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Referat

In entziindlichen Vorgéngen im menschlichen Organismus ist eine kaum uberschaubare
Anzahl von Proteinen beteiligt, welche in die Entstehung, Dauer und das Abklingen der
Inflammation involviert sind. Einen wesentlichen Anteil macht dabei die Gruppe der
Chemokine aus. Diese Signalproteine sind essentiell bei der Aufrechterhaltung von
Entziindungen. Sie werden infolge inflammatorischer Stimuli von Immunzellen exprimiert und
aktivieren diese. Posttranslationale Modifikationen der Chemokine beeinflussen ihre
grundlegenden Eigenschaften, wie bspw. die Stabilitat und die Rezeptoraffinitat. Ziel dieser
Arbeit war es, die mogliche Aktivierung des Chemokins CCL14 durch Kallikrein-verwandte
Peptidasen (KLK) nachzuweisen. Desweiteren sollte Glutaminylzyklase-katalysierte (QC)
Pyroglutamatbildung bei einer Auswahl von Chemokinen analysiert werden, welche als
N-terminal erste Aminosaure Glutamin bzw. Glutaminsaure aufweisen. Flr diese
Untersuchungen wurden rekombinante Chemokine und KLK hergestellt. Zur Aufreinigung der
Proteine wurden verschiedene chromatographische Strategien entwickelt. Gleichzeitig sollte
deren Intaktheit und biologische Aktivitat gewahrleistet bleiben. Das aufgereinigte CCL14 und
die KLK 5, 7, 8, 11 und 14 wurden miteinander inkubiert. Durch anschlieRende
massenspektrometrische Analyse konnte die selektive Abspaltung der N-terminal ersten acht
Aminosauren von CCL14 durch die KLK 5 und 8 ermittelt werden. Mit KLK-aktiviertem CCL14
konnte in Zellassays dessen chemotaktische Wirkung nachgewiesen werden. Weder die KLK,
noch unbehandeltes CCL14 induzierten hingegen Chemotaxis. Erstmalig konnte eine KLK-
katalysierte CCL14-Aktivierung nachgewiesen werden. Die Gegenwart von KLK5 und CCL14
in humanem nekrotischem bzw. entzindetem Gewebe konnte gezeigt werden.
Die rekominant hergestellten Chemokine CCL7, 8, 13, 15, 16, 25 und CXCL4 wurden mit QC
behandelt. AnschlieBend konnte mittels Massenspektrometrie eine N-terminale
Pyroglutamatbildung bei CCL25 und partiell bei CXCL4 nachgewiesen werden. Fir diese
beiden Chemokine wurde die Glutaminylzyklase-katalysierte N-terminale Pyroglutamatbildung
erstmals gezeigt. Die zwei evaluierten Enzym-katalysierten Modifikationen dieser
proinflammatorischen Chemokine bewirken wahrscheinlich eine gesteigerte Rezeptoraffinitat
und eine hohere Halbwertszeit im Organismus. In diesem Kontext stellen sowohl KLK, als auch
Glutaminylzyklasen potentielle Targets bei der Therapie chronischer Entziindungen dar. Mit
PQ50 und PQ912 sind beim Kooperationspartner Glutaminylzyklase-Inhibitoren und in dieser
Arbeitsgruppe mit LEKTI-Domanen KLK-Inhibitoren identifiziert worden, welche die

Chemokinmodifikationen und somit entiindungsférdernde Reaktionen hemmen kénnen.

Grunberg, Mario: Bestimmung posttranslationaler Modifikationen von Chemokinen zur Identifikation
neuer therapeutischer Targets im Kontext entziindlicher Krankheiten.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2019
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entzindung

Eine Entzindung ist die Antwort eines komplexen biologischen Organismus auf einen

entziindungsauslosenden Reiz. Diese Ausloser sind z.B. Verletzungen, Allergene oder

bakterielle bzw. virale Infektionen. Entziindliche Prozesse gehodren zu den protektiven

Mechanismen des menschlichen Korpers und sind ein Faktor der Genesung. Die Inflammation

stellt somit einen Abwehrmechanismus dar, welcher die Funktion hat, den Schadigungsreiz zu

beseitigen, dessen Ausbreitung zu unterbinden und eventuell eingetretenen Schaden

entgegen zu wirken. Sie ist Bestandteil der Immunantwort des Organismus, kann jedoch im

