), Erklarung siehe Text.

3.33 Immunzytologische Lokalisation von Prolylendopeptidase in humanen

Zellinien

Zur Untersuchung der Lokalisation der endogenen PEP in humanen Zellinnien wurden

parallel zu der Untersuchung mit dem EGFP-Fusionsprotein der monoklonale PEP-
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Antikdrper 4D4D6 eingesetzt. Durch den Vergleich der Untersuchungen konnen
unspezifische Lokalisationen durch mdgliche Uberexpressionsartefakte des Fusionsproteines
oder Kreuzreaktivititen seitens des Antikorpers ermittelt werden. Weiterhin war es ein Ziel
des Vergleiches, zu priifen, ob mit Hilfe des Antikorpers die teilweise nukledre Lokalisation
des Fusionsproteines bestétigt werden kann. Weiterhin erfolgte zur Untersuchung der
zytoplasmatischen =~ Lokalisation  die  parallele = Immunmarkierung  ausgesuchter
Zellkompartimente und der PEP.

3.3.3.1 Immunmarkierung von Prolylendopeptidase

Die Immunmarkierung von PEP in den humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405
erfolgte mit unverdiinntem Zellkulturiiberstand der Hybridomazellinie 4D4D6. In den 3
untersuchten Zellinien konnte eine heterogene zytoplasmatische Lokalisation von PEP

nachgewiesen werden. Eine intensive Markierung zeigt sich um den Zellkern herum, die zur
Peripherie hin deutlich abnimmt (siche Abb. 25A-F).

.

Abb. 25 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Immunmarkierung von PEP in humanen
Zellinien mit dem PEP-Antikorper 4D4D6.

Die humanen Zellinien U-343 (A,D), SH-SY5Y (B,E) und LN-405 (C,F) wurden fiir 24 Stunden auf

Deckgliasern in DMEM-Medium mit 10 % (v/v) Serum kultiviert. AnschlieBend wurden die fixierten Zellen (4 %

(w/v) PFA in PBS) fiir 2 Stunden bei RT mit unverdiinntem Kulturiiberstand der Hybridomazellinie 4D4D6

inkubiert. Die Auswertung und Dokumentation der immunmarkierten Zellen erfolgte mit Hilfe der

Laserscanning-Mikroskopie (A-C, LSM510, Fa. Zeiss) bzw. mit inverser Fluoreszenz-Mikroskopie (D-F;
Axiovert S100, Fa. Zeiss; CCD-SPOT RT SLIDER-Kamera, Fa. VisitronSystem; 1000fache VergroBerung),
Erklarung siehe Text.
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In 90 9% aller LN-405-Zellen findet man ein fibrilldres, zytoskelettdhnliches
Verteilungsmuster von PEP (siche Abb. 25C und F). In den U-343- (siche Abb. 25D) und SH-
SYS5Y-Zellinien (siche Abb. 25E) konnte ebenfalls dieses Verteilungsmuster bei 10-30 % der
Zellen beobachtet werden. Damit wurde unabhéngig voneinander mit 2 verschiedenen
Nachweismethoden eine vergleichbare zytoplasmatische Lokalisation fiir PEP nachgewiesen
(siche Abb. 24C, E und F, und Abb. 25C-F). Die nukledre Lokalisation des EGFP-
Fusionsproteines konnte mit Hilfe der Immunmarkierung nicht bestétigt werden. Dies zeigt,
daBB es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit bei der bisher beschriebenen nukledren

Lokalisation um einen Artefakt handelt.

3.3.3.2 Kolokalisation von Prolylendopeptidase mit dem Zytoskelett

Mit Hilfe der Immunmarkierung und des EGFP-Fusionsproteines wurde demonstriert, daf3
PEP generell zytoplasmatisch lokalisiert ist. Dabei kommt PEP in hohen Konzentrationen um
den Zellkern vor und nimmt zur Peripherie hin ab. Dies ist typisch fiir eine ER-Lokalisation.
Mit Hilfe der parallelen Immunmarkierung von PEP und Calnexin, einem ER-Transmembran-
Protein, wurde eine mogliche Assoziation von PEP mit dem ER untersucht. Eine ER-
Lokalisation selbst wird auf Grund der im Kapitel 3.3.1 dargestellten Ergebnisse
ausgeschlossen. PEP und Calnexin besitzen dhnliche Verteilungsmuster (siche Abb. 26A-B,
D-E). Die Abbildung der beiden Immunmarkierungen aufeinander zeigt, daBl sich die
Fluoreszenzsignale im perinukleiren Raum iiberlappen. Dagegen konnte keine Uberlagerung
der peripheren Calnexin- und PEP-Markierungen festgestellt werden (siche Abb. 26C und F).
Dazu erfolgte die parallele Immunmarkierung der Zellinien U-343 und LN-405 mit PEP-
Antikorper 4D4D6 und wahlweise mit Anti-Calnexin bzw Anti-Tubulin. Calnexin ist ein
Membranprotein und diente als ER-Marker. Tubulin-Antikorper wurde zur Immunmarkierung
des Zytoskeletts verwendet. Die Kolokalisation von PEP mit den untersuchten
Zellkompartimenten wurde auf Grund von Uberlagerungen der roten und griinen
Fluoreszenzsignale (TexasRed, Fluorescin) ermittelt. Zur spezifischen Immunmarkierung des
Endoplasmatischen Retikulums wurde monoklonaler Calnexin-Antikdrper (Fa. StreBgene,
1:100) eingesetzt.

Die Immunmarkierung des Zytoskeletts erfolgte mit Hilfe von polyklonalem Tubulin-
Antikorper (Fa. Sigma, 1:100). Auf Grund der Verwendung von PFA zur Fixierung der
Zellen, kommt es zu einer minderwertigen Markierung von Tubulin. Bei Einsatz der dafiir
besser geeigneten Methanol-Fixierung kommt es dagegen zum volligen Verlust der
spezifischen PEP-Immunmarkierung. Fiir PEP und Tubulin wurden in beiden untersuchten
Zellinien identische Verteilungsmuster gefunden (siche Abb. 27A-B, 27D-E). Die
Uberlagerungen der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der PEP- und Tubulin-
Immunmarkierungen zeigen eine nahezu vollstindige Ubereinstimmung (sieche Abb. 27C und
F).
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Abb. 26 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der parallelen Immunmarkierung humaner

Zellinien mit PEP- und Calnexin-Antikorper.
Die humanen Zellinien U-343 (A-C) und LN-405 (D-F) wurden fiir 24 Stunden auf Deckglas in DMEM-
Medium mit 10 % (v/v) Serum kultiviert. AnschlieBend wurden die fixierten Zellen (4 % (w/v) PFA in PBS) fiir
2 Stunden bei RT mit unverdiinntem Kulturiiberstand der Hybridomazellinie KW4D4D6 (rot) und mit
polyklonalem Calnexin-Antikorper (griin, Fa. StreBgene, 1:100) inkubiert. Die Auswertung und Dokumentation
erfolgte mit Hilfe der Laserscanning-Mikroskopie (LSM510, Fa. Zeiss) bei den Wellenldngen 546/590 nm (rot)
und bei 490/515 nm (griin). Erklirung siehe Text.
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Abb. 27 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der parallelen Immunmarkierung humaner

Zellinien mit PEP- und Tubulin-Antikorper.
Die Kultivierung und Préparation der humanen Zellinien U-343 (A-C) und LN-405 (D-F) sowie die Auswertung
und Dokumentation erfolgte analog dem Standardprotokoll (siche Abb. 26). Die humanen Zellen wurden bei RT
fiir 2 Stunden mit unverdiinntem Kulturiiberstand der Hybridomazellinie 4D4D6 (rot) sowie mit polyklonalem
Tubulin-Antikorper (griin, Fa. Sigma, 1:100) inkubiert. Erklidrung siehe Text.
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3.3.33 Einflufl der Mikrotubuli-Depolymerisation auf das zytoplasmatische

Verteilungsmuster von Prolylendopeptidase

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen PEP und dem Zytoskelett (Tubulin) wurden die
humanen Zellinien U-343 und LN-405 mit der Mikrotubuli-depolimerisierenden Substanz
Nocodazol (2 pg/ml, Fa. Sigma) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die separate
Immunmarkierung der Zellen mit monoklonalem Tubulin-Antikérper (Fa. Sigma, 1:100) und
PEP-Antikorper (4D4D6). Die Verwendung des monoklonalen Tubulin-Antikdrpers erfolgte
auf Grund der besseren Ergebnisse bei der Inmunmarkierung PFA-fixierter Zellen gegeniiber
dem polyklonalen Tubulin-Antikorper (siche Abb. 27B und E). In den unbehandelten
Zellinien U-343 (siche Abb. 28A und B) und LN-405 (siche Abb.28 C und D) konnten
identische Verteilungsmuster, wie im Kap. 3.3.3.1 und 3.3.3.2 beschrieben, von PEP und
Tubulin nachgewiesen werden. Neben einer intensiven Markierung des perinukleéren Raumes
wurden ebenfalls fibrilldre Strukturen im gesamten Zytoplasma immunmarkiert. Die
Behandlung beider Zellinien mit Nocodazol fithrt zum vollstdndigen Verlust der fibrilliren
Tubulin- und PEP-Strukturen (siche Abb. 28E-H). Die Tubulin- und PEP-markierten
perinukledren Strukturen weisen ebenfalls starke Verdnderungen auf. Wéhrend die
behandelten LN-405-Zellen dhnliche perinukledre Verteilungsmuster fiir Tubulin und fiir PEP
aufweisen (siche Abb. 28G und H), existieren in der Zellinie U-343 signifikante Unterschiede.
Nach Behandlung von U-343-Zellen mit Nocodazol erfolgt eine diffuse Markierung von
Tubulin iiber das gesamte Zytoplasma (siche Abb. 28E). Dagegen ist PEP fast ausschlieBlich
in bldschenartigen Ausstiilpungen der Zellmembran zu finden (siche Abb. 28 F).

Zur Kontrolle der spezifischen Zerstorung des Zytoskeletts durch die Mikrotubuli-
depolymerisierende Substanz Nocodazol erfolgte die Immunmarkierung von LN-405-Zellen
mit Calnexin-Antikdrper. In Nocodazol-behandelten LN-405-Zellen konnte gegeniiber
unbehandelten Zellen keine Verdnderung des spezifischen Verteilungsmusters von Calnexin
festgestellt werden (sieche Abb. 29).
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Abb. 28 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der separaten Immunmarkierung humaner

Zellinien mit Tubulin- und PEP-Antikdrper in Abhéngigkeit von Nocodazol.

Die humanen Zellinien U-343 und LN-405 wurden fiir 24 Stunden auf Deckglas in DMEM-Medium mit 10 %
(v/v) Serum kultiviert. Anschliefend erfolgte die Behandlung der Zellen mit 2 pg/ml Nocodazol fiir 15 Minuten
bei 37°C (+Noc). Als Kontrollen wurden unbehandelte Zellen verwendet (-Noc). Die fixierten Zellen (4 % (w/v)
PFA in PBS) wurden fiir 2 Stunden bei RT mit Anti-PEP (4D4D6, unverdiinnter Zellkulturiiberstand) und Anti-
Tubulin (Fa. Sigma, 1:100) inkubiert. Die Auswertung und Dokumentation der immunmarkierten Zellen erfolgte
mit Hilfe eines CCD-Kamera-bestiickten (Fa. VisitronSystems, SPOT RT SLIDER) inversern Fluoreszenz-
Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss; CCD-SPOT-Kamera, 1000fache VergroBerung). Erklarung siche Text.

A

Abb. 29 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Immunmarkierung von LN-405-Zellen

mit Calnexin-Antikorper in Abhdngigkeit von Nocodazol.

Die humane Zellinie LN-405 wurde fiir 24 Stunden auf Deckglas in DMEM-Medium mit 10 % (v/v) Serum
kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung der Zellen mit 2 pg/ml Nocodazol fiir 15 Minuten bei 37°C
(B). Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet (A). Die fixierten Zellen (4 % (w/v) PFA in PBS)
wurden fiir 2 Stunden bei RT mit Anti-Calnexin (Fa. Stregen, 1:100) inkubiert. Die Auswertung und
Dokumentation der immunmarkierten Zellen erfolgte mit Hilfe eines CCD-Kamera-bestiickten (Fa.
VisitronSystems, SPOT RT SLIDER) inversern Fluoreszenz-Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss; CCD-
SPOT-Kamera, 1000fache VergroBerung). Erklarung siehe Text.
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34 Einflufl von Prolylendopeptidase auf Morphologie und Vitalitit humaner

Zellinien

Im Gegensatz zu umfassenden Daten und Vorstellungen zum Katalysemechanismus, Struktur
und Substratspezifitit, ist die physiologische Funktion einschlielich endogener Substrate und
Bindungspartner von PEP noch weitgehend unbekannt. Die Aufklarung der physiologischen
Funktion bedingt aber die Identifizierung der entsprechenden Interaktionspartner. Die
Identifizierung von physiologischen und morphologischen Verdanderungen in Abhéngigkeit
der Expression und Aktivitét eines Zielproteines bilden die Grundlage fiir eine gerichtete
Isolierung von Interaktionspartnern durch entsprechende Sreening-Systeme. AufBerdem
konnen unmittelbar an Hand von physiologischen und morphologischen Veridnderungen
Riickschliisse auf die physiologische Funktion des zu untersuchenden Proteines gezogen
werden. Um neue Hinweise zur Funktion von PEP zu erhalten und zur Vorbereitung eines
geplanten Sreenings von Interaktionspartnern, wurde deshalb in humanen Zellinien die
Konzentration an PEP mit Hilfe der ektopischen Expression von EGFP-Fusionsproteinen
erhoht und mit Hilfe von anti-sense-mRNA reduziert. Weiterhin erfolgte mittels des
spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN die vollstindige Hemmung der Aktivitit.
Anschliefend wurden die humanen Zellinien auf mogliche Verdnderungen hinsichtlich der

Zellmorphologie und der Zellvitalitdt untersucht.

34.1 Erhohung der endogenen Expression von Prolylendopeptidase

Fiir die ektopische Expression zur Erhohung der PEP-Konzentration in den Zellinien U-343,
SH-SY5Y und LN-405 wurden die EGFP-Fusionskonstrukte pIS-9 und pIS-11 (Kap. 3.1.1.3)
verwendet. Das Expressionskonstrukt pIS-9 stellt die Fusion von EGFP mit dem Wildtyp von
PEP dar. Im Konstrukt pIS-11 wurde dagegen in PEP die Aminoséure Serin an Position 554
des vollstindigen ORF’s gegen die Aminosdure Alanin ausgetauscht. Auf Grund dieses
Austausches besitzt die S554A-Mutante von PEP keine katalytische Aktivitdt. Damit konnen
mogliche Effekte der ektopischen Expression von pIS-11 ausschlieBlich auf Protein-Protein-
Bindungen zuriickgefiihrt werden. Die Transfektion der humanen Zellinien erfolgte mit Hilfe
von ,,Superfect2000“-Losung (Fa. Life Technologies). Zur Kontrolle wurden alle 3 Zellinien
mit dem Expressionsvektor pEGFP (Fa. Clontech) transformiert. Die Selektion von stabilen
Zellinien erfolgte mit Hilfe von G-418 (400 pg/ml) unter Nutzung der Expressionsvektor-
vermittelten Neomycinresistenz.

In allen 3 Zellinien lag die ermittelte Transfektionsrate fiir den Expressionsvektor pEGFP bei
ca. 50 %. Dagegen wurden mit den Fusionskonstrukten pIS-9 und pIS-11 lediglich
Transformationsraten von unter 1% erreicht. Von allen 3 untersuchten Zellinien konnten
stabile EGFP-Protein exprimierende Zellinien etabliert werden. Es war nicht moglich, stabile
G418-resistente Zellinien zu gewinnen, die das Wildtyp-Protein- bzw. die S554A-PEP-
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Mutante exprimieren. Die ektopische Expression beider Protein-Varianten flihrt innerhalb von
14 Tagen zum Zelltod. Dabei zeigte ein Grofiteil der absterbenden Zellen typische
apoptotische Merkmale. Zuerst kann eine Vakuolisierung des Zytoplasmas beobachtet werden
(siche Abb. 30A). Dann erfolgt, beginnend mit der ,bléschenartigen” Auffaltung der
Zellmembran (Abb. 30B), der Zerfall der Zellen in sogenannte ,,Apoptotische Koérperchen*
(siche Abb. 30D-F). Weiterhin konnte keine einzige Zellteilung einer mit pIS-9 und pIS-11-
transfizierten Zelle beobachtet werden. Die Ergebnisse legen nahe, dal es durch die
ektopische Expression von PEP zur Storung der Zellteilung und zur Induktion von
apoptotischen Prozessen kommt. Dabei treten die beobachteten Effekte unabhiangig von der
PEP-Aktivitit auf.