Verlauf bei Kontrollverlust in gesundheitlichen Nachteilen resultieren. Der Schaden fur die

betroffene Person Uberwiegt dann dem Nutzen. Therapien, welche auf einem anti-

inflammatorischen Wirkmechanismus basieren, sind von groRer Relevanz bei entziindlichen

Prozessen.
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Infektionen

/ chemische Noxen | Uber indli

phy
(Fremdkérper, Veratzungen)
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L4

akute Entziindung

chronische Entziindung

!

|

!

vaskulare Reaktionen zeIIu.Iare
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(Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen,

Epitheloidzellen)

entziindliches Exsudat

v

————>

v

Granulationsgewebe, Fibrose

Auflésung des Exsudats (Lyse)

Abbildung 1: Schema der Ursache und des Ablaufes einer Entziindung nach BOCKER et al. (1997)

Chemokine und Chemokin-modifizierende Proteine stellen

im Kontext entzindlicher

Erkrankungen einen potentiellen Angriffspunkt einer solchen Behandlung dar. Sie sind ein
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zentrales Element der Entziindungsantwort und beeinflussen deren Dauer und Ausmalf3. Als
Entziindungsmediatoren aktivieren sie verschiedene Typen von Immunzellen und locken sie
chemotaktisch an den Ort der Entziindung, um dort den entziindungsauslosenden Reiz zu
beseitigen. Eine Dysregulation der Chemokinexpression oder eine veranderte
Chemokinaktivitat und -halbwertszeit haben oft eine tberschieRende Inflammation zur Folge.
Der betroffene Organismus wird lokal oder systemisch geschadigt und die Entziindung wird
chronisch.

Chronische Entzindungen sind von entscheidender Bedeutung bei Auto-
immunerkrankungen, wie z.B. Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn. Bei diesen
Krankheitsbildern hat die Menge der durch Chemokine rekrutierten Leukozyten wesentlichen
Einfluss auf das AusmaR der Erkrankung [NORMAN & HICKEY, 2005]. Bei chronischen
Entziindungen werden konsistent inflammatorische Mediatoren, wie Zytokine und Chemokine
freigesetzt, welche wiederum ein Abklingen der Inflammation verhindern. Angrenzende
gesunde Bereiche des Gewebes werden geschadigt und mit zunehmender Dauer kommt es
zur Bildung entarteter Zellen und zur Krebsentstehung [FEDERICO et al., 2007].

Bei Autoimmunerkrankungen erzielen Therapien, die auf einem anti-inflammatorischen
Wirkmechanismus basieren, eine Linderung von Beschwerden und beugen der
Kanzerogenese vor [GONDA et al., 2009]. Ein Beispiel sind Therapien mit monoklonalen
Antikérpern, welche Entziindungsmediatoren wie TNFa oder IL-6 binden bzw. Interleukin-
Rezeptoren blockieren und somit die Signalkaskade unterbrechen. Die Wirkmechanismen
zielen auf eine Minderung der inflammatorischen Prozesse ab. Der bislang einzig zugelassene
Antikorper, der einen Chemokinrezeptor (CCR4) blockiert ist Mogamulizumab [VELA et al.,
2015]. Weitere befinden sich in klinischen Phasen [UDDIN et al., 2017].

1.2. Chemokine

Chemokine sind eine rund 50 Mitglieder umfassende Gruppe peptidischer Botenstoffe und
eine Unterfamilie der Zytokine. Unter den Chemokinen, welche aus ca. 75 bis 130
Aminosauren bestehen, gibt es Homologien von 20 bis zu 90 % in der Aminosauresequenz.
Ihre wichtigste Funktion ist die Induktion der Chemotaxis bei Immunzellen. Sie werden infolge
proinflammatorischer Stimuli von verschiedenen Gewebszellen sowie Leukozyten exprimiert
und sezerniert. Chemokine wirken ihrerseits aktivierend auf bestimmte Leukozyten, wodurch
deren Transmigration in das entziindliche Gewebe induziert wird [JOHNSTON & BUTCHER,
2002]. Sie sind der zentrale Faktor der Aufrechterhaltung entztindlicher Prozesse. Aul3erdem
sind sie in eine Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen involviert. Dazu zahlen bspw.
die Wundheilung, Angiogenese, Embryonal- und Organentwicklung, Tumorgenese und

Metastasierung [LE et al., 2004].
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Die Regulation der Chemokinexpression findet auf verschiedenen Ebenen statt. Diese
sind die Regulation der Transkription und Translation, das alternative Splicing und die Enzym-
vermittelte posttranlationale Modifikation [MORTIER et al., 2012]. Exprimiert werden Chemokine
in verschiedenen Organen, Gewebearten und Zellen wie z.B. in Monozyten und
Thrombozyten, den Lymphknoten [DAL SECcO et al., 2009] und in Leber und Darm [CHO et al.,
2012; SINGH et al., 2016]. Fur eine rasche Sekretion infolge eines Reizes liegen inaktive
Chemokinproformen konstitutiv in Endothelzellen oder Sekretgranula vor [OYNEBRATEN et al.,
2005]. Chemokine steuern den Austritt von Zellen des angeborenen Immunsystems aus dem
Knochenmark und sind bedeutsam fur die Lokalisierung und Aktivierung dieser Immunzellen
im peripheren Gewebe. Sie werden in die drainierenden Lymphknoten gelockt, um dort eine
adaptive Immunantwort zu initiieren [SOKOL & LUSTER, 2015].

Die Familie der Chemokine kann, ihrer physiologischen Funktion entsprechend in
inflammatorische und homdoostatische Signalproteine unterteilt werden. Die homoostatischen
Chemokine werden konstitutiv in verschiedenen Geweben exprimiert und sind vorrangig
verantwortlich fir die Migration von Leukozyten sowie von Stamm- und Progenitorzellen bei
der Entwicklung von Organen [ANDERS et al.,, 2014]. Die Mehrzahl der Chemokine sind
inflammatorische Chemokine. Sie werden infolge von auf3eren Reizen und zellularem Stress,
wie z.B. Verletzungen oder Infektionen exprimiert. Eine strikte Trennung zwischen diesen
beiden Gruppen ist nicht méglich, da einige Chemokine im Organismus sowohl homdostatisch
als auch inflammatorisch wirken kdnnen [BAGGIOLINI & LOETSCHER, 2000]. Je nach Position
bestimmter Cysteinreste werden die Chemokine in C-, CC-, CXC- und CX3C- Chemokine
unterteilt. Chemokine, welche ausschlie3lich im Menschen vorkommen sind u.a. CCL13,
CCL14 und CCL15 [ZLOTNIK & YOSHIE, 2000].

Es sind 21 chemokin-bindende Rezeptoren bekannt. Die wichtigsten Rezeptoren bei
der Signaltransduktion der Chemokine sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren vom
Siebentransmembrandoménentyp (GPCR), speziell die Familie der Rhodopsin-ahnlichen
GPCR. Sie gehoren unter den Rezeptoren zu den wichtigsten Angriffspunkten fir
Therapieansatze. Zwischen 50 und 60 % aller Medikamente, welche auf Rezeptor-Blocking
abzielen sind gegen GPCR gerichtet [SALON et al., 2011].

Die Gruppe der Chemokinrezeptoren ist wie die Chemokine selbst in vier Subtypen
(CCR, CXCR, XCR und CX3CR) unterteilt [ZLOTNIK et al., 2006]. Die Aktivierung der
Rezeptoren durch Chemokine fiuhrt zu intrazellularer Signalweiterleitung, Kalzium-
mobilisierung, Zellaktivierung/-migration, gesteigerter Transkription von Genen, Migration von
Rezeptoren auf der Zellmembran sowie der Freisetzung weiterer Chemokine. Unterschiedliche
Zelltypen exprimieren eine Vielzahl verschiedener Chemokinrezeptoren. Diese kdnnen auch
von Krankheitserregern (z.B. Malaria, HIV) als Eintrittspunkt zu einem Organismus genutzt

werden [DEAN et al.,, 1996]. Ein Chemokin kann an unterschiedliche Chemokinrezeptoren
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binden. Es wurde gezeigt, dass Chemokinrezeptoren, die pro-inflammatorische Chemokine
binden, eine weitaus hohere Anzahl an Liganden haben als jene, die homgostatische oder
anti-inflammatorische Chemokine binden [NOMIYANA et al., 2011].