Abb. 30 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von PEP/EGFP-Fusionsprotein-

exprimierenden U-343-Zellen.

Die humanen Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405 wurden unter Verwendung von ,,Superfect2000“-Losung
(Fa. Life Technologies) mit den PEP/EGFP-Expressionskonstrukten pIS-9-MP10 und pIS-11-MP7 analog den
Anweisungen des Herstellers transfiziert. Nach einer Kultivierungsdauer von 24 Stunden wurden die Zellen
permanent mit G-418 (400 pg/ml) behandelt. Die Auswertung und Dokumentation der fixierten Zellen (4 %
(w/v) PFA in PBS) erfolgte mit Hilfe der Laserscanning-Mikroskopie (A-B, LSM510, Fa. Zeiss) bzw. mit
inverser Fluoreszenz-Mikroskopie (C- F; Axiovert S100, Fa. Zeiss; Negativ-Film Select, 400 Kodak;
Mikroskopkamera MS50, Fa. Zeiss; 1000fache VergroBBerung). A: U-343-PEP/EGFP 24h, B: U-343-PEP/EGFP
48h, C: DAPI, intakte Zellkerne von nichttransfizierten U-343-Zellen, D: U-343-PEP/EGFP 72h, E: DAPI U-
343-PEP/EGFP 72h, fragmentierter Zellkern einer transfizierten U-343-Zelle, F: Negativ-Multiplikation von D
und E.
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3.4.2 Verringerung der endogenen Expression von Prolylendopeptidase

Zur Untersuchung des Einflusses einer reduzierten endogenen PEP-Konzentration auf die
Zellmorphologie und Zellvitalitdt wurden die humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-
405 mit dem anti-sense-Konstrukt pIS-5 transfiziert (Kapitel 3.1.2.1). Die Dokumentation
morphologischer Verdnderungen erfolgte mit Hilfe eines CCD-Kamera (SPOT, Fa. Visitron)
bestiickten inversen Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss). Die Zellvitalitit wurde mittels
Zytotoxizititsassay (CytoTox96, Fa. Promega) untersucht.

Die isolierten U343-anti-sense-Zellen zeigen bis auf eine Ausnahme keine phinotypischen
Verdnderungen in Grofle und Gestalt. Die anti-sense-Zellinie U-343-as11 mit der geringsten
Restaktivitdt von 30 % weist gegeniiber der Wildtyp-Zellinie eine 3- bis Sfache Vergroflerung
der Zellen auf (siche Abb. 31). Weiterhin hat sich der Anteil an amdboiden Zellen gegeniiber
der Wildtyp-Zellinie von ca. 50 auf 90 % erhoht. In den U-343-anti-sense-Zellinien konnte
kein erhohter Zelltod bzw. eine verringerte Proliferation festgestellt werden (Abb. 33 und 34).

U-343 U-343-as11

Abb. 31 Llchtmlkroskoplsche Phasenkontrastaufnahmen des U-343 Zellphanotyp sin

Abhiangigkeit der Transkription von PEP-anti-sense-RNA.
Zur Dokumentation der Phanotypen wurden die anti-sense-Zellinien U-343-as11 und —as60 in DMEM-Medium
mit 10 % (v/v) Serum kultiviert. Die Aufnahmen im Phasenkontrast erfolgten mit Hilfe eines inversen
Mikroskopes (Axiovert S100, Fa. Zeiss) und einer CCD-Kamera (SPOT, Fa. Visitron).

SH-SYS5Y-anti-sense-Zellen zeigen starke phinotypische Verdnderungen gegeniiber den
Wildtyp-Zellen. Insgesamt erfolgte die Isolierung von insgesamt 20 Zellinien, bei denen eine
drastische Verdnderung der Zellgroe und der Zellform festgestellt werden konnte. Die Zellen
sind um das 5-30fache vergroBert (siche Abb. 32A und B) und besitzen gegeniiber der
Wildtyp-Zellinie (sieche Abb.32C) keine dendriten- und axonen-artigen Fortsétze mehr. Ca. 90
% aller anti-sense-Zellen lassen sich 2 verschiedenen morphologischen Phanotypen zuordnen.
Phénotyp 1 besitzt einen nadeldiinnen, geraden oder auch gebogenen Zellkorper mit sehr
kleinem Zellkern (siche Abb. 32D-1). Charakteristisch fiir den 2. morphologischen Phinotyp
sind léngliche, amdboide Zellen mit groBem Zellkern (sieche Abb. 32E). Es existieren
flieBende Uberginge zwischen diesen beiden morphologischen Phinotypen (sieche Abb. 32D-



Ergebnisse 67

2). Die prozentuale Verteilung der morphologischen Phinotypen in den einzelnen isolierten
Zellklonen ist sehr unterschiedlich. AuBlerdem lagen alle anti-sense-Zellinien als
Mischkulturen vor. Alle 20 Linien zeigen signifikante Storungen der Zellvitalitit. Auf Grund
eines verstirkten Zelltodes mit typischen apoptotischen Merkmalen (sieche Abb. 32F) gingen
16 von 20 Linien innerhalb von 6 Monaten verloren. Im Gegensatz zu EGFP-Fusionsprotein
exprimierenden Zellen proliferieren die anti-sense-Zellen. Bei den restlichen 4 Zellinien
stellte sich ein solches Gleichgewicht zwischen Proliferation und Zelltod ein, daf3 die Zellzahl
nur sehr langsam zunahm bzw. stagnierte. Auf Grund der erhohten Mortalitdtsrate konnte
daher lediglich von 9 Zellinien mittels Aktivititsassay eine reduzierte PEP-Aktivitit

nachgewiesen werden. Fiir ebenfalls isolierte G418-resistente Zellinien ohne sichtbare

Verdnderungen des Phénotypes konnten ausschlieBlich Restaktivitdten zwischen 70 % und

100 % ermittelt werden.

A e @GN < "
Abb. 32 Lichtmikroskopische Phasenkontrastaufnahmen des SH-SY5Y-Zellphinotyp's in
Abhéngigkeit der Transkription von PEP-anti-sense-RNA.

Zur Dokumentation der verdnderten Phianotypen wurden die Zellen in DMEM-Medium mit 10 % (v/v) Serum

kultiviert. Die Aufnahmen im differentiellen Phasenkontrast erfolgten mit Hilfe eines inversen Mikroskopes
(Axiovert S100, Fa. Zeiss) und einer CCD-Kamera (SPOT, Fa. Visitron). A: SH-SY5Y-as15, B: SH-SY5Y-as18,
C: Wildtyp, D1: Bautyp 1, D2: intermedidrer Bautyp, E: Bautyp 2, F: SH-SY5Y-as1 (Stadium nach 3 Monaten
in Kultur).

Wie bereits dargelegt (Kap. 3.1.2.1), konnten von der humanen Astrozytomazellinie LN-405
keine G418-resistenten Zellklone isoliert werden. Alle sich entwickelnden Zellkolonien
gingen unter starker zytosolischer Vakuolisierung zu Grunde. Die Etablierung von stabilen
EGFP exprimierenden Zellen zeigt (Daten nicht gezeigt), dal generell transgene LN-405-
Zellinien hergestellt werden konnen.
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343 Vollstiindige Hemmung der Aktivitiit von Prolylendopeptidase

Mit Hilfe des spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN wurde der EinfluB von PEP-
Aktivitdt auf die Zellvitalitdit und die Zellmorphologie der humanen Zellinien U-343, SH-
SYS5Y und LN-405 untersucht. Die Zellen wurden fiir 72 Stunden in serumfreiem DMEM-
Medium mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN bzw. als Kontrolle mit 0,05 % DMSO kultiviert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zytotoxizitdt und der Proliferationsrate unter
Verwendung kommerzieller Assaysysteme (CytoTox96, CellTiter 96 AQueousOne, Fa.
Promega). Weiterhin wurden die Zellen hinsichtlich morphologischer Anderungen untersucht.
Zur Kontrolle der vollstindigen Hemmung wurde die Halfte des konditionierten
Kulturmediums fiir die Frost-Tau-Lyse der Zellen verwendet, um anschlieBend die
intrazelluldare PEP-Aktivitit bestimmen zu kdnnen.

Die Bestimmung der Zytotoxizititswerte fiir die DMSO-Kontrolle ergab, dafl die SH-SYS5Y-
Zellinie mit 44 % und die Zellinie LN-405 mit 23 % Zytotoxizitit im Vergleich zur Zellinie
U-343 mit nur 15 % Zytotoxizitdt um das 3- bzw. 1,5fache sensitiver sind, gegeniiber der
Kultivierung in serumfreiem, DMSO-haltigen Medium (Abb. 33).
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Abb. 33 Zytotoxische Wirkung des PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN gegentiber

verschiedenen humanen Zellinien.
Zur Untersuchung des Einflusses von PEP auf die Zellvitalitdt wurden die humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y
und LN-405 fiir 72 Stunden mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN (Inh.) bzw. als Kontrolle mit 0.05 % DMSO (D) in
serumfreiem DMEM-Medium kultiviert. Zur Ermittlung der Zytotoxizitdt wurde die Halfte des konditionierten
Kulturmediums abgenommen. Die andere Hélfte des Mediums wurde zum Aufschlufl der Zellen durch Frost-
Tau-Lyse verwendet. Nach Zentrifugation des Zellextraktes (14500 u/min., 5 Minuten, 4°C) erfolgte die
Bestimmung der LDH-Aktivitit in den Medien und im Uberstand der Zellextrakte sowie die Berechnung der
Zytotoxizititswerte mit Hilfe des kolorimetrischen Assays CytoTox96 (Fa. Promega) entsprechend den

Anweisungen des Herstellers. ns: nicht signifikant
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Demgegeniiber konnten keine Unterschiede zwischen den DMSO- und Fmoc-AlaPyrr-CN
behandelten Zellen innerhalb der untersuchten Zellinien festgestellt werden (Abb. 25). Im
parallel durchgefiihrten Aktivititsassay konnte nachgewiesen werden, dafl die PEP-Aktivitét
iber den Versuchszeitraum von 72 Stunden vollstdndig gehemmt war (Daten nicht gezeigt).
Die Proliferationsraten sind in allen 3 humanen Zellinien nach Inkubation mit Inhibitor bzw.
mit DMSO um ca. 10 % erhoht (Abb. 34). Die Unterschiede zwischen Inhibitor- und DMSO
behandelten Zellen liegen zwischen 2 und 4 %.

Damit fiihrt die vollstindige Hemmung der Aktivitdt von PEP weder zu einem verstirkten
Zelltod, noch zu einer signifikanten Beeinflussung der Proliferation in den untersuchten
humanen Zellinien. Weiterhin konnten fiir alle 3 humanen Zellinien keine morphologischen

Verdnderungen wihrend der Inkubation von 72 Stunden mit Fmoc-AlaPyrr-CN beobachtet

werden.
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Abb. 34 Einflul des PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN auf die Proliferation

verschiedener humaner Zellinien.
Zur Untersuchung des Einflusses von PEP auf die Proliferation wurden die humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y
und LN-405 fiir 72 Stunden mit 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN (Inhibitor) bzw. mit 0,05 % DMSO in serumfreiem
DMEM-Medium kultiviert. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Anschlieend erfolgte die
Bestimmung der Proliferationsrate mit Hilfe des Assay-Systemes CellTiter96 AQ,.,sOne (Fa. Promega) analog

den Anweisungen des Herstellers. ns: nicht signifikant

3.5 Einflufl von Prolylendopeptidase auf Signalketten in humanen Zellinien

In der aktuellen Literatur wird fiir PEP eine Beteiligung an psychischen und
neurodegenerativen Erkrankungen sowie an Lern- und Gedichtnisprozessen diskutiert. Eine
wichtige Grundlage dieser physiologischen bzw. pathophysiologischen Prozesse ist die

Aufnahme und Weiterleitung von Informationen durch Signalketten. Eine mogliche
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intrazelluldre Beeinflussung von Komponenten dieser Signalketten durch PEP hat
unmittelbare Auswirkungen auf die oben genannten Prozesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Phosphoinositid- und die Adenylat-Cyclase-Kaskade
in Abhéngigkeit der Expression und Aktivitdt von PEP untersucht. Fiir die Aufkldrung des
Einflusses von PEP auf die Signalketten wurden die humanen Zellinien U-343, SH-SYS5Y und
LN-405 verwendet. Weiterhin erfolgte der Einsatz der transgenen Zellinien U-343-as2, U343-
asll, U-343-as60 und U-343-CREl. Zur vollstindigen Hemmung der PEP-Aktivitdt wurde
der spezifische PEP-Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN benutzt.

3.5.1 Einfluf§ der Prolylendopeptidase-Aktivitit auf die Adenylat-Cyclase-Kaskade

Durch die Stimulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kommt es zur Aktivierung der
Adenylat-Cyclase und somit zur Synthese von cAMP. Die cAMP-vermittelte Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA) fiihrt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktores CREB,
welcher durch Bindung an das DNA-Enhancer-Element CRE die Transkription des in cis-
Position liegenden Genes bedingt. Zur Untersuchung des Einflusses von PEP auf die
Adenylat-Cyclase-Kaskade mit Hilfe eines in vivo Zellkultur-Assays wurde die stabile
transgene Zellinie U-343-CRE1 eingesetzt (Kap.3.1.3). In dieser Zellinie steht die EGFP-
Expression unter der Kontrolle des CRE-Enhancer-Elementes und ist somit abhingig von der
Aktivierung der Adenylat-Cyclase-Kaskade.

Mit Hilfe des spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN wurde untersucht, ob die
vollstindige Hemmung von PEP zu einer Stimulation der EGFP-Expression fiihrt. Dafiir
wurden 50000 Zellen/Kavitit in 96er-Mikrotiterplatten fiir 24 Stunden mit 5 uM Inhibitor
sowie als Negativ- und Positv-Kontrolle mit 0,05 % DMSO bzw. 10 uM Forskolin inkubiert.
Nach 24 Stunden konnte an Hand der EGFP-Fluoreszenz-Intensitdt bei 485/535 nm
nachgewiesen werden, dall es durch die Inkubation mit PEP-Inhibitor und DMSO zu keiner
Erhohung der EGFP-Expression kommt (Abb. 35). Dagegen konnte mit Forskolin die EGFP-

Fluoreszenz-Intensitit um das 2,8fache erhoht werden.
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Abb. 35 EinfluB} der vollstindigen Hemmung von PEP auf die Adenylat-Cyclase-Kaskade .

Mit Hilfe der stabilen transgenen Zellinie U-343-CRE1 wurde die Adenylat-Cyclase-Kaskade abhéngige EGFP-
Expression in Abhédngigkeit von der PEP-Aktivitdt untersucht. Dazu wurden 50000 Zellen/Kavitdt in 96er-
Mikrotiterplatten eingesdt und fiir 24 Stunden in serumhaltigem (10 % FBS) DMEM-Medium kultiviert.
Anschlielend erfolgte die Inkubation der Zellen mit 5 uM PEP- Fmoc-AlaPyrr-CN (Inhibitor 1). Zusétzlich
wurden Zellen mit 10 pM Forskolin (F) bzw. mit 0,05 % (v/v) DMSO (D) behandelt. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen in PBS iberfithrt und bei 485/530 nm die EGFP-Fluoreszenz ermittelt. Die Auswertung der

Ergebnisse erfolgte mit dem Software-Programm ,,Prism 3.0 (Fa. GraphPad software). ns: nicht signifikant

Weiterhin wurde untersucht, ob die vollstindige Hemmung von PEP inhibitorisch bzw.
supprimierend auf die Forskolin vermittelte Aktivierung der Adenylat-Cyclase-Kaskade
wirkt. U-343-CRE1-Zellen wurden fiir 15 Minuten, 12 und 24 Stunden mit 5 pM des
spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN bzw. mit 0,05 % (v/v) DMSO kultiviert.
Anschliefend erfolgte die Behandlung mit 10 pM Forskolin fiir weitere 24 Stunden. Als
Positivkontrolle wurden Zellen ausschlieBlich mit 10 uM Forskolin behandelt. Die mit DMSO
bzw. mit Inhibitor vorinkubierten Zellen zeigen einen geringeren Anstieg der Fluoreszenz als
die ausschlieBlich mit Forskolin behandelten Zellen (Abb. 36). Dagegen konnte kein
Unterschied der EGFP-Fluoreszenzerhohung zwischen DMSO- und Inhibitor-behandelten
Zellen festgestellt werden.