Chemokinrezeptoren sind Vermittler bei der Migration und Lokalisation von
Leukozyten. Daraus resultiert ihre essentielle Bedeutung fur die Entwicklung und Funktion des
Immunsystems [BENNETT et al., 2011]. Dendritische Zellen beispielsweise exprimieren eine
Vielzahl von Chemokinen [THAISS et al., 2011]. Zudem regulieren sie die Expression von
Rezeptoren von pro-inflammatorischen Chemokinen herab (z.B. CCR1 und CCRS5) und die
von homoostatischen Chemokinen herauf (z.B. CCR7) [MANTOVANI et al.,, 1998]. Die
Expression von Chemokinrezeptoren in Immunzellen, welche chronisch entzindliches
Gewebe infiltrieren, ist bei der Entstehung und Ausbreitung von Krebs involviert. Auch im
Tumorgewebe selbst hat die Expression von einigen homdostatischen Chemokinrezeptoren

Einfluss auf deren Fahigkeit zu metastasieren [ZLOTNIK et al., 2011].

1.2.1. Die Rolle der Chemokine bei Entziindungsreaktionen
Essentiell fir den Verlauf einer Entziindung ist die Leukozytenrekrutierung in das betroffene
Gebiet. Sie wird von regulatorischen Proteinen, wie Wachstumsfaktoren, Prostaglandinen,
Chemokinen oder Komplementfaktoren induziert und gesteuert. Bei Immunreaktionen infolge
einer Entziindung oder Infektion miissen Leukozyten an den betroffenen Ort rekrutiert werden
und anschlieend in sekundéare lymphatische Organe einwandern, um eine Immunantwort zu
gewahrleisten [NATHAN, 2002]. Die wichtigste Funktion tibernehmen dabei die Chemokine. Sie
steuern die Rekrutierung der Immunzellen und deren intrazellulare Kontrollmechanismen. Die
wesentlichen Elemente der Inflammation, wie deren Ausbreitung und Dauer sowie die
Aktivierung und Chemotaxis von Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, werden von
Zytokinen und Chemokinen reguliert [PROOST et al., 1996; ROT & VON ANDRIAN, 2004]. Dabei
interagieren die Chemokine Uber spezifische GPCR mit verschiedenen Arten von Leukozyten.
Entscheidend fir die Chemokinaktivitét ist die Expression von Chemokinrezeptoren auf
Immunzellen und die Bindung an GAGs (Glykosaminoglykane). Diese werden vermehrt in
entzindlichem Gewebe gebildet und immobilisieren Chemokine. Daraus resultiert eine
Steigerung der Chemokinkonzentration hin zum Ort der Entziindung [WEBER et al., 2013].
Die Bindung eines Chemokins an dessen Rezeptor fihrt zur transendothelialen
Migration von Leukozyten durch Wechselwirkungen mit Selektinen und Integrinen.
AnschlieBend infiltrieren Leukozyten das entzindete Gewebe und folgen dabei dem
Konzentrationsgradienten der Chemokine [VANDERCAPPELLEN et al., 2008]. Einen spezifischen
Chemokinrezeptor Uberexprimierende Zellen wandern zur lokal héchsten Konzentration des
Liganden [SIEGENTHALER & BLUM, 2006]. Leukozyten haften an Endothelzellen und

transmigrieren in Richtung der ansteigenden Chemokinkonzentration (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Leukozytenmigration in inflammatorisches Gewebe zum Ort der lokal héchsten
Chemokinkonzentration nach PROUDFOOT et al. (2017)

Der Kontakt an die Endothelzellen wird durch Selektine vermittelt. Es existieren drei Arten von
Selektinen: E- und P-Selektin kommen auf dem Endothel von Blutgefaf3en vor, P-Selektin auch
auf Thrombozyten und L-Selektin wird von Leukozyten exprimiert. Selektine induzieren das
Rollen der Leukozyten entlang des Endothels der Blutgefaf3e. Durch Interaktion der Selektine
mit Polysaccharidgruppen auf der Oberflache von Leukozyten, werden sie an den Ort der
Entzlindung dirigiert [ZARBOCK et al., 2011]. In diesen Vorgang sind ebenso Integrine involviert.
Diese Membranproteine vermitteln die Anheftung der Leukozyten an das GefaRendothel, was
Voraussetzung fur deren Extravasation in entziindetes Gewebe ist [MULLER, 2013].