Die ermittelten Daten zeigen, dafl die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitit weder zu
einem stimulatorischen, noch zu einem inhibitorischen Effekt der Adenylat-Cyclase-Kaskade
vermittelten EGFP-Expression in der Zellinie U-343-CREI1 fiihrt .
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Abb.36 Einflu3 der vollstindigen Hemmung von PEP auf die Forskolin-vermittelte

Proteinkinase A-Aktivierung.
Mit Hilfe der stabilen transgenen Zellinie U-343-CRE1 wurde die Forskolin-vermittelte Erh6hung der EGFP-
Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der PEP-Aktivitit untersucht. Dazu wurden 50000 Zellen/Kavitit in 96er-
Mikrotiterplatten eingesdt und flir 24 Stunden in serumhaltigem (10 % FBS) DMEM-Medium kultiviert.
AnschlieBend wurden Zellen fir 15 Minuten sowie fiir 12 und 24 Stunden mit 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN (1)
inkubiert. Nach den entsprechenden Vorinkubationszeiten erfolgte die Behandlung mit 10 uM Forskolin. Als
Positivkontrollen wurden Zellen mit 0,05 % (v/v) DMSO (D) vorinkubiert bzw. ausschlieSlich mit 10 pM
Forskolin (U) behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in PBS iiberfiihrt und bei 485/530 nm die EGFP-
Fluoreszenz ermittelt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Software-Programm ,,Prism 3.0“ (Fa.

GraphPad software). ns: nicht signifikant

3.5.2 Einflufl von Prolylendopeptidase auf die Phosphoinositidkaskade

Mit Hilfe der Bestimmung von IP; in den humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405
wurde der Einflul von PEP auf die Phosphoinositidkaskade untersucht. Die Ermittlung der
IP;-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Rezeptor-Verdringungstests TRK1000 (Fa.
Amersham-Pharmacia). Zur Untersuchung der IP;-Konzentration in Abhéngigkeit von PEP
wurden der Fmoc-AlaPyrr-CN und die U343-anti-sense-Zellinien (Kap. 3.1.5.1 und 3.1.2.1)
eingesetzt. Zusétzlich wurde der Einflul von PEP auf die Substanz P-vermittelte Aktivierung

der Phosphoinositidkaskade untersucht.

3.5.2.1 Abhingigkeit der IP;-Konzentration von der Prolylendopeptidase-Aktivitit

Zur Ermittlung der Ausgangskonzentration an IP; wurden die humanen Zellinien U-343, SH-
SYS5Y und LN-405 in serumhaltigem DMEM-Medium bis zur Ausbildung eines vollstdndigen
Zellrasens kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium
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kultiviert. Die Zellextraktion und die Bestimmung der IPs;-Konzentration -erfolgte
entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa. Amersham-Pharmacia, TRK1000). Die
Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405 verfiigen iiber verschieden hohe Konzentrationen an
IP;. In der Zellinie LN-405 konnte mit 3,49 + 0,8 pmol IP;/1x 10° Zellen die hochste
Konzentration gemessen werden. Dagegen ist die ermittelte Menge an IP3 in den Zellinien U-
343 (0,32 + 0,03 pmol IP3/1x 10° Zellen) und SH-SY5Y (0,27 + 0,02 pmol IP3/1x 10° Zellen)
um das 11-13fache geringer (Abb. 37).
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Abb. 37 IP;-Konzentration in verschiedenen humanen Zellinien.

Zur Bestimmung der IP;-Ausgangskonzentration in den Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405 erfolgte die
Kultivierung der Zellen in serumhaltigem (10 % FBS) DMEM-Medium bis zur vollstdndigen Konfluenz.
Anschlieend wurden die Zellen fiir 24 Stunden in Optimem I-Medium (Fa. Life Technologies) kultiviert. Der
ZellaufschluB und die Bestimmung der IP;-Konzentration wurden analog den Anweisungen des Herstellers (Fa.
AmershamPharmacia, TRK1000) durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Software-
Programmes ,,Prism 3.0 (Fa. GraphPad software).

Fir die Messung der IP;-Konzentration bei gleichzeitig vollstindiger Hemmung von PEP
erfolgte die Kultivierung der humanen Zellinien in Gegenwart von 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN
fir 3, 6, 12 und 24 Stunden in Optimem I-Medium. AnschlieBend wurden die Zellen
aufgeschlossen und die IP;-Konzentration bestimmt. Zur Kontrolle der vollstdndigen
Hemmung von PEP iiber den gesamten Versuchszeitraum wurde parallel zu jeder IPs-
Konzentrationsbestimmung die Restaktivitit von PEP ermittelt.

In allen 3 Zellinien fiihrt die Inkubation mit Fmoc-AlaPyrr-CN zu einer Erhéhung der IP3-

Konzentration gegeniiber dem Ausgangsniveau (Abb. 38).



Ergebnisse 74

LN-405

2.0

1.5 U-343
1.0

IP3-Konzentration
[pmol/ 106 Zellen]

0.5
0.5

0.4
0.3

0-2 T T T T T
0 6 12 18 24

Zeit (h)

SH-SY5Y

Abb. 38 Zeitlicher Verlauf der IP;-Akkumulation in verschiedenen humanen Zellinien.

Zur Untersuchung des Einflusses von PEP auf die IP;-Konzentration erfolgte die Kultivierung der Zellinien U-
343, SH-SY5Y und LN-405 fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium. Dabei wurden die Zellen fiir 0, 3, 6, 12 und
24 Stunden mit 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN inkubiert. AnschlieBend erfolgte der ZellaufschluB und die
Bestimmung der IP;-Konzentration entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa. AmershamPharmacia,
TRK1000). Die Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.0 (Fa.
GraphPad software) durchgefiihrt.

Die Akkumulation an IP; korreliert mit zunehmender Dauer der vollstindigen PEP-
Hemmung. Der zeitliche Verlauf und die maximale Erhohung der IPs;-Akkumulation
unterscheiden sich innerhalb der 3 untersuchten Zellinien. Die vollstindige Hemmung von
PEP in der Zellinie U-343 fiihrt innerhalb der ersten 6 Stunden lediglich zu einer moderaten
IP;-Akkumulation, gefolgt von einer starken Konzentrationserh6hung mit einem Maximum
bei 12 Stunden von 1,69 £+ 0,2 pmol IPs/ 1x10° Zellen. Nach 24 Stunden konnte ein leichter
Abfall der IP;-Konzentration festgestellt werden. Eine dhnliche IP;-Akkumulation wurde in
der Zellinie SH-SY5Y beobachtet. Jedoch erfolgt gegentiber der Zellinie U-343 zwischen 6
und 12 Stunden eine geringere IP;-Akkumulation, welche nach 12 Stunden zu einer
maximalen IP;-Konzentration von 0,4 + 0,04 pmol IP3/1x10° Zellen fiihrt. Demgegeniiber
steigt die IP;-Konzentration in der Zellinie LN-405 iiber die gesamte Versuchsdauer von 24
Stunden kontinuierlich auf 4,53 £+ 0,8 pmol IP;/ 1x10° Zellen an.

Obwohl in allen 3 untersuchten Zellinien durch die vollstaindige Hemmung von PEP eine
zeitabhdngige Akkumulation von IP; nachgewiesen werden konnte, unterscheiden sich die

maximalen Konzentrationserh6hungen von einander. Die vollstindige Hemmung von PEP
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fiihrt in der Zellinie U-343 zur stirksten [P3-Akkumulation (Abb. 39). Die IP;-Konzentration
ist gegeniiber dem Ausgangsniveau um das 3,2fache erhdht. In den Zellinien SH-SYS5Y und
LN-405 wurde nur eine Erhohung der IP;-Konzentration um das 1,4- bzw. das 1,6fache
gemessen. Die ermittelten maximalen IPs;-Erhohungen korrelieren nicht mit den ermittelten

endogenen Aktivitdten von PEP.

Erhohung der IP3-

U-343  SH-SY5Y LN-405

Abb. 39 Maximale IP;-Konzentrationserhohungen in verschiedenen humanen Zellinien durch

die vollstindige Hemmung von Prolylendopeptidase.
Die durch die vollstindige Hemmung von PEP ermittelten maximalen Erhhungen der IP;-Konzentration in den
humanen Zellinien U-343, SH-SYSY und LN-405 wurden prozentual ins Verhiltnis zu den jeweiligen
Ausgangsniveaus gesetzt.

3.5.2.2 Abhangigkeit der IP;-Konzentration von der Prolylendopeptidase-Expression

Die U-343 anti-sense-Zellinien (Kap. 3.1.2.1) wurden zur Bestimmung der Konzentration an
IP; fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium kultiviert. Anschlieend erfolgte der Zellaufschluf3
und die Bestimmung der IP;-Konzentration. In allen untersuchten anti-sense-Zellinien konnte
eine Erhohung der IP;-Konzentration gegeniiber der Wildtyp-Zellinie U-343 nachgewiesen
werden (Abb. 40). Dabei korreliert das Ausmal} der IP3-Erh6hung mit den ermittelten PEP-
Restaktivititen in den einzelnen anti-sense-Zellinien. In der Zellinie U343-as11 mit 0,95 +
0,03 pmol IP3/1x10° Zellen und einer PEP-Restaktivitit von 30 % konnte gegeniiber der mit
Fmoc-AlaPyrr-CN inkubierten Wildtyp-Zellinie U-343 eine vergleichbare Erhhung der 1Ps-
Konzentration um das 3,3fache nachgewiesen werden. Dagegen zeigt die anti-sense-Zellinie
U-343-as110 mit einer PEP-Restaktivitit von 80 % und 0,36 £ 0,02 pmol IP3/ 1x10° Zellen
lediglich eine 1,25fach erhohte IPs;-Konzentration. In der Zellinie U343-pIRES, welche
ausschlieBlich iiber den Expressionsvektor pIRES ohne anti-sense-Fragment verfiigt, konnte

keine signifikante Erhohung der IP;-Konzentration nachgewiesen werden.
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Abb. 40 IP;-Konzentrationen in verschiedenen U-343-anti-sense-Zellinien.

Zur Ermittlung der IP;-Konzentration in U-343-anti-sense-Zellinien erfolgte die Kultivierung der Zellen fiir 24
Stunden in Optimem I-Medium. Dabei wurde die Zellinie U343-pIRES, welche ausschlieBlich iiber den
Expressionsvektor pIRES ohne anti-sense-Fragment verfiigt, als Kontrolle mitgefiihrt. Der ZellaufschluB3 und die
Bestimmung der IP;-Konzentration erfolgte entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa.
AmershamPharmacia, TRK1000). Die Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Software-Programmes
,»Prism 3.0° (Fa. GraphPad software) durchgefiihrt.

Mit Hilfe der anti-sense-Zellinien konnte der Einflul von PEP auf die IP;-Konzentration
bestdtigt werden. Die Verringerung der endogenen PEP-Konzentration mittels anti-sense-
mRNA auf 30 % als auch die vollstindige Hemmung der Aktivitit durch den PEP-Inhibitor
Fmoc-AlaPyrr-CN fiihren zu identischen IP3-Erh6hungen. AuBlerdem belegen die Daten, daf3
die dadurch erhohte IP;-Konzentration permanent erhalten bleibt, und die Zellen dabei
lebensfdhig sind. Weiterhin belegen die Ergebnisse, da3 zwischen der IP;-Konzentration und
der Restaktivitdit mit einem Korrelationskoeffizienten von r = -0,887 eine signifikante
negative Korrelation besteht (Abb. 41)

1.5+
=
)
= r=-0,887 **
ON 1.0_ i
e
g
& 0.5 s
@
0.0 T T T
0 50 100 150
Re staktivitat (%)

Abb. 41 Abhingigkeit der IP;-Konzentration von der PEP-Restaktivitit.

Zum Nachweis einer Beziehung zwischen den IP;-Konzentrationen in den U-343 anti-sense-Zellinien und den
jeweiligen Restaktivitidten wurde mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.0 (Fa. GraphPad software) der
Korrelationskoeffizient berechnet. x. p =0,0033



Ergebnisse 77

3.5.2.3 EinfluB von Prolylendopeptidase auf die Neuropeptid-vermittelte IP;-Synthese

Der molekulare Mechanismus fiir die beschriebenen Effekte von PEP-Inhibitoren auf
neuronale Prozesse ist unbekannt und wird in der aktuellen Literatur lediglich spekulativ
diskutiert. Auf Grund von in vitro-Untersuchungen zur Substratspezifitit wird angenommen,
dall PEP mitverantwortlich ist fiir die extrazelluldre Inaktivierung von Neuropeptiden. Daraus
schlufolgernd, wiirde es durch die Hemmung von PEP zu einer Beeinflussung des
peptidergen Systemes kommen, was wiederum massive Auswirkungen auf die oben
erwihnten neuronalen Prozesse hitte. Auf Grund des nachgewiesenen Einflusses von PEP auf
die IP;-Konzentration besteht allerdings die Moglichkeit, dal PEP durch intrazelluldre
Interaktionen das peptiderge System beeinfluBt. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde der
EinfluB von PEP auf die Neuropeptid-vermittelte IP;-Synthese ermittelt. Fiir die
Untersuchungen wurde Substanz P (SP) ausgewihlt. SP ist in der Lage, in Gliazellen und
Neuronen durch die Bindung an  G-Protein-gekoppelte = Rezeptoren  die
Phosphoinositidkaskade zu aktivieren. In diesem Zusammenhang ist SP an der Regulation

von neurodegenerativen Prozessen sowie an Lern- und Gedichtnisvorgéngen beteiligt.

3.5.2.3.1 Charakterisierung der Substanz P-vermittelten IP;-Synthese

Die Aktivierung der Phosphoinositidkaskade erfolgt durch Bindung von SP an
Neurokininrezeptoren (NK-Rezeptoren). Eine besonders hohe Bindungsaffinitit besteht zu
dem Neurokininrezeptor NK-1. Mit Hilfe von RT-PCR und anschliefender Sequenzierung
der PCR-Syntheseprodukten konnte in der Zellinie U-343 die Rezeptoren NK-1 und NK-3
nachgewiesen werden (Abb. 42). Fiir den Rezeptor NK-2 konnte kein spezifisches PCR-
Produkt erhalten werden.

Da SP von PEP in vitro inaktiviert wird (Welches 1993; Wilk 1983), wurde mittels MALDI-
TOF MS Analyse die Abbaustabilitdit von SP inkubiert mit 24 Stunden-konditioniertem U-
343-Kulturiiberstand untersucht. Nach Inkubation von 10 uM Substanz P fiir 30 Minuten bei
37°C mit U-343-Kulturiiberstand konnten keine SP-Abbauprodukte detektiert werden. Durch
die Zugabe von 5330 ng/ml rhPEP zum Kulturiiberstand erfolgte die vollstindige PEP-
spezifische Spaltung der gesamten Menge an SP. AnschlieBend wurde der EinfluB3 der
Konzentration sowie der Inkubationsdauer von SP auf die Erh6hung der IP;-Konzentration in
U-343-Zellen untersucht.

Die Inkubation von U-343-Zellen mit 1uM SP fiihrt innerhalb von 7 Sekunden zu einer
maximalen Erhohung der IP;-Konzentration auf 5,2 + 0,5 pmol IPs/ 1x10%Zellen. Das
entspricht dem 9fachen der Ausgangskonzentration. Danach nimmt die IP;-Konzentration

langsam wieder ab und erreicht nach ca. 3 Minuten ihr Ausgangsniveau (Abb. 43).
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Abb. 42 Agarosegel-Elektrophorese von Neurokininrezeptor-PCR-Produkten.