Bei Erkrankungen, welche mit chronischen Entziindungen einhergehen, fiihrt eine stark
erhdhte Einwanderung und Aktivitat von Leukozyten nach und nach zu einer schweren
Schadigung des betroffenen Gewebes bis hin zum Verlust der Funktion. Die mobilisierten
Immunzellen  bilden bei mikrobiell bedingten Entziindungsreaktionen radikale
Sauerstoffspezies zur Bekampfung der Mikroorganismen. Die freien Radikale schéadigen
jedoch auch die eigene DNA im Zellkern, was zu Mutationen fuhrt [REUTER et al., 2010].
Chemokine als Lockstoffe und Aktivatoren fir Leukozyten bzw. deren entsprechende
Rezeptoren stellen daher potentielle Angriffspunkte zur Behandlung solcher Krankheiten dar.

Fur entzindliche Erkrankungen sind Zusammenhange mit Chemokinwirkungen und
ihrer erhdhten Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe bekannt. Beispielhaft konnen
u.a. Arteriosklerose [BRAUNERSREUTHER et al., 2007], Morbus Crohn [APOSTOLAKI et al., 2008],
und Asthma bronchiale [PALMQVIST et al., 2007] genannt werden. Es existieren sowohl

Chemokine die das Tumorwachstum beginstigen, als auch Chemokine mit antitumoralen

5



Einleitung

Wirkmechanismen. Zudem férdern Chemokine beispielsweise die Neubildung von
BlutgefalRen in Tumoren oder steuern die Wanderung von Metastasen, da deren Zellen haufig
Chemokinrezeptoren exprimieren [Koizumi et al., 2007]. Tumorzellen sind in der Lage
Abwehrmechanismen des Immunsystems zu unterdriicken. Sie exprimieren dazu Liganden,
die Chemokinrezeptoren infiltrierter Leukozyten blockieren und verhindern somit deren
antitumorale Wirkung. Infolge dessen migrieren dendritische Zellen nicht ins Lymphsystem
und es kommt somit nicht zu einer Antigenprasentation [SHIELDS et al. 2010; VILLABLANCA et
al., 2010]. Makrophagen &ndern wahrend der Tumorprogression ihre Plastizitat und
sezernieren verstarkt anti-inflammatorische Zytokine, was die Immunsuppression foérdert
[OPDENAKKER & VAN DAMME et al., 2004].

Die in dieser Arbeit rekombinant exprimierten und untersuchten Chemokine CCL7,
CCLS8, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL25 und CXCL4 sind in regulatorische Vorgange
von Entziindungsreaktionen sowie der Immunantwort involviert. Das Chemokin CCL7 spielt
bei allergischen Reaktionen ulber die Anlockung und Aktivierung von Mastzellen eine
bedeutende Rolle, tragt dort im Mausmodell zur verstarkten Sekretbildung bei [Kuo et al.,
2017]. In Lebermetastasen von Dickdarmkrebs werden CCL7 und die Rezeptoren CCR1,
CCR2 und CCR3 uberexprimiert. Das Chemokin kann daher als Biomarker in der Diagnostik
herangezogen werden [CHO et al., 2012]. CCL7 bewirkt bei Dickdarmkrebs die Infiltrierung von
Immunzellen. Das Chemokin zeigt in diesem Zusammenhang antitumorale Eigenschaften,
indem es die Kanzerogenitat reduziert und das Tumorwachstum hemmt [Hu et al., 2002]. Es
konnten jedoch auch tumorférdernde Eigenschaften von CCL7 bei der Ausbreitung von oralem
Plattenepithelkarzinom nachgewiesen werden [JUNG et al., 2010].

Wie CCL7, ist auch CCL8 von Bedeutung bei allergischen Reaktionen. Nach der
Rezeptorbindung an CCRS, fihrt es zu einer Akkumulation von TH2-Zellen in der Haut und
kann dort eine chronische Entziindungsreaktion induzieren [DEBES & DIEHL, 2011]. Uber die
Bindung an CCR5 aktiviert es verschiedene Subtypen von Leukozyten. So hat es bei
Schleimhautentziindungen, insbesondere des Dickdarms, Einfluss auf den Verlauf und die
Dauer der Entziindung [ASANO et al., 2015].