Zum Nachweis der Neurokinin-Rezeptoren wurde mit Hilfe von TriZol-Reagenz (Fa. Life Technologies)
Gesamt-RNA aus der humanen Zellinie U-343 isoliert. Die Konvertierung der RNA in cDNA erfolgte mit Hilfe
des THERMOSCRIPTTM RT-PCR SYSTEMS (Fa. Life Technologies) unter Verwendung von
Hexanukleotiden als ,,Random-Primer* (Fa. Promega). Fiir die Amplifizierung ausgewéhlter DNA-Fragmente
mit genspezifischen NK-Primern (Fa. Metabion) wurde das PLATINUM Taq DNA Polymerase High Fidelity
System (Fa. Life Technologie) eingesetzt. Als Kontrolle wurde Actin mitgefiihrt. Die Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte in 0,8%igem Agarosegel.
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Abb. 43 Zeitlicher Verlauf der IP3-Erhéhung durch Stimulation von U-343-Zellen mit SP.

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der SP-vermittelten IP;-Erhhung wurden U-343-Zellen fiir 24
Stunden in Optimem I-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen mit 1 uM SP fiir
einen Zeitraum von 7 Sekunden bis 3 Minuten. Der Zellaufschlul und die Bestimmung der IP;-Konzentration
erfolgte analog den Anweisungen des Herstellers (Fa. AmershamPharmacia, TRK1000). Die Auswertung der
Ergebnisse wurde mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.0 (Fa. GraphPad software) durchgefiihrt.
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Die Stimulation von U-343-Zellen fiir 7 Sekunden mit 0,05 sowie 0,1; 0,5 und 1uM SP zeigt,
dafl die IP;-Synthese abhéngig von der eingesetzten SP-Konzentration ist (Abb. 44). Bereits
eine Konzentration von 50 nM SP fiihrt zu einer signifikanten Erhéhung der IPs-
Konzentration um das 4,5fache der Ausgangskonzentration.

Die Inkubation der humanen Zellinien SH-SY5Y und LN-405 mit SP fiihrt ebenfalls zu einer
Stimulation der IP;-Synthese. Allerdings erhoht sich in den Zellinien SH-SYSY und LN-405
die IP;-Konzentrationen nach Stimulation mit 1 uM SP lediglich um das 1,5- bzw. um das
2fache (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 44 Abhingigkeit der [P;-Synthese von verschiedenen SP-Konzentrationen.

Zur Untersuchung der SP-abhingigen Erhohung der IP;-Konzentration wurden U-343-Zellen fiir 24 Stunden in
Optimem [-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte fiir 7 Sekunden die Stimulation der Zellen mit SP-
Konzentrationen zwischen 0,05 und 1 uM. Der Zellaufschlul und die Bestimmung der IP;-Konzentration
erfolgten entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa. AmershamPharmacia, TRK1000). Die Auswertung
der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.0“ (Fa. GraphPad software) durchgefiihrt.

3.5.2.3.2 Prolylendopeptidase beeinfluf3t die Substanz P-vermittelte IP;-Synthese

Zur Untersuchung der SP-vermittelten Erhohung von IP; in Abhédngigkeit der Aktivitdt und
Expression von PEP wurden U-343-Zellen fiir 12 Stunden mit Fmoc-AlaPyrr-CN inkubiert
und anschliefend mit 1 uM SP 40 Sekunden stimuliert. Die gleiche Stimulation erfolgte mit
der anti-sense-Zellinie U-343-as2. Als Kontrolle wurde die Ausgangszellinie U-343
mitgefiihrt. Der generelle Verlauf der Substanz P vermittelten IP;-Erhohung ist bei allen 3
Zellinien identisch (Abb. 45). Nach 7 Sekunden Inkubation mit SP wurde eine maximale
Erhohung an IP; gemessen, die innerhalb von 40 Sekunden wieder abfillt, ohne das
Ausgangsniveau zu erreichen. Dagegen konnten signifikante Unterschiede in dem Ausmal
der maximalen IP;-Erh6hung ermittelt werden (Abb. 45). Gegeniiber der Ausgangszellinie U-

343 mit 3,04 = 0,3 pmol IP5/ 1x10° Zellen ist die absolute maximale IP;-Konzentration in der



Ergebnisse 80

Fmoc-AlaPyrr-CN behandelten Zellinie U-343 mit 4,47 £+ 0,2 pmol IPs/ 1x10° Zellen um das
1,45fache erhoht. Die in der anti-sense-Zellinie U-343-as2 nachgewiesene 1,35fache
Erhoéhung der absoluten maximalen IP;-Konzentration auf 4,1 £ 0,1 pmol IPs/ 1x10° Zellen
bestitigt den Einflufl der PEP-Aktivitédt auf die SP-vermittelte [P3-Synthese. Vergleichbar mit
der Korrelation zwischen PEP-Restaktivitit und dem Ausmal} der IP;-Erh6éhung (Kapiteln
3.5.2.1 und 3.5.2.2) besteht ebenfalls eine Korrelation zwischen der PEP-Restaktivitit und
dem Umfang der SP-vermittelten maximalen [Ps;-Erhéhung.
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Abb. 45 Abhingigkeit der SP-vermittelten IP;-Synthese in Gegenwart vom PEP-Inhibitor

Fmoc-AlaPyrr-CN bzw. von PEP-anti-sense-mRNA.
Zur Untersuchung der SP-vermittelten Erhohung der IP;-Konzentration in Abhéngigkeit von PEP wurden U-
343- ('v) und U-343-as2-Zellen (m) fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium kultiviert. Ein Teil der U-343-Zellen
wurde die letzten 12 Stunden mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN behandelt (A). AnschlieBend erfolgte die
Stimulation der Zellen mit 1 uM SP fiir 40 Sekunden. Der ZellaufschluB und die Bestimmung der IP;-
Konzentration erfolgte analog den Anweisungen des Herstellers (Fa. AmershamPharmacia, TRK1000). Die

Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 3.=* (Fa. GraphPad software)
durchgefiihrt.

Obwohl die IPs;-Ausgangskonzentrationen in der mit Fmoc-AlaPyrr-CN behandelten Wildtyp-
Zellinie sowie in der anti-sense-Zellinie gegeniliber der Wildtyp-Zellinie erhoht sind,
unterscheiden sich die absoluten (Abb. 45) und die durch Normalisierung der MeBwerte
erhaltenen relativen maximalen IP;-Erh6hung (Abb. 46). nicht signifikant voneinander. Damit
haben die erhohten IPs;-Ausgangskonzentrationen keinen EinfluB3 auf die Interpretation zur
Abhingigkeit der SP-vermittelten IP;-Stimulation von PEP.
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Abb. 46 Abhingigkeit der relativen SP-vermittelten IPs;-Synthese in Gegenwart vom PEP-
Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN bzw. von PEP-anti-sense-mRNA.

Fiir den Vergleich der relativen Erhohung der IP;-Konzentrationen durch Substanz P wurden die absoluten
MeBwerte (Abb. 45) der Wildtypzellinie U-343 (¥), der anti-sense-Zellinie U-343-as2 (@) und der fiir 12
Stunden mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN behandelten Wildtypzellinie ( A) normalisiert. Dazu wurde von jedem
MeBwert die entsprechende IP;-Ausgangskonzentration abgezogen.

3.5.3 Einfluf} von Prolylendopeptidase auf die intrazellulire Kalziumfreisetzung in
humanen Zellinien

Es konnte gezeigt werden, daB PEP die Ausgangskonzentration von IP; und die SP-
vermittelte [P;-Synthese beeinflulit (Kap. 3.5.2.1, 3.5.2.2 und 3.5.2.3.2). Untersuchungen zur
Abhidngigkeit der intrazelluldren Kalziumfreisetzung sollten zeigen, inwieweit die PEP-
vermittelte Modifikation der IPs;-Ausgangskonzentration und der IPs;-Neusynthese die
Signalweiterleitung innerhalb der Phosphoinositidkaskade beeinflussen. Fiir die
Untersuchungen wurden die humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405 sowie die anti-
sense-Zellinien U-343-as1l und U-343-as60 eingesetzt. Die stimulierte intrazelluldre
Kalziumfreisetzung wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie unter Verwendung des
kalziumabhéngigen Farbstoffes Fura 2-AM (Fa. Molecular Probes) untersucht.
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3.5.3.1 Charakterisierung der intrazelluliren Kalziumfreisetzung durch Liganden-

vermittelte Aktivierung der Phosphoinositidkaskade

Die Charakterisierung der Liganden-vermittelten IP;-Synthese hat gezeigt, daBl SP die
Phosphoinositikaskade in den Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405 aktiviert (Kap.
3.5.2.3.1.). Durch die Bindung von IP; an Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptoren (InsP3)
erfolgt die intrazellulire Freisetzung von Kalziumionen aus dem Endoplasmatischen
Retikulum. Zur Untersuchung der SP-vermittelten intrazelluldren Kalziumfreisetzung wurden
die Zellinien fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium auf Deckglédsern kultiviert. Anschlieend
erfolgte in kalziumhaltigem MeBpuffer die Inkubation mit 2uM Fura2-AM fiir 15 Minuten bei
37°C. Als Kontrolle wurden die Zellen mit lonomycin inkubiert, was zu einer maximalen
Kalziumfreisetzung in den 3 untersuchten Zellinien fiihrte (Daten nicht gezeigt).

Die Stimulation mit 1 uM SP fiihrt ausschlieBlich in der Zellinie LN-405 zu einer
intrazelluldren Kalziumfreisetzung (Abb. 47A).
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Abb. 47 Kalziumabhingige Fluoreszenz-Intensitit in verschiedenen humanen Zellinien in der

Gegenwart von Carbachol und Substanz P.
Die humanen Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405 wurden fir 24 Stunden in Optimem I-Medium auf
Deckgldsern kultiviert und anschlieBend mit 2 uM Fura2-AM und 0,1 % Pluronic in kalziumhaltigem MeBpuffer
fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Stimulierung der Zellen erfolgte mit 1 pM SP (A) bzw. mit 1 mM
Carbachol (B). Die Fluoreszenz-Intensititen wurden alle 5 Sekunden bei 350 und 380 nm gemessen. Die
Dokumentation und Auswertung erfolgte mit Hilfe der CCD-Kamera C4880-80 (Fa. Hamamatsu) unter Nutzung
des Fluoreszenz-Mikroskopes Axiovert 100TV (Fa. Zeiss) sowie des Software-Programmes Openlab2.2.5 (Fa.

Improvision).

Auf Grund dieser Tatsache wurden weitere Substanzen getestet, von denen bekannt ist, daf3
sie die Phosphoinositidkaskade via Bindung an G,-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktivieren
(Abb. 48). Von den untersuchten Substanzen stimuliert lediglich Carbachol in der Zellinie U-
343 die intrazelluldre Kalziumfreisetzung (Abb. 47B). Vergleichbar mit der SP-Stimulation in
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U-343-Zellen, reagieren nur 2 % der untersuchten LN-405-Zellen mit einem Kalziumsignal
nach SP-Stimulation. In der Zellinie SH-SYS5Y konnte mit keiner der untersuchten

Substanzen die intrazelluldre Kalziumfreisetzung stimuliert werden (Abb. 47A und 48).
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Abb. 48 Anzahl an stimulierten Zellen verschiedener humaner Zellinien in Abhéngigkeit von

verschiedenen bioaktiven Substanzen.
Eine Anzahl von Substanzen wurden auf ihre Fahigkeit hin getestet, via Aktivierung der Phosphoinositidkaskade
eine Freisetzung intrazelluldrer Kalziumionen aus dem ER zu stimulieren. Die humanen Zellinien U-343, SH-
SYS5Y und LN-405 wurden fiir 24 Stunden in Optimem I-Medium auf Deckglisern kultiviert und anschlieSend
mit 2 uM Fura2-AM und 0,1 % Pluronic in kalziumhaltigem MefBpuffer fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Messung der Fluoreszenzintensititen sowie die Dokumentation und Auswertung erfolgte analog dem
Standardprotokoll (siche Abb. 47).
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Abb. 49 Kalziumabhingige Fluoreszenz-Intensitét in verschiedenen humanen Zellinien in der

Gegenwart des Phospholipase C-Inhibitors U73122.
Mit Hilfe des PLC-Inhibitors U73122 wurde die Carbachol- bzw. SP-vermittelte intrazelluldre
Kalziumfreisetzung unterdriickt. Die humanen Zellinien U-343 (M) und LN-405 ('¥) wurden fiir 24 Stunden in
Optimem [-Medium auf Deckglédsern kultiviert und anschlieend fiir 30 Minuten mit 4 uM U73122 sowie fiir 15
Minuten mit 2 uM Fura2-AM und 0,1 % Pluronic in kalziumhaltigem MeBpuffer inkubiert. Die Stimulierung der
Zellen erfolgte mit 1 uM SP bzw. mit I mM Carbachol. Die Messung der Fluoreszenz-Intensititen sowie die
Dokumentation und Auswertung erfolgte analog dem Standardprotokoll (siehe Abb. 47).
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Mit Hilfe des spezifischen PLC-Inhibitors U73122 (Fa. Calbiochem) konnte gezeigt werden,
daf} die nachgewiesene intrazellulidre Kalziumfreisetzung in den Zellinien U-343 und LN-405
von der Aktivierung der Phosphoinositidkaskade abhingig ist (Abb. 49). Auf Grund dieser
Ergebnisse sind die charakterisierten Modellsysteme U-343/Carbachol und LN-405/SP

geeignet, den EinfluB3 von PEP auf die intrazelluldre Kalziumfreisetzung zu untersuchen.

3.5.3.2 EinfluB} von Prolylendopeptidase auf die intrazellulire Kalziumfreisetzung

Mit Hilfe des Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN und der U-343-anti-sense-Zellinien U-343-as11
und U-343-as60 (Kap. 3.1.2.1) wurde der EinfluB von PEP auf die intrazelluldre
Kalziumfreisetzung untersucht. Zur Aufkldrung eines moglichen stimulatorischen Effektes
von PEP wurden fiir 24 Stunden die humanen Zellinien U-343 und LN-405 auf Deckgldsern
in Optimem [-Medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation der Zellen mit 5 pM
Fmoc-AlaPyrr-CN. Die Messung der Fluoreszenzintensititen bei 350/380 nm {iiber einen
Zeitraum von 30 Minuten zeigt, dal die vollstindige Hemmung von PEP nicht zur
intrazelluldren Kalziumfreisetzung fiihrt (Daten nicht gezeigt). Fiir die Untersuchng eines
moglichen suppressiven bzw. inhibitorischen Effektes von PEP wurden die humanen
Zellinien U-343 und LN-405 fiir 12 Stunden mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN inkubiert und
anschlieBend mit 1 mM Carbachol bzw. mit 1 uM SP stimuliert. Als Kontrolle wurden 0,05 %
DMSO-behandelte Zellen mitgefiihrt. Es konnte nachgewiesen werden, daf3 die vollstindige
Hemmung von PEP keinen Einflu auf die Carbachol- bzw. SP-vermittelte intrazelluldre
Kalziumfreisetzung hat (Abb. 50A und B).
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Abb. 50 Kalziumabhingige Fluoreszenz-Intensitit in verschiedenen mit PEP-Inhibitor Fmoc-

AlaPyrr-CN inkubierten humanen Zellinien in der Gegenwart von Carbachol und SP.
In den humanen Zellinien U-343 und LN-405 erfolgte mit Hilfe des Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN (5 uM) fiir 12
Stunden die vollstindige Hemmung von PEP (M, V). Als Kontrolle wurden mit 0,05 % DMSO-behandelte
Zellen mitgefiihrt (O, =). AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen fiir 15 Minuten mit 2 uM Fura2-AM
und 0,1 % Pluronic in kalziumhaltigem MefBpuffer. Die Stimulierung der Zellen erfolgte mit 1 pM SP bzw. mit
1 mM Carbachol. Die Messung der Fluoreszenz-Intensititen sowie die Dokumentation und Auswertung erfolgte
analog dem Standardprotokoll (siche Abb. 47).
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Weiterhin erfolgte die Stimulation der anti-sense-Zellinien U-343-as11 und U-343-as60 mit 1
mM Carbachol bzw. mit 1 pM SP. Die Ermittlung der Fluoreszenzintensititen bei 350/380
nm bestdtigen die mit dem Fmoc-AlaPyrr-CN erhaltenen Ergebnisse. Die Reduzierung der
endogenen PEP-Expression um 44 bzw. 30 % hat keinen Einfluf3 auf die Carbachol- bzw. SP-
vermittelte Stimulation der intrazelluldren Kalziumfreisetzung (Abb. 51). Auf Grund der
vorliegenden Ergebnisse mull davon ausgegangen werden, da3 die erhohte IPs;-Synthese
weder einen stimulatorischen noch einen inhibitorischen Einflu auf die nachfolgende

intrazellulare Kalziumfreisetzung besitzt.
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Abb. 51 Kalziumabhingige Fluoreszenz-Intensitit in verschiedenen U-343-anti-sense-

Zellinien in der Gegenwart von Carbachol.
Zur Untersuchung des Einflusses der PEP-Expression auf die intrazelluldre Kalziumfreisetzung wurden die
humanen anti-sense-Zellinien U-343-as11 (O) und U-343-as60 (M) fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium auf
Deckglédsern kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen fiir 15 Minuten mit 2 uM Fura2-AM und
0,1 % Pluronic in kalziumhaltigem MeBpuffer. Die Stimulierung der Zellen erfolgte mit 1 mM Carbachol. Die
Messung der Fluoreszenz-Intensititen sowie die Dokumentation und Auswertung erfolgte analog dem
Standardprotokoll (siche Abb. 47).

3.54 Einflufy von Prolylendopeptidase auf  die Expression des
Transkriptionsfaktors c-fos

Parallel zu den Messungen der intrazelluliren Kalziumfreisetzung (Kap. 3.5.3.) wurde
untersucht, ob die PEP-vermittelte Storung der IP;-Synthese zu stimulatorischen bzw. zu
inhibitorischen Effekten auf die Expression des Transkriptionsregulators c-fos fiihrt. Die
Expression von c-fos wird durch eine Anzahl von Faktoren kontrolliert, wie z.B. die
intrazelluldre Freisetzung von Kalziumionen bzw. die Synthese von cAMP, die zur
Calmodulin- bzw. zur PKA-abhingigen Phosphorylierung des Transriptionsfaktors CREB
fiihren.
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3.5.4.1 Charakterisierung der c-fos-Expression in Abhingigkeit von Carbachol,
Substanz P und PMA

Zur Charakterisierung der Phosphoinositidkaskade bzw. PKC abhdngigen Stimulation von c-
fos wurden die humanen Zellinien U-343 und SH-SYSY fiir 24 Stunden in Optimem I-
Medium kultiviert und anschlieBend fiir 0,5 sowie 1 und 2 Stunden mit 1 uM SP und 1 mM
Carbachol sowie mit 0,1 uM PMA inkubiert. Westernblot-Analysen der isolierten
Zellkernfraktionen zeigen, dal weder die Inkubation mit Carbachol, noch die mit SP zur
Stimulation der c-fos-Expression fithrt (Daten nicht gezeigt). Fiir die Zelllinie SH-SYSY
stimmt dieses Ergebnis vollstindig mit den durchgefiihrten Untersuchungen zur
intrazelluldren Kalziumfreisetzung iiberein. Dort konnte weder mit Carbachol, noch mit SP
ein Kalziumsignal stimuliert werden. Das gleiche gilt fiir die Zellinie U-343 hinsichtlich der
Stimulation mit SP, nicht aber in Bezug auf Carbachol. Die Stimulation mit Carbachol fiihrt
in U-343-Zellen zur intrazelluldren Freisetzung von Kalziumionen. Auf Grund dieser
Ergebnisse ist weder Carbachol noch SP geeignet, einen moglichen inhibitorischen Effekt von
PEP auf die Stimulation der c-fos-Expression zu untersuchen. Dagegen kann in beiden
Zellinien mit Hilfe von PMA die Expression von c-fos stimuliert werden. Bereits nach 30
Minuten Inkubation erfolgt eine deutlich sichtbare Erhohung der Proteinkonzentration von c-
fos (Abb. 52).
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Abb. 52 Westernblot-Analyse der c-fos-Expression in Abhingigkeit von PMA.

Zur Stimulation der c-fos-Expression wurden die humanen Zellinien U-343 und SH-SYSY fiir 24 Stunden in
Optimem [-Medium kultiviert und anschlie8end fiir 0,5 sowie 1 und 2 Stunden mit 0,1 uM PMA inkubiert. Von
den isolierten Kernfraktionen wurden je 7,5 ug Proteinextrakt in einem 12 %igen SDS-Acrylamidgel getrennt.

Die immobilisierten Proteinextrakte wurden UN mit polyklonalem c-fos-Antikérper (1:50, Fa. Oncogene) bei
8°C inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenzsystems

»duperSignal West™ (Fa. Pierce) entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

3.5.4.2 Abhingigkeit der c-fos-Expression von Prolylendopeptidase-Aktivitit

Mit Hilfe des Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN wurde untersucht, ob die vollstaindige Hemmung
von PEP einen EinfluBl auf die Expression von c-fos hat. Die humanen Zellinien U-343 und
SH-SYS5Y wurden generell fiir 24 Stunden in Optimem [-Medium kultiviert. AnschlieBend

erfolgte fiir die Untersuchung eines moglichen stimulatorischen Effektes die Inkubation der
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Zellen fiir 0,5 sowie 1 und 2 Stunden mit 5 uM Fmoc-AlaPyrr-CN. Die Analyse der isolierten
Zellkernextrakte mittels Westernblot-Analyse zeigt, daB3 die vollstindige Hemmung von PEP
zu keiner Stimulation der c-fos-Expression fiihrt (Abb. 53A). Fir die Ermittlung eines
moglichen inhibitorischen Effektes auf die PMA-vermittelte Stimulation der c-fos-Expression
erfolgte die Pridinkubation der Zellen fiir 12 und 24 Stunden bzw. fiir 5 Minuten mit 5 pM
Fmoc-AlaPyrr-CN. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 0,5 sowie 1 und 2 Stunden mit 0,1
uM PMA stimuliert. Es konnte nachgewiesen werden, dafl die vollstindige Hemmung von
PEP und der damit verbundenen Akkumulation von IP; keinen Einflull auf die PMA-
vermittelte Stimulation der c-fos-Expression hat (Abb. 53B). Die erhaltenen Ergebnisse
korrelieren mit den Untersuchungen zur intrazelluldren Kalziumfreisetzung. In beiden Féllen
konnen keine stimulatorischen und inhibitorischen Einfliisse auf die untersuchten
physiologischen Prozesse nachgewiesen werden. Auf Grund dieser Tatsachen muf3 davon
ausgegangen werden, dall es durch die nachgewiesene PEP-abhingige 1P;-Akkumulation zu
keiner Beeinflussung der Signalweiterleitung kommt.
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Abb. 53 Westernblot-Analyse der c-fos-Expression in Abhingigkeit der PEP-Aktivitit.

Zur Untersuchung eines stimulatorischen Effektes von PEP auf die c-fos-Expression wurden die humanen
Zellinien U-343 und SH-SYS5Y fiir 0 bis 120 Minuten mit 5 pM Fmoc-AlaPyrr-CN inkubiert (A). Zur
Untersuchung eines inhibitorischen Effektes von PEP erfolgte vor der Stimulation mit 0.1 uM PMA die
vollstdndige Hemmung der Aktivitit fiir 5 Minuten, sowie flir 12 und 24 Stunden mit 5uM Fmoc-AlaPyrr-CN
(B). Von den isolierten Kernfraktionen wurden je 7,5 pug Proteinextrakt in einem 12 %igen SDS-Acrylamidgel
getrennt. Die immobilisierten Proteinextrakte wurden UN mit polyklonalem c-fos-Antikorper (1:50, Fa.
Oncogene) bei 8°C inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des
Chemilumineszenzsystems ,,SuperSignal West“ (Fa. Pierce) analog den Anweisungen des Herstellers.
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4 Diskussion

Fiir die Lebensfihigkeit und die Reproduktion von Organismen ist die Steuerung einer
Vielzahl von physiologischen Prozessen notwendig. Wesentliche Bestandteile solcher
physiologischen Prozesse sind Signalketten und Signalmolekiile. Sie bilden die molekulare
Grundlage zur Aufnahme, Weiterleitung, Verarbeitung, Speicherung und fiir das Abrufen von
Informationen. Besonders in hoheren Lebewesen stellen diese Abldufe komplexe
physiologische Prozesse dar. Storungen dieser Prozesse, wie im Fall von depressiven und
neurodegenerativen Erkrankungen, fiihren durch morphologische und biochemische
Verdanderungen im ZNS zu drastischen Einschrinkungen von Gehirnfunktionen und somit der
Lebensfdhigkeit. In der aktuellen Literatur wird fiir die post-Prolin-spaltende Serinprotease
Prolylendopeptidase (PEP, EC 3.4.21.26), eine Beteiligung an neurodegenerativen Prozessen
sowie an Lern- und Gedéchtnisvorgidngen diskutiert. Mit Hilfe von spezifischen PEP-
Inhibitoren konnten in Ratten positive Effekte auf altersbedingte bzw. Ibotenat-induzierte
Gedichtnisdefizite (Marighetto et al. 2000; Shinoda et al. 1997) sowie auf die Scopolamin-
induzierte Amnesie gezeigt werden (Yoshimoto et al. 1987). Weiterhin besitzen PEP-
Inhibitoren = neuroprotektive =~ und  neurotrophische Eigenschaften  hinsichtlich
neurodegenerativer Prozesse wie Ischdmie (Shishido et al. 1999), der Alzheimerschen
Erkrankung (Katsube et al. 1996) und altersbedingter Apoptose (Katsube et al. 1999).
Unabhéngig von PEP-Inhibitoren werden abnormale PEP-Aktivitidten mit der Alzheimerschen
Krankheit (Yoshida, Nakajima, et. al. 1996), Chorea Huntington (Pittaway et al. 1984) und
depressiven Erkrankungen (Maes et al. 1994; Maes et al. 1995) korreliert. Dabei wird die
Hydrolyse von Neuropeptiden in der aktuellen Literur als molekulare Grundlage fiir den
EinfluBB von PEP auf die genannten physiologischen Prozesse diskutiert. Neuropetide spielen
durch die Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Signalkaskaden eine wesentliche Rolle bei
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen (De Wied 1997; Feany 1996; Kovacs
und De Wied 1994). Fiir PEP ist gezeigt worden, daB sie in vitro Neuropeptide wie Substanz
P, Argenin-Vasopressin und TRH durch limitierte Proteolyse inaktiviert (Wilk 1983;
Mentlein et al. 1990). Die in vitro nachgewiesene post-Prolin-spaltende Hydrolyse und die in
vivo beobachteten Effekte von PEP-Inhibitoren fiihrten zu der Annahme, dall PEP in vivo fir
die Inaktivierung von Neuropeptiden verantwortlich ist. Dafiir miilte PEP extrazellulér
lokalisiert sein. Auf Grund der primidren Aminosduresequenz muf3 aber davon ausgegangen
werden, dall PEP ausschlieBlich im Zytosol lokalisiert ist. Dies vorraussetzend, kann PEP
nicht an der Inaktivierung von Neuropeptiden beteiligt sein. Daher sollten zum einen die
nachgewiesenen Effekte von PEP-Inhibitoren auf intrazelluldren Interaktionen basieren, wie
zum Beispiel die Beeinflussung von Mitgliedern verschiedener Signalkaskaden. Und zum
anderen sollten neben PEP weitere post-Prolin-spaltende Proteasen existieren, die

extrazelluldr lokalisiert, fiir die Modifizierung der Bioaktivitit von Neuropeptiden
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verantwortlich sind. Ausgehend von diesen Vermutungen ergaben sich folgende

Aufgabenstellungen:

Klarung der exakten subzelluldren Lokalisation von PEP in humanen Zellinien.

2. Charakterisierung von post-Prolin-spaltenden Aktivititen in extrazelluldren Fliissigkeiten.
Untersuchungen zum EinfluB von PEP auf die Morphologie und Vitalitdit humaner
Zellinien.

4. Untersuchungen zum Einflu3 von PEP auf verschiedene Signalkaskaden.

4.1 Lokalisation von Prolylendopetidase

Die Lokalisation ist fiir die physiologische Funktion eines Proteines von entscheidener
Bedeutung. Daher wurde die regionale und subzellulire Verteilung von PEP in humanen
Zellinien und in Gewebeproben von ausgesuchten Gehirnregionen der Wanderratte, Rattus
norvegicus untersucht. Der Nachweis von PEP in insgesamt 23 humanen Zellinien und in
allen 6 untersuchten Gehirnproben zeigt, dal PEP ubiquitér verteilt ist (Abb. 20, Tab. 9 und
10). Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichen Untersuchungen,
wo PEP in Muskel-, Nieren-, Hoden-, Lungen- und Gehirngewebsproben von Sédugern
nachgewiesen werden konnte (Goossens et al. 1996; Irazusta et al. 2002). Dies 1483t vermuten,
daB3 PEP an grundlegenden physiologischen Prozessen in den Zellen beteiligt ist. Besonders
hohe Konzentrationen an PEP wurden in den astroglialen Zellinien LN-405, LNZ-308, U-343
und in der Neuroblastomazellinie SH-SYS5Y nachgewiesen (Tab. 9). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dal in allen untersuchten Gehirnregionen der Ratte hohe PEP-Konzentrationen
vorkommen (Abb. 20 und 21). Vergleichbare Ergebnisse sind fiir die GroShirnrinde und dem
Neostriatum beim Mensch und Ratte beschrieben (Irazusta et al. 2002) sowie fiir kultivierte
Neuronen, Astrozyten und Oligodentrozyten aus der GroBhirnrinde der Wanderratte
(Mentlein et al. 1990).

Die exakte subzelluldre Lokalisation von PEP ist unklar. Auf Grund von Untersuchungen,
welche auf Aktivitdtsmessungen oder Immunmarkierungen beruhen, werden in der aktuellen
Literatur unterschiedliche intrazellulire und extrazelluldre Lokalisationen diskutiert.
Ausgehend von der Aminosduresequenz die weder ein  Signalpeptid noch
Kernlokalisationssequenzen, Transmembranregionen sowie andere Kompartiments-
spezifische Konsensussequenzen enthdlt, muf3 davon ausgegangen werden, dall PEP
ausschlieBlich zytoplasmatisch lokalisiert ist.

In Ubereinstimmung mit dieser Annahme, konnten in den mittels differentieller
Zentrifugation fraktionierten Zellinien U-343 und SH-SYSY 87 £ 2 % bzw. 99 = 1 % der
gesamten PEP-Aktivitét in der zytosolischen S100-Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 23).
Dabei mufl erwdhnt werden, daB3 bei der U-343-Zellfraktionierung 10 % der Gesamtaktivitat

verloren gegangen sind. In allen anderen, partikuldren Fraktionen wurden nur geringe, sich an
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der Nachweisgrenze befindliche Aktivititen gemessen. Die PEP-Expression konnte
ausschlieBlich in der zytosolischen S100-Fraktion nachgewiesen werden. Grund fiir die
gemessenen Aktivitditen konnte zum einen die unvollstindige Trennung der einzelnen
Fraktionen sein, bzw. die Existenz weiterer post-Prolin-spaltenden Proteasen im Zellkern, die
nicht mit PEP identisch sind.

Untersuchungen zur Verteilung eines EGFP-Proteines und der immunmarkierten endogenen
PEP bestitigen die zytoplasmatische Lokalisation. Im Gegensatz zur Immunmarkierung mit
dem spezifischen monoklonalen Antikorper konnte in einer Anzahl von untersuchten Zellen
das EGFP-Protein im Zellkern detektiert werden. Auf Grund moglicher Effekte durch die
ektopische Expression des EGFP-Proteines, und dal mit dem spezifischen monoklonalen
Antikorper PEP nicht im Kern detektiert werden kann, muf3 davon ausgegangen werden, daf3
es sich hier um eine artifizielle Kernlokalisation handelt. In der aktuellen Literatur wurde
bereits fiir PEP eine ,Kernlokalisationen® fiir die embryonale Zellinie NIH-Sape-4 von
Sarcophaga peregrina (Ohtuski et al. 1997) und fiir die Maus-Fibroblasten-Zellinie Swiss
3T3 beschrieben (Ishino et al. 1998). Die mit Hilfe der Immunmarkierung gezeigten
Kernlokalisationen konnten jedoch nicht mit Hilfe der Westernblot-Analyse bestétigt werden.
Auf Grund von eigenen Untersuchungen zur Etablierung monoklonaler Antikérper zur
Immunmarkierung ist bekannt, daf es zu Kreuzreaktivititen mit Kernproteinen kommt (Daten
nicht gezeigt). Mit Hilfe von anti-sense-Zellinien und Westernblot-Analysen konnte jedoch
gezeigt werden, da3 die im Zellkern detektierten Proteine nicht mit PEP identisch sind (Daten
nicht gezeigt). Dies legt nahe, dall die beschriebenen ,,Kernlokalisationen® von PEP auf
Grund unspezifischer Immunmarkierungen erhalten wurden. In allen untersuchten humanen
Zellinien konnte keine vesikuldre bzw. membranstiandige Aktivitidt bzw. Expression von PEP
nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt die Vermutung, dal} es sich bei der in synaptosomalen
Vesikeln bzw. Membranen nachgewiesenen post-Prolin-spaltenden Aktivitdt nicht um PEP
handelt (O'Leary und O'Connor 1995; O'Leary et al. 1996).