Das Chemokin CCL13 lockt chemotaktisch Immunzellen an. Es wird bei Entziindungen
gesteigert von Epithelzellen exprimiert [VANBERVLIET et al., 2002]. CCL13 konnte in héheren
Konzentrationen in Sekret wahrend allergischer Reaktionen nachgewiesen werden. Weiterhin
ist es in die Auspragung und Verlaufe von Rheumatioder Arthrtis, Arteriosklerose und Multiple
Sklerose involviert [MENDEZ-ENRIQUEZ & GARCIA-ZEPEDA, 2013].

CCL15 wird konstitutiv in der Leber und im Darm exprimiert und zirkuliert, wie auch
CCL14 im humanen Plasma [PARDIGOL et al., 1998]. Die Modifikation des N-Terminus von
CCL15 hat Auswirkungen auf dessen biologische Aktivitat. Die N-terminale proteolytische

Verkirzung von CCL15 kann, abhangig von der Spaltstelle sowohl in eine verstarkte, als auch
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eine verminderte chemotaktische Aktivitat bewirken [LEE et al., 2002]. Der Infiltrierung von
Monozyten in entziindetes Gewebe geht meist eine Zunahme von Neutrophilen voraus. Diese
fordern die Chemotaxis der Monozyten durch die Aktivierung von CCL15 [RICHTER et al.,
2005]. Das Chemokin CCL15 kann als Biomarker bei Leberzellkarzinomen heran gezogen
werden, da es in betroffenen Patienten stark tberexprimiert ist [LI et al., 2016]. Durch die
Interaktion von CCL15 mit dem Rezeptor CCR1 kann die Metastasierung von Darmkrebszellen
in die Leber geférdert werden [INAMOTO et al., 2016].

Die CCL16-Expression wird von Entziindungsfaktoren wie IL-10 heraufreguliert. Es
wird vermutet, dass dessen Hauptfunktion daher die Rekrutierung von Immunzellen in
entziindete Regionen des Organismus ist. Das Chemokin verstéarkt die Zytotoxizitat von
Effektor-T-Zellen. Deshalb wird angenommen, dass es ein Ansatzpunkt in der Krebstherapie
sein kann, da es Immunzellen in das Tumorgewebe rekrutiert und die Reifung von T- und
Antigenprasentierenden Zellen beschleunigt [CAPPELLO et al., 2006]. Andererseits weist
CCL16 auch tumorinduzierende Eigenschaften auf. Uber Sigalweiterleitung mit dem Rezeptor
CXCR5 auf Stromazellen wird die Metastasierung von Neuroblastomzellen in das
Knochenmark vermittelt [AIROLDI et al., 2008].

CCL25 gehort zu den Schleimhautchemokinen. Zuerst wurde es aus dem Thymus
isoliert (Thymus-Expressed Chemokine, TECK), wo es Uberexprimiert wird und in die
T-Zellentwicklung involviert ist. Eine weitere Region, in der es im Organismus verstarkt
exprimiert wird, ist der Dinndarm [VICARI et al., 1997]. So wird CCL25 u.a. bei Patienten mit
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa im Darmgewebe verstarkt exprimiert. Dort bedingt es im
Zusammenspiel mit weiteren Chemokinen wahrscheinlich die erhdhte Chemotaxis von
Effektor-T-Zellen [TRIVEDI et al., 2016a]. Die Interaktion von CCL25 mit dessen Rezeptor
CCR9 kann die Metastasierung von Melanomen fordern [AMERSI et al., 2008].