Besonders interessant ist, dal mit Hilfe eines EGFP-Fusionsproteines und
Immunmarkierungen nachgewiesen werden konnte, da3 unmittelbar um den Zellkern hohe
Konzentrationen an PEP vorkommen, die zur Plasmamembran hin abnimmt (Abb. 24 und
25). Weiterhin konnten in den Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405 fibrillire, dem
Zytoskelett vergleichbare Strukturen festgestellt werden (Abb. 24 und 25). Mit Hilfe von
Calnexin- und Tubulin-Antikérpern konnte nachgewiesen werden, dal PEP nicht mit dem ER
kolokalisiert (Abb. 26), sondern vollstindig mit dem Zytoskelett assoziiert ist (Abb. 27). Die
Interaktion von PEP mit Tubulin wird dadurch bestétigt, dal die Depolymerisation des
Zytoskelettes mit Hilfe von Nocodazol beide fibrillire Verteilungsmuster zerstort, nicht
hingegen von dem als Kontrolle verwendeten Calnexin-Proteines (Abb. 28 und 29).

Weiterhin konnte mit Hilfe des spezifischen PEP-Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN gezeigt werden,
daB die vollstaindige Hemmung der Aktivitét zur keiner Beeinflussung des Verteilungsmusters
von Tubulin und PEP fiihrt. Dies 4Bt darauf schlieen, dal PEP nicht aktiv an der
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Organisation des Zytoskeletts beteiligt ist, sondern zur Ausiibung anderer physiologischer
Funktionen am Zytoskelett fixiert ist. So konnte z.B. nachgewiesen werden, dall PEP fiir den
Abbau einer abnormalen Splei3-Variante des p40-phox-Proteines verantwortlich ist (Hasebe
et al. 2001). Dem gegeniiber ist von Tubulin und Mikrotubuli-assoziierten Proteinen bekannt,
daB3 sie auf Grund von Chaparon-Eigenschaften an der Faltung von Proteinen beteiligt sind
(Manna et al. 2001). Ausgehend von der postulierten Beteiligung von PEP am intrazelluldren
Metabolismus Prolin-haltiger Oligopeptide (O'Cuinn 1998) besteht die Moglichkeit, dal PEP
am gezielten Abbau miflgefaltener Proteine beteiligt ist. Weiterhin wére denkbar, dal PEP
eine Rolle spielt beim Metabolismus des mit Tubulin assoziierten TAU-Proteines (Nagiec et
al. 2001). TAU ist an den neurodegenerativen Prozessen in der Alzheimerschen Krankheit
beteiligt (Augustinack et al. 2002; Brion 1998). Dem gegeniiber wurde nachgewiesen, daf}
PEP-Inhibitoren neuroprotektiven Eigenschaften besitzen (Kato et al. 1997; Laitinen et al.
2001).

In den untersuchten Zellinien konnte weder mit Hilfe des EGFP-Fusionproteines noch mittels
Fluoreszenzimmunmarkierungen und Westernblot-Analysen eine Sekretion von PEP
beobachtet werden. Dem gegeniiber konnte PEP-Aktivitit in humanem Serum, in lumbalem
Ligour cerebrospinalis (CSF) und in Zellkulturiiberstinden nachgewiesen werden. Zur
Charakterisierung der Aktivititen in den extrazelluliren Fliissigkeiten wurden die
spezifischen PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT sowie der Serinprotease-
Inhibitor AEBSF eingesetzt. Alle 3 Substanzen zeigten eine vergleichbare Hemmung der
Aktivititen in den Kulturiiberstinden und im CSF gegeniiber der intrazelluliren PEP-
Aktivitdt in U-343-Zellen. Dies 143t den Schlufl zu, dal} es sich in den Kulturiiberstinden und
im CSF um PEP handelt. Mit Hilfe der ermittelten extrazelluldren Lactat-Dehydrogenase-
Aktivitit (LDH) konnte gezeigt werden, daB3 PEP durch Zell-Lyse in die Kulturiiberstinde
und CSF gelangt ist und nicht durch Sekretion. Im Gegensatz zu den Kulturiiberstinden und
dem CSF konnte mit Hilfe der 3 verwendeten Inhibitoren keine Ubereinstimmung zwischen
der Hemmung von PEP-Aktivitdt im Serum und in U-343-Zellen beobachtet werden. Auf
Grund der hohen LDH-Aktivitdten im Serum kann aber davon ausgegangen werden, da3 auch
im Serum eine Freisetzung von PEP durch Zell-Lyse erfolgt ist. Lediglich 30 % der gesamten
Aktivitidt im Serum konnten unabhidngig mit beiden PEP-spezifischen Inhibitoren gehemmt
werden. Dabei wurden Inhibitor-Konzentrationen bis zu 10 mM eingesetzt. Im Vergleich dazu
geniigt eine Konzentration von 100 nm an Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN zur vollstindigen
Hemmung der PEP-Aktivitit in U-343-Zellen. Die ermittelten ICsp-Werte fiir den hemmbaren
Anteil an Aktivitdt im Serum sind fiir die Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-XaaPro-BT im Vergleich
zur Hemmung der intrazelluliren PEP um das 2,5- bzw. 13,5fache erhoht. Trotz
Beriicksichtigung der nachgewiesenen Inaktivierung von Z-PhePro-BT durch das Serum ist
der ICso-Wert um das 7fache erhoht. Weiterhin konnte gezeigt werden, daf3 der Serinprotease-
Inhibitor AEBSF gegeniiber den spezifischen PEP-Inhibitoren Fmoc-AlaPyrr-CN und Z-

XaaPro-BT die post-Prolin-spaltenden Aktivititen im Serum effektiver hemmt, als in U-343-
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Zellen. Die Ergebnisse legen nahe, dal in dem untersuchten Serum mindestens 2 unabhingige
post-Prolin-spaltende Serinproteasen existieren miissen, die nicht mit PEP identisch sind.
Dabei sind die 2 verwendeten PEP-Inhibitoren in der Lage, mindestens eine dieser nicht mit
PEP identischen Serinproteasen zu hemmen. Das PEP-Inhibitoren auch andere post-Prolin-
spaltende Serinproteasen hemmen, ist bereits in der aktuellen Literatur fiir den Inhibitor JTP-
4819 beschrieben (Toide et al. 1998). Dem gegeniiber wurde vor kurzem eine neue post-
Prolin-spaltende Protease isoliert, deren Aktivitit nicht mit den PEP-spezifischen Inhibitoren
JTP-4819 und S 17092-1 gehemmt werden kann, aber genau wie PEP Z-Gly-Pro-AMC
hydrolysiert (pers. Mitteilung). Dabei handelt es sich um die Z-Gly-Pro-AMC-
hydrolysierende Protease (ZIP) aus dem Rinder-Serum (Birney und O'Connor 2001).
Interessant ist, dal es im Hinblick auf den Zusammenhang zwischen post-Prolin-spaltenden
Aktivitdten und bestimmten Erkrankungsbildern eine Reihe weiterer Proteasen existieren, die
nachweislich extrazelluldr lokalisiert sind, und teilweise die selben Substrate wie PEP
hydrolysieren (Tab. 12).

Tab. 12 Prolin-spaltende extrazelluldre Proteasen

Dipeptidylpeptidase IV, DP IV, EC 3.4.14.5 (Misumi et al. 1992)
Aminopeptidase P, APP, EC 3.4.11.9 (Yaron und Mlynar 1968)
Z-Gly-Pro-AMC-hydrolyzing peptidase, ZIP (Birney und O'Connor 2001)

novel serine protease , NSP (Meckelein et al. 1998)
fibroblast activation protein, FAP (Scanlan et al. 1994)
synaptosomale Prolin-spezifische Protease (O'Leary und O'Connor 1995)

So konnte gezeigt werden, da3 ZIP Neuropeptide wie Angiotensin I, Il und TRH hydrolysiert
(Birney und O'Connor 2001). Die synaptosomale Prolin-spezifische Protease spaltet
Bradykinin, Substanze P, Neurotensin, TRH und Angiotensin II (O'Leary und O'Connor
1995; O'Leary et al. 1996). Dipeptidylpeptidase IV (DP 1V) hydrolysiert ebenfalls
Neuropeptide wie Substanz P und Neuropeptid Y (Ahmad et al. 1992; Bouras et al. 1995;
Mentlein et al. 1993), nicht aber das N-terminal blockierte Substrat Z-Gly-Pro-AMC.
Aminopeptidase P ist in der Lage, Bradykinin und Neuropeptid Y zu prozessieren (Mentlein
und Roos 1996).

Auf Grund der Ergebnisse zur Lokalisation von PEP und der Existenz bereits bekannter und
noch unbekannter weiterer post-Prolin-spaltenden Proteasen mufB3 es als unwahrscheinlich
angesehen werden, daB es sich bei der post-Prolin-spaltenden Aktivitdt im Serum, welche mit
neuronalen Erkrankungen bzw. seelischen Stérungen in Verbindung gebracht wird (Laitinen
et al. 2001; Maes et al. 1995; Hagihara und Nagatsu 1987), um PEP handelt.
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4.2 Einflufl von Prolylendopeptidase auf Zellmorphologie und Zellvitalitat

Ziel dieser Untersuchungen war es, an Hand von Verdnderungen der Morphologie und
Vitalitdt neue Ansatzpunkte flir die Aufklarung der physiologischen Rolle von PEP zu finden.
Dazu wurde die PEP-Konzentration mit Hilfe der ektopischen Expression von EGFP-
Fusionsproteinen erhoht, zum anderen wurde die Konzentration an PEP mittels anti-sense-
mRNA reduziert. In der aktuellen Literatur sind keine Untersuchungen beschrieben, die sich
mit moglichen Effekten auf die Zellmorphologie und Zellvitalitit in Abhéngigkeit von der
Erhohung bzw. Reduzierung der PEP-Expression befassen. Dagegen konnten neuroprotektive
und neurotrophe Effekte von PEP-Inhibitoren nachgewiesen werden (Katsube et al. 1996;
Laitinen et al. 2001; Shinoda et al. 1997; Shishido et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnten durch die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitdt keine
proliferativen und zytotoxischen Effekte auf die Zellinien SH-SYS5Y, U-343 und LN-405
nachgewiesen werden. Dagegen konnte gezeigt werden, dal3 die Erh6hung bzw. Reduzierung
der endogenen PEP-Expression zu drastischen Verdnderungen der Zellmorphologie und/oder
der Zellvitalitét fiihren (Abb. 32). Da die Expression und nicht die Aktivitdt von PEP Einfluf3
auf die Zellvitalitit und die Zellmorphologie hat, kann geschluf3folgert werden, dal PEP
parallel zur katalytischen Aktivitidt auch als Interaktionspartner physiologische Funktionen
ausiibt. Dies wird dadurch bestitigt, da3 die ektopische Expression von Wildtyp-PEP und der
katalytisch inaktiven Mutante PEP-S554A als EGFP-Fusionsproteine in allen 3 Zellinien
gleichermallen zum apoptotischen Zelltod fiihrt. Fiir die PEP-verwandte Protease
Dipeptidylpetidase VI (DPIV) sind schon Interaktionen mit underen Proteinen nachgewiesen
worden (Kameoka et al. 1993; Loster et al. 1995; Piazza et al. 1989). Im Gegensatz zur
ektopischen Expression der EGFP-Fusionsproteine reagieren die einzelnen Zellinien
unterschiedlich auf die anti-sense-mRNA vermittelte Reduzierung der PEP-Expression. Die
isolierten anti-sense-Zellklone der Zellinie U-343 zeigen keine Effekte auf die
Zellproliferation und Zelltoxizitdt gegeniiber dem Wildtyp. AusschlieBlich fiir die anti-sense-
Zellinie U-343-as11 mit der geringsten PEP-Restaktivitidt konnte eine Zunahme der Zellgrofie
um das 3-5fache nachgewiesen werden (Abb. 31). In der Neuroblastomazellinie SH-SY5Y
fiihrt bereits eine Reduktion der endogenen PEP um 30% zu drastischen Verdnderungen in
ZellgroBe, Zellform und Zellvitalitit. Die gegeniiber dem Wildtyp um das 5-30fach
vergroflerten Zellen nehmen unter vollstindigem Verlust der dentriten- und axonenartigen
Fortsdtze eine nadelférmige bzw. amoboide Form an. Es ist denkbar, dal die gezeigte
Kolokalisation von PEP mit dem Zytoskelett und der damit verbundenen Ausiibung noch
unbekannter Funktionen, die molekulare Grundlage fiir die morphologischen Verdnderungen
bildet. Vergleichbar mit den Zellen, die EGFP-Fusionsproteine exprimieren, wurden fiir anti-
sense-Zellen apoptotische Prozesse beobachtet, die zum Verlust der Mehrzahl an isolierten
Zellinien fiihrte (Abb. 32). Da die Zellen weiter proliferierten, konnte die Mehrzahl der
isolierten Zellinien iiber einen Zeitraum von 2-6 Monaten kultiviert werden. Von den
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insgesamt 60 isolierten Zellinien existieren noch 4, bei denen auf Grund des Verhiltnisses
von Proliferation und Zelltod die Anzahl der Zellen konstant bleibt bzw. minimal zunimmt.
Fiir die Zellinie LN-405 konnte trotz mehrfacher Wiederholung keine anti-sense-Zellinie
etabliert werden. Nach der Transfektion konnten anfinglich Kolonien von G418-resistenten
Zellen beobachtet werden, die aber nach 3-4 Wochen abstarben. An Hand der Transformation
mit dem Expressionsvektor pEGFP und der Isolierung G418-resistenter Zellklone konnte eine
zytotoxische Wirkung des verwendeten Transfektionsreagenz ausgeschlossen werden.
Deshalb mul3 davon ausgegangen werden, da3 die Reduzierung der PEP-Expression in der
Zellinie LN-405 zum volligen Verlust der Zellvitalitdat fiihrt. Interessant ist, dafl die
zytotoxische Wirkung der anti-sense-mRNA mit steigender Konzentration an endogener PEP
in den 3 untersuchten Zellinien zunimmt. Da die apoptotischen Effekte der anti-sense-mRNA
abhéngig und die der EGFP-Fusionsproteine unabhingig von der Konzentration an endogener
PEP sind, kann geschlulfolgert werden, dal in beiden Féllen fiir die Ausprigung der
beobachteten Effekte unterschiedliche molekulare Mechanismen verantwortlich sein miissen.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dal die nachgewiesenen Effekte auf die
Zellmorphologie und die Zellvitalitidt auf generelle, PEP-unabhédngigen Prozessen basieren.
Bezugnehmend auf die durchgefiihrten Untersuchungen mit EGFP-Fusionsproteinen gibt es
Untersuchungen, die zeigen, daB die Uberexpression von Proteinen und die damit verbundene
Storung von Proteinfaltungsprozessen fiir die Auslosung apoptotischer Vorgidnge
verantwortlich sein kann (Trotter et al. 2001; Welihinda et al. 1999). Weiterhin ist es moglich,
daB3 die Integration der Expressionsvektoren in das Genom verantwortlich ist. Ausgeschlossen
werden kann dies bei Vorliegen von mehreren Zellklonen mit gleichen Effekten, wie im Falle
der SH-SYS5Y-anti-sense-Zellinien. Dies gilt nicht flir die isolierten U-343-anti-sense-

Zellinien, wo ausschlieflich Linie 11 einen Effekt auf die Zellgroe aufweist.

4.3 Prolylendopeptidase und Signaltransduktionskaskaden

Ziel dieser Untersuchungen war es, die molekularen Zusammenhédnge zwischen PEP und
neurodegenerativen Prozessen sowie Lern- und Gedéchtnisvorgdngen aufzukldren. Beide
neuronalen Prozesse sind eng mit Signaltransduktionskaskaden verbunden (Berridge 1998;
Bhat 1995; Selcher et al. 2002; Bezchlibnyk und Young 2002; Selcher et al. 2002). Aus
diesem Grund wurde der EinfluB von PEP auf die Phosphoinositid- und die Adenylat-
Cyclase-Kaskade untersucht. Dazu wurde, unabhingig von extrazelluliren Stimuli, der
Einflul von PEP auf die Erhohung der Konzentration von IP; sowie auf die CRE-Enhancer-
Element gekoppelte EGFP-Expression in  humanen Zellinien untersucht. Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte in serumfreiem Medium, um ausschlieBlich intrazellulédre
Effekte von PEP zu erfassen. Im Falle der Adenylat-Cyclase-Kaskade konnte gezeigt werden,
daB die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitit in der Zellinie U-343-CRE1 zu keiner
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Erhohung der EGFP-Fluoreszenz fiihrt. Dagegen war es in der Positiv-Kontrolle moglich,
durch die Forskolin-vermittelte Aktivierung der Adenylat-Cyclase die EGFP-Fluoreszenz um
das 2,8fache zu erhohen. Dies zeigt, da3 PEP in der untersuchten Zellinie keinen Einfluf} auf
die CRE-vermittelte Genexpression besitzt.

Im Gegensatz zur Adenylat-Cyclase-Kaskade konnte ein EinfluB von PEP auf die
Phosphoinositid-Kaskade festgestellt werden. Mit Hilfe von U-343-anti-sense-Zellen erfolgte
der Nachweis, dal die Reduzierung der endogenen Expression von PEP zu einer IPs-
Erhohung fiihrt. Dabei ist die IP;-Erhohung abhingig von der Restaktivitit in den anti-sense-
Zellinien. Eine zunehmende Reduzierung der PEP-Expression korreliert mit steigenden IP3-
Konzentrationen in den anti-sense-Zellinien (Abb. 41). Die vollstindige Hemmung von PEP
mit Hilfe von Fmoc-AlaPyrr-CN fiihrt ebenfalls zur Erhohung der IP;-Konzentration in
Wildtyp-Zellen. Dies zeigt, da} fiir den Einflu von PEP auf IP; die katalytische Aktivitdt
verantwortlich ist. Die IPs-Konzentration erhéhte sich in den humanen Zellinien U-343, SH-
SYS5Y und LN-405 um das 3,2fache bzw. um das 1,4- und 1,6fache des Ausgangsniveaus.
Interessant ist, daB3 die IP;-Erhohung nicht innerhalb von Sekunden erfolgt, wie bei der
rezeptorvermittelten Aktivierung der Phosphoinositid-Kaskade. Die PEP-abhingige Erh6hung
von [P; ist ein zeitabhdngiger, langsam verlaufender Akkumulationsprozess (Abb. 38). Ein
erster signifikanter EinfluB auf die IPs;-Konzentration konnte 3 Stunden nach der
vollstindigen Hemmung von PEP nachgewiesen werden. Es erfolgte ein kontinuierlicher
langsamer Anstieg von IP; liber mindestens 12 Stunden. Der Abfall der IP;-Konzentration
nach 12 Stunden in den Zellinien U-343 und SH-SY5Y kann nicht mit Hilfe der Inaktivierung
des eingesetzten Inhibitors erklért werden. Nachweislich wurde die Aktivitdt von PEP {iber
den gesamten Versuchszeitraum von 24 Stunden vollstindig gehemmt. Es wird davon
ausgegangen, dal3 die Beeintrachtigung der Zellvitalitit auf Grund der Verwendung von
serumfreiem Kulturmedium fir den Abfall der IPs;-Konzentration verantwortlich ist. Der
nachgewiesene Zusammenhang von PEP und IPs;-Synthese in humanen Zellinien wird durch
Untersuchungen an der PEP-Nullmutante dpoA im Schleimpilz Dictyostelium discoideum
bestétigt (Williams et al. 1999). Der vollstindige Verlust an PEP in der dpoA-Mutante sowie
die Behandlung von Wildtyp-Zellen mit einem spezifischen PEP-Inhibitor fiihren ebenfalls zu
einer 3-4fachen Erhohung der IP;-Konzentration. Das zeigt, da3 die IP3;-Konzentration im
Vergleich zu humanen Zellinien ebenfalls in Dictyostelium discoideum von der katalytischen
PEP-Aktivitdt abhingig ist. Da alle IP;-Messungen nach einer Kultivierungsdauer von 6
Stunden erfolgten, gibt es keine Aussagen zum zeitlichen Verlauf der IPs;-Erhohung.
Zusatzlich konnten Williams et. al. (1999) zeigen, dal weder die Synthese aus
Phosphatidylinositol-4,5- bisphosphat (PIP;) durch Phospholipase C (PLC) noch die
Dephosphorylierung zu Inositol durch Inositol-Phosphatasen fiir die erhohte IPs-
Konzentration verantwortlich sind. Dem gegeniiber konnte eine erhdhte Dephosphorylierung
von Inositol-1,3,4,5,6-pentaphosphat (IPs) zu IP; in der dpoA-Mutante nachgewiesen werden.
Die Dephosphorylierung von Inositol-Polyphosphaten wie 1P4, IPs und IPg ist ein alternativ
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existierender IP3-Syntheseweg zu der PLC-vermittelten Hydrolyse von PIP, (van Dijken et al.
1995). Enzyme, wie die Multiple Inositol-Polyphosphatase (MIPP), die Inositol-
Polyphosphate dephosphorylieren, wurden in Dictyostelium discoideum und in Sdugern
nachgewiesen (Caffrey et al. 1999; Mochizuki und Takenawa 1999; Nogimori et al. 1991;
Oliver et al. 1992) (van Dijken et al. 1997; Shears 1998). Obwohl die molekularen
Mechanismen nicht bekannt sind, kann an Hand der nachgewiesenen Effekte auf die IPs-
Synthese postuliert werden, dall PEP die Aktivitit von Inositol-Polyphosphatasen beeinfluft.
Dies konnte durch eine direkte proteolytische Modifikation oder indirekt durch die
Prozessierung regulatorischer Interaktionspartner von Inositol-Polyphosphatasen erfolgen.

Neurodegenerative Prozesse sowie Lern- und Gedichtnisvorgidnge sind eng mit der
Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden verbunden (Dragunow 1996; Tischmeyer und
Grimm 1999). Neuropeptide, wie Vasopressin, Somatostatin, Oxytocin, B-Endorphin oder
Substanz P, aktivieren iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die Phosphoinositidkaskade
(Kovacs und De Wied 1994). Der Nachweis, dall der ermittelte Effekt von PEP auf die IPs-
Synthese einen Einflufl auf die Phosphoinositid-Kaskade hat, wiirde erlauben, neben der PEP-
vermittelten Inaktivierung von Neuropeptiden einen neuen molekularen Mechanismus zu
postulieren, der die beschriebenen Wirkungen von PEP-Inhibitoren auf die oben genannten
neuronalen Prozesse erkldren wiirde. Deshalb wurde die Aktivierung der Phosphoinositid-
Kaskade durch Substanz P in Abhédngigkeit von PEP untersucht. Substanz P (SP), ein
Neuropeptid aus der Klasse der Tachykinine, aktiviert durch Bindung an den G,-Protein-
gekoppelten Neurokininrezeptor NK-1 die Phosphoinositid-Kaskade. NK-1-Rezeptoren
existieren sowohl an der Membranoberfliche von Neuronen wie auch von Glia-Zellen (Luo et
al. 1996; Luo et al. 1997). Mit Hilfe der PCR-Technik und anschlieBender Sequenzierung
konnte in der humanen Gliomazellinie U-343 die endogene Expression des
Neurokininrezeptors NK-1 nachgewiesen werden (Abb. 42). In Ubereinstimmung mit anderen
Untersuchungen konnte durch SP in der Gliomazellinie U-343 die Synthese von IP; stimuliert
werden (Eistetter et al. 1992; Marriott et al. 1991; Renzetti et al. 1999; Torrens et al. 1989).
Weiterhin konnte gezeigt werden, da3 die IPs;-Synthese konzentrationsabhidngig ist. Bei 50
nm SP steigt die ermittelte IP;-Konzentration auf das 4,5fache, bei 1 uM auf das 9fache des
Ausgangsniveaus an (Abb. 44). Auf Grund dieser Ergebnisse ist SP geeignet, den Einflu3 von
PEP auf die Aktivierung der Phosphoinositid-Kaskade zu untersuchen. Nach SP-Stimulation
von Wildtyp-Zellen steigt die Konzentration an IP; innerhalb von 5 Sekunden auf ein
Maximum an (Abb. 44). Danach fillt die [P;-Konzentration langsam ab und erreicht nach ca.
40 Sekunden 50% der maximalen Erhdhung. Die Ausgangskonzentration wird nach 3
Minuten erreicht. In Wildtyp-Zellen, die fiir 12 Stunden mit dem PEP-Inhibitor Fmoc-
AlaPyrr-CN preinkubiert werden, fiihrt die SP-Stimulation zu einer maximalen IPs-
Konzentration, die gegeniiber unbehandelten Wildtyp-Zellen um 50 % erhoht ist (Abb. 45).
Dieser PEP-abhingige Effekt auf die SP-Stimulation konnte mit Hilfe der anti-sense-Zellinie

U-343-as2 bestdtigt werden. Fiir diese Zellinie konnte eine Erhéhung der maximalen IPs-
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Konzentration um 35 % nachgewiesen werden. Die Normalisierung der MeBwerte fiihrt zu
einer geringfligigen Verringerung der relativen maximalen IP;-Erhéhung gegentiber der
Wildtyp-Zellinie (Abb. 46). Dies beeinflult aber nicht das Ergebnis, dal PEP auch die
Neuropeptid-vermittelte Stimulation der IP;-Synthese beeinflufit. Dem gegeniiber wird im
Vergleich zur Wildtyp-Zellinie der allgemeine Verlauf von IP;-Synthese und -Abbau nicht
durch PEP beeinflulit (Abb. 45).

Zur Aufklarung, inwieweit der beschriebene Effekt von PEP auf die SP-vermittelte IP3-
Synthese einen Einflul} auf die Signalweiterleitung innerhalb der Phosphoinositid-Kakade hat,
wurden in Abhidngigkeit von PEP die Expression des Transkriptionsfaktors c-fos und die
intrazelluldre Kalziumfreisetzung aus dem ER untersucht. SP stimuliert in primiren und
permanenten Astrozyten-Zellkulturen die Expression von c-fos (Eistetter et al. 1992; Luo et
al. 1996; Luo et al. 1997). Dieser Prozel3 erfolgt iiber die Phospholipase C-vermittelte IPs-
Synthese und der anschlieBenden intrazelluliren Kalziumfreisetzung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Die dadurch aktivierte Kalzium/Kalmodulin-abhingige
Proteinkinase II (CaMKII) fiihrt mit Hilfe des im Promotorbereich des c-fos-Genes
befindlichen Enhancerelementes CRE zur Stimulation der Transkription (Spitznagel et al.
2001). Zur Kontrolle der Stimulierbarkeit von c-fos wurden U-343- und SH-SY5Y-Zellen mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), einem funktionellen Diacylglycerin-Analoga,
inkubiert. Mit Hilfe der Westernblot-Analyse konnte nachgewiesen werden, dal 30 Minuten
nach der direkten Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) eine signifikante Erh6hung der c-
fos-Expression in beiden Zellinien erfolgt (Abb. 53A). Die vollstindige Hemmung der PEP-
Aktivitdit mit Hilfe des spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN fiihrt zu keiner
detektierbaren Stimulation der c-fos-Expression (Daten nicht gezeigt). Es konnte ebenfalls
kein PEP-vermittelter Effekt auf die PMA-Stimulation von c-fos nachgewiesen werden (Abb.
53B). Dies zeigt, dal die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitit weder zu einem
stimulatorischen noch zu einem inhibitorischen EinfluB auf die IP;- bzw. auf die PKC-
vermittelte Expression von c-fos fiihrt.

Die Untersuchungen zur SP-abhidngigen intrazelluliren Kalziumfreisetzung fiihrten zu
unerwarteten Ergebnissen. Obwohl gezeigt werden konnte, dall die SP-Stimulation in beiden
Zellinien zu einer Erhohung der IP;-Konzentration fiihrt, konnte in den Zellinien SH-SY5Y
und U-343 keine, bzw. bei weniger als 1 % der untersuchten Zellen eine intrazellulédre
Kalziumfreisetzung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte die Ursache dafiir
sein, dal nach SP-Stimulation keine Erhohung der Expression von c-fos nachgewiesen
werden konnte. Auf Grund der verdnderten physiologischen Verhéltnisse in
Karzinomazellinien kann vermutet werden, dal3 dies die Ursache fiir die Unterbrechung der
Signalkette zwischen IP; und der Kalziumfreisetzung aus dem ER ist. So konnte gezeigt
werden, dall die Zellinie U-343 im Vergleich zu anderen Karzinomazellinien resistent
gegeniiber bestimmten Chemotherapeutika ist. Als Ursache dafiir wird die nachgewiesene

erhohte Expression von PKCa und bcl-2 sowie die geringere Konzentration an p53 vermutet
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(Blackburn et al. 1998). Auf Grund dieser Ergebnisse ist das Modellsystem, bestehend aus
den humanen Zellinien U-343, SH-SYS5Y und dem Neuropeptid Substanz P, nicht geeignet,
den EinfluB von PEP auf die Expression von c-fos und auf die intrazelluldre
Kalziumfreisetzung zu untersuchen. Deshalb wurde die Astrozytomazellinie LN-405 sowie
weitere Neuropetide bzw. bioaktive Molekiile hinsichtlich ihres Einflusses auf die
intrazelluldre  Kalziumfreisetzung untersucht. Oxytocin, Vasopressin, Carbachol,
Dihydrophenylglyzin (DHPG), Bradykinin, Serotonin und ATP binden wie SP an G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und bewirken damit die intrazelluldre Freisetzung von Kalzium
(Inagaki et al. 1991; Jalonen et al. 1997; Scala-Guenot et al. 1994; Shao und McCarthy 1995;
Cruzblanca et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dal von den untersuchten Substanzen
Carbachol in U-343-Zellen und SP in LN-405-Zellen zu einem detektierbaren intrazelluldren
Kalziumsignal fiihren (Abb. 47). Alle anderen untersuchten Substanzen bewirken keine
intrazelluldre Kalziumfreisetzung. Gegeniiber den Zellinien U-343 und LN-405 konnten SH-
SY5Y-Zellen generell nicht stimuliert werden. Mit Hilfe des spezifischen PLC-Inhibitors
U73122 konnte gezeigt werden, dal die Carbachol- sowie die SP-abhidngige
Kalziumfreisetzung durch die Aktivierung der Phosphoinositid-Kaskade erfolgt (Abb. 49).
Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, da3 die Modellsysteme U-
343/Carbachol und LN-405/SP geeignet sind, um den Einflu8 von PEP auf die IP3-vermittelte
intrazelluldre Kalziumfreisetzung zu untersuchen.

Die alleinige Zugabe des spezifischen PEP-Inhibitors Fmoc-AlaPyrr-CN fiihrt zu keiner
Erhohung der intrazelluliren Kalziumkonzentration (Daten nicht gezeigt). Auf Grund des
langsamen, fiir die Stimulation eines Kalziumsignales untypischen Anstieges der IPs-
Konzentration, wurde dies erwartet. Zur Untersuchung des EinfluBes von PEP auf die IPs-
vermittelte Kalziumfreisetzung erfolgte die Preinkubation der Zellen fiir 12 Stunden mit dem
PEP-Inhibitor Fmoc-AlaPyrr-CN. Die vollstindige Hemmung von PEP und die damit
verbundene IP;-Akkumulation hat keinen EinfluB3 auf die intrazelluldre Kalziumfreisetzung in
den untersuchten Zellinien (Abb. 50). Dieses Ergebnis konnte mit Hilfe von U-343-anti-
sense-Zellen bestitigt werden (Abb. 51). SchluBfolgernd kann postuliert werden, da3 die
beschriebenen Effekte von PEP-Inhibitoren auf neurodegenerative Prozesse sowie auf Lern-
und Gedéchtnisvorgédnge nicht auf der Beeinflussung der IPs;-vermittelten Kalziumfreisetzung
basieren. Auf Grund der hier gezeigten und der in der aktuellen Literatur beschriebenen
Daten, existieren alternative Moglichkeiten, wie die Effekte von PEP auf IP; neuronale
Prozesse beeinflussen konnen. Interessant ist, da3 die Isolierung der PEP-Nullmutante in
Dictyostelium discoideum an Hand der Revertierung des Lithium-vermittelten Phénotyps
erfolgte (Williams et al. 1999). Lithium ist der am lidngsten bekannte und eingesetzte
Stimmungsstabilisator zur Behandlung depressiver Erkrankungen. Als molekularer
Mechanismus fiir die Wirkungsweise von Lithium wird die nachgewiesene Hemmung der
Enzyme Inositol-Polyphosphatase (IPP) und Inositol-Monophosphatase (IMP) diskutiert.

Beide Inositol-Phosphatasen sind beteiligt an der sequentiellen Dephosphorylierung von IP;
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zu Inositol (Gee et al. 1988b; Gee et al. 1988a). Auf Grundlage dessen erfolgte die
Postulierung der sogenannten ,,inositol depletion“~Theorie (Berridge et al. 1989). Die
»inositol depletion“~Theorie besagt, dal es durch die Lithium-vermittelte Hemmung von IPP
und IMP zur Akkumulation von IP, und IP kommt. Dies wiederum fihrt durch die
Reduzierung an freiverfiigbaren Inositol zur Stérung der PIP,- sowie PIP;-Synthese. Beide
Molekiile  besitzen  wichtige  physiologische  Funktionen @ im  Rahmen  von
Signaltransduktionsprozessen. Im Vergleich dazu konnte gezeigt werden, dall es in
Abhingigkeit von der PEP-Aktivitit durch eine gesteigerte Dephosphorylierung von IPs zu
einer Erhohung der IP;-Konzentration kommt. In Anlehnung an die von Berridge et. al.
(1989) vorgeschlagene Theorie kann aus diesem Grund eine ,,polyinositol depletion theory*
postuliert werden. Diese geht davon aus, dal3 es durch die Hemmung der PEP-Aktivitit zur
drastischen Verringerung der Vorrdte an den Inositol-Polyphosphaten IP4¢ kommt. Diese
Storung des Inositol-Metabolismus sollte zur Beeinflussung unterschiedlicher physiologischer
Prozesse fiihren. Interessant ist, daf in der aktuellen Literatur neben dem IPs;-Rezeptor in der
ER-Membran noch eine Anzahl weiterer Polyinositol-bindende Proteine beschrieben sind
(Tab 13). Diese Proteine bzw. Proteinfamilien werden durch PIP,, PIP; sowie IP;¢ aktiviert
oder inhibiert (Fukuda und Mikoshiba 1997). Sie regulieren unter anderem die Kalzium-
Homeostasis, die Neurotransmitter-Freisetzung, das neuronale Wachstum, das Zytoskelett
und intrazelluldre Transportvorgdnge (Cunningham et al. 2001; Fukuda und Mikoshiba 1997;
Yang et al. 1999). Damit besteht eine Vielzahl von alternativen Moglichkeiten, wie PEP ohne
direkte Modifikation von Neuropeptiden physiologische und pathophysiologische Prozesse
intrazelluldr beeinflussen kann. Eine in diesem Fall besonders interessante Gruppe von
Inositol-Polyphosphat-bindenden Proteinen ist die Synaptotagmin-Familie (Marqueze et al.
2000). Die Synaptotagmine sind unter anderem an Prozessen wie Kalzium-regulierter
Transport, Exozytose von sekretorischen Vesikeln, Nervenwachstum und neuronaler
Plastizitét beteiligt (Fukuda und Mikoshiba 2000; Hou und Dahlstrom 2000; Kabayama et al.
1999; Mikoshiba et al. 1999). Fiir die Synaptogamine I und II wurde nachgewiesen, dal} sie
durch die Bindung von Kalzium an die C2A-Doméne aktiviert und durch die Bindung von
Polyphosphat-Inositolen an die C2B-Doméne inaktiviert werden (Schiavo et al. 1996; Zhang
et al. 1998). Die PEP-vermittelte Reduzierung von freiverfiigbaren Inositol-Polyphosphaten
wiirde zu einer verminderten Inaktivierung von Synaptotagminen fiihren. Dadurch kédme es zu
einer erhohten Neurotransmitter-Ausschiittung sowie zur Verstarkung neuroprotektiver und
neurotropher Effekte. Die damit verbundene Beeinflussung der Neuroplastizitit und
neurodegenerativer Prozesse fiihrt zur Steigerung bzw. zum Erhalt der Leistungs- und
Funktionsfdhigkeit des Nervensystems. Identische Effekte werden mit spezifischen PEP-
Inhibitoren im Rahmen von Untersuchungen zu neurodegenerativen Prozessen sowie zu Lern-

und Gedachtnisvorgidngen erzielt.
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Tab. 13 Inositol-Polyphosphat-bindende Proteine

Inositol-Polyphosphat-bindende Proteine

bekannte Funktion

Synaptotagmine

GTPase-aktivierende Proteine (Gapl™**" und
Gapl™)

Bruton's Tyrosin-Kinase (Btk)
Proteolipid-Protein (PLP)
Vinculin

Centaurin a

Golgi Coatomer
p130
AP-2
AP-3

integrale Membranproteine sekretorischer Vesikel,

Sensor fiir Kalzium-abhingige Neurotransmitter-
Ausschiittung (Exozytose)

Aktivierung der GTPase Ras, Genexpression,
Organisation des Zytoskelett’s, vesikuldrer und

nukleérer Transport
B-Zell-Entwicklung, reguliert PLCy,
Vesikeltransport
Zytoskelett-Organisation
Organisation des
Vesikeltransportes
cis-trans-Transport von Vesikeln

bindet IP;, Proteinphosphatase 1 und GABA-Rezeptor
Clathrin-Aufbau und Endozytose

Clathrin-Aufbau und Vesikelgrofle

Zytoskelett's und des

Das PLC-verwandte p130-Protein ist ein weiteres sehr interessantes Protein, da es mit hoher
Affinitdt IP; bindet (Kanematsu et al. 1996). Die IP;-Bindung beeinflullit die Funktionalitét
des GABA-Rezeptors sowie der Protein-Phosphatase 1 (Kanematsu et al. 2002; Yoshimura et
al. 2001). AuBerdem konnte gezeigt werden, dall p130 die intrazellulire Kalziumfreisetzung
unterdriicken kann (Takeuchi et al. 2000). Vergleichbar mit den Synaptotagminen konnte die
PEP-vermittelte Steigerung der IP;-Bindung an p130 zur Beeinflussung neuronaler Prozesse
fiihren.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dal PEP die IP;-Konzentration in
humanen Zellinien beeinfluflt. Der dafiir verantwortliche molekulare Mechanismus bleibt
unaufgeklirt. Auf Grund der vorliegenden Daten wird postuliert, dafl die Beeinflussung des
Inositol-Metabolismus durch PEP die Ursache fiir die beschriebenen Effekte von PEP-
Inhibitoren auf neurodegenerative Erkrankungen sowie auf Lern- und Gedédchtnisprozesse ist.
Diese Aussage wird unterstiitzt durch den Nachweis, da3 PEP die IP;-vermittelte Wirkung

von Stimmungsstabilatoren auf neuronale Prozesse beeinflu3t (Williams et al. 2002).

Der

Endopeptidase, der in dieser Arbeit gelang, sowie die iiberraschende Negativekorrelation

Nachweis der zelluldren, insbesondere zytoskeletiren Lokalisation der Prolyl
zwischen PEP-Aktivitit und Inositolkonzentration verlangen nach weiteren Untersuchungen
um die molekularen Details dieser Befunde besser zu verstehen.Daher bleibt das Ziel
zukiinftiger Untersuchungen die Aufklarung der physiologischen Funktion von PEP sowie die
zu Grunde liegenden Mechanismen und endogenen Substrate. Dafiir bieten die vorliegenden
Ergebnisse Ausgangspunkte zur Bearbeitung folgender Schwerpunkte:

- der Einflul3 von PEP auf andere Inositol- bzw. Phosphatidylinositol-abhingige Prozesse

- der Einflull von PEP-Aktivitét auf Polyinositol-Phosphatasen

- die Beteiligung von PEP an apoptotischen bzw. neuroprotektiven Prozessen

- die Suche nach mdglichen Interaktionspartnern.
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5 Zusammenfassung

Die hochspezifische Serinprotease Prolylendopeptidase (PEP, EC 3.4.21.26) ist ubiquitdr im
Organismenreich verbreitet. Sie hydrolysiert vorzugsweise Peptidbindungen C-terminal der
Aminosdure Prolin. Intensive Untersuchungen in den letzten 2 Jahrzehnten haben dazu
gefiihrt, daB3 die Struktur, die Substratspezifitit und der Katalysemechanismus weitestgehend
aufgeklart werden konnten. Nur wenige Aussagen gibt es iiber die physiologische Funktion
sowie iiber die exakte subzelluldre Lokalisation. Obwohl gezeigt werden konnte, da3 PEP an
der Regulation von neuronalen Prozessen beteiligt ist, sind die dafiir verantwortlichen
Mechanismen unbekannt. Es wird postuliert, daB PEP an der extrazelluldren Inaktivierung
von Neuropeptiden beteiligt ist. Dies steht im Widerspruch zur Aminosduresequenz, welche
auf eine ausschlieBlich intrazelluldre Lokalisation hindeutet. Deshalb muf3 davon ausgegangen
werden, daBl die Beteiligung von PEP an neuronalen Prozessen ausschlieBlich auf

intrazellularen Interaktionen basiert.

PEP wurde in 23 humanen Zellinien nachgewiesen, wobei besonders in glialen und
neuronalen Zellinien hohe Konzentrationen an PEP nachgewiesen werden konnten. Weiterhin
konnte gezeigt werden, da3 PEP in hohen Konzentrationen homogen verteilt im Gehirn der
Wanderratte, Rattus norvegicus vorkommt. Entgegen frilheren Untersuchungen zur
subzelluldren Lokalisation, wo hohe PEP-Aktivititen im Zellkern und in sekretorischen
Vesikeln beschrieben sind, wurden in den ausgewédhlten humanen Zellinien U-343 und SH-
SYS5Y 97 bzw. 99 % der gesamten Menge an PEP im Zytosol nachgewiesen. Dagegen konnte
erstmalig gezeigt werden, dal3 PEP in den humanen Zellinien U-343, SH-SY5Y und LN-405
vollsténdig mit Tubulin kolokalisiert. Die vollstdindige Hemmung hat keinen Einflu} auf die
Lokalisationsmuster von PEP und Tubulin.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen wurden PEP-Aktivititen im
Zellkulturiiberstand sowie in humanem Serum und lumbaler Liqourfliissigkeit gemessen. Es
konnte gezeigt werden, daBl die ermittelten post-Prolin-spaltenden Aktivititen in den
Zellkulturiiberstinden und in humaner lumbaler Liquorfliissigkeit auf der Ilytischen
Freisetzung von intrazelluldrer PEP basieren. Die Charakterisierung der post-Prolin-
spaltenden Aktivititen in humanem Serum ergab, da3 neben Zell-lytisch freigesetzter PEP
mindestens noch 2 weitere Prolin-spaltende Serinproteasen vorkommen miissen.

Die vollstindige Hemmung der PEP-Aktivitdt fiihrt zu keinen sichtbaren Effekten auf die
Zellmorphologie und Zellvitalitit der humanen Zellinien U-343, SH-SYS5Y und LN-405.
Dagegen konnte gezeigt werden, da unabhingig von der katalytischen Aktivitdt die
ektopische Expression von PEP als EGFP-Fusionsprotein apoptotischen Prozesse auslost.
AuBerdem konnte beobachtet werden, da3 die Proliferation vollstindig gehemmt wurde. Die
Verringerung der endogenen Expression durch anti-sense-mRNA fiihrt teilweise bzw.

generell in den Zellinien U-343 und SH-SYS5Y zu einer VergroBBerung der Zellen um das 5-
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30fache. Dabei verdndern SH-SYS5Y-Zellen ihre typische Morphologie und bilden
langgestreckte nadelformige bzw. amdboide Zellkdrper aus. Weiterhin wurden in den
Zellinien LN-405 und SH-SYSY apoptotische Prozesse beobachtet, die zum Verlust der
isolierten Zellklone flihrten. Im Gegensatz zur ektopischen Expression von Fusionsproteinen
wird die Proliferation aber nicht vollstandig gehemmt.

Untersuchungen zur CRE-abhingigen Transkription haben gezeigt, dal die vollstindige
Hemmung von PEP keinen EinfluB} auf die Adenylat-Cyclase-Kaskade hat. Dem gegeniiber
fiihrt die vollstdindige Hemmung bzw. teilweise Reduzierung der endogenen Expression von
PEP zu einer maximalen Erhéhung der IP;-Konzentration auf das 2,4fache des
Ausgangsniveaus. Die Zunahme der IP;-Konzentration ist ein langsamer, iiber Stunden
andauernder Akkumulationsprozel3, der ausschlieBlich auf intrazelluldren Interaktionen von
PEP beruht. Das Ausmal3 der IP;-Akkumulation ist abhéngig von der vorhandenen PEP-
Restaktivitidt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dal PEP die Substanz P-vermittelte
Stimulation der IP;-Synthese beeinflullit. Gegeniiber dem Wildtyp ist die absolute maximale
IP;-Konzentration um 35 bis 45 % erhoht, und die relative maximale IPs;-Erh6hung um 46 bis
55 % reduziert. Untersuchungen zur Beeinflussung der nachfolgenden Signalweiterleitung
haben gezeigt, dal weder die absolute Erh6hung noch die relative Verringerung der IP3-
Synthese einen EinfluB auf die Expression des Transkriptionsfaktors c-fos und auf die

intrazelluldre Kalziumfreisetzung haben.
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7 Anhang

Anhang 1 Hergestellte Vektorkonstrukte
Die Konstrukte wurden mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (Kap. 2.3.2) hergestellt. Alle PCR-Produkte wurden zu erst in den Plasmidvektor pPCR-BlueScript (Fa.
Stratagene) kloniert. Die Subklonierung der DNA-Fragmente in die Expressionsvektoren erfolgte mit Hilfe spezieller Endonuklease-Erkennungsequenzen. In der chronologischen
Reihenfolge fehlende Konstrukte fanden keine Verwendung in der vorliegenden Arbeit. Die markierten Klone wurden zur Subklonierung bzw. zur Transfektion humaner

Zellinien eingesetzt. GVO:

Konstrukt

pIS-1

gentechnisch verdnderter Org

pIS-2

anismus

pIS-5

pIS-6

pIS-7

pIS-8

pIS-9

pIS-10

pIS-11

Vektor pPCR- pcDNA3.1 pIRES pPCR- pEGFP N3 pPCR- pIRES pPCR- pIRES
BlueScript BlueScript BlueScript BlueScript
Fragment PEP-ORF EcoRI- EcoRI- PEP-ORF EcoRI/Xhol- gesamtORF Notl-Fragment | gesamtORF Notl/blund end -
AS 442-731 Fragment aus | Fragment aus|AS 1-731 Fragment aus | PEP/EGFP aus | aus pIS-8 | PEP/EGFP aus | Fragment aus
pIS-1 pIS-1 (PEP-OR pIS-6 (PEP- | pIS-7 (gesamtORF pIS-9 mit pIS-10 (gesamt
(PEP-ORF AS 442-731) ORF AS 1-731) PEP/EGFP) PEP-S554A ORF PEP/EGFP
AS 442-731) PEP-S554A)
Klone pIS-1-MP2 pIS-2-MP24 pIS-5-MP7 pIS-6-MP1 pIS-7-MP7 pIS-8-MP1 pIS-9-MP10 pIS-10-MP10 | pIS-11-MP7
pIS-5-MP16 pIS-6-MP2 pIS-7-MP16 pIS-8-MP2
GVO X110-pIS-1- X110-pIS-2- X110-pIS-5- X110-pIS-6- IM109-pIS-7- | XI110-pIS-8- X110-pIS-9- X110-pIS-10- | X110-pIS-11-
MP2 MP24 MP7 MP1 X110-pIS- | MP7  IM109- | MP1 XI10-pIS- | MP10 MP10 MP7
X110-pIS-5- 6-MP2 pIS-7-MP16 8-MP2
MP16
Verwendung | PCR- Herstellung von | Herstellung von | PCR- Expression PCR- Expression PCR- Expression  von
Klonierung PEP- anti sense | PEP- anti sense | Klonierung PEP/EGFP- Klonierung PEP/EGFP- Klonierung inaktivem
Zellinien Zellinien Fusionsprotein Fusionsprotein PEP/EGFP-
Fusionsprotein

Sueyuy

[48!
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