Das Chemokin CXCL4 ist eines der ersten beschriebenen Chemokine und wurde
ehemals als Human Platelet Factor 4 bezeichnet. Es ist das Chemokin, bei welchem zuerst
sowohl angiogenetische als auch anti-angiogenetische Eigenschaften identifiziert wurden
[VANDERCAPPELLEN et al., 2011]. CXCL4 ist ein tetramerisches Heparin-bindendes Chemokin,
welches vom alpha-Granulum aktivierter Thrombozyten sezerniert wird und in die
Blutgerinnung involviert ist [AMELOT et al., 2007]. Von zentraler Bedeutung ist es bei der
initialen Entziindungsreaktion bspw. nach Gefalischadigung. Die umfassende biologische
Funktion ist jedoch nicht vollstdndig geklart [ZLOTNIK & YOSHIE, 2012]. Der anti-
angiogenetische Effekt resultiert aus der Bindung an Integrine auf Blutgefalien, was deren
Interaktion mit anderen Liganden verhindert [AIDOUDI & BIKFALvI, 2010]. Bei entzindlichen
Reaktionen im Endothelium verschiedener Gewebetypen induziert CXCL4 die Differenzierung
von Monozyten zu inflammatorischen Makrophagen [KASPER et al., 2010]. Interessanterweise

kann CXCL4 die Expression von Chemokinrezeptoren auf Monozyten herunterregulieren. Das
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hat zur Folge, dass diese nur eingeschrankt chemotaktisch durch CC-Chemokine angelockt
werden [SCHWARTZKOPFF et al., 2012].

Die genannten Chemokine haben alle eine gemeinsame Eigenschaft: Sie weisen als
N-terminal erste Aminosdure Glutamin oder Glutamisaure auf, welche zu Pyroglutamat
zyklisiert werden konnen. Diese posttranslationale Modifikation hat Auswirkungen auf die
Aktivitat und Stabilitat der Chemokine sowie deren Rezeptoraffinitét.

1.2.2. Posttranslationale Modifikationen von Chemokinen

Die posttranslationalen Modifikationen eines Chemokins modulieren dessen Aktivitat, Stabilitat
und chemotaktisches Potential. Sowohl die Glykolisierung der Liganden, als auch modifizierte
C- und N-Termini beeinflussen die Bindung eines Chemokins an dessen spezifische
Rezeptoren. Die N-terminale Modifikation durch Proteasen ist ein wesentlicher Faktor fur die
Rezeptorspezifitat und das Potenzial Chemotaxis zu induzieren bzw. die Signalweiterleitung
auszuldsen [PROOST et al., 2006].

Neben dem Reiz, welcher die Produktion von Chemokinen induziert, beeinflussen
chemokinmodifizierende Faktoren die Signalproteine: Sie konnen zur Degradation, Aktivierung
oder Hemmung der Chemokine fihren sowie zur Veranderung ihres Wirkmechanismus.
Posttranslationale Modifikationen von Chemokinen kommen nicht ausschlieZlich bei pro-
inflammatorischen Chemokinen vor, aber signifikant haufiger als bei homdostatischen und
anti-inflammatorischen Chemokinen [VAN DAMME et al., 2004; MORTIER et al., 2011]. Durch
spezifische Proteolyse kann ein Chemokin so konvertiert werden, dass eine biologisch inaktive
Proform des Chemokins zu einem aktiven Protein wird.

Die Modifikation des N-Terminus von Chemokinen ist eine der wichtigsten biologischen
Mechanismen, welcher Chemokinaktivititen und deren Funktion moduliert. Die
posttranslationale Modifikation der N-Termini, wie z.B. proteolytische Spaltung oder
Acetylierung, beeinflusst die Lokalisation und Aktivitat der Chemokine. Beispielsweise kann
der N-Terminus proteolytisch durch Enzyme wie Aminopeptidasen, Plasmin, oder
Metalloproteinasen abgespalten werden. Die hervorgehenden Isoformen unterscheiden sich
in ihrer Rezeptoraffinintat/-spezifitdt und ihrem Potential intrazellulare Signalweiterleitung zu

bewirken. Die chemotaktische Wirkung wird verringert oder verstarkt [WoLF et al., 2008].

1.2.3. N-terminale Pyroglutamat-Modifikation von Chemokinen

Chemokine mit N-terminalem Glutamin oder Glutaminsaure kénnen durch Glutaminylzyklase

(QC) enzymatisch modifiziert werden. Dabei wird Glutamin unter Abspaltung von NHs

(hydrolytische Desaminierung) bzw. Glutaminsaure Uber H»O-Freisetzung zu Pyroglutamat

umgewandelt (siehe Abb. 3). Wahrend N-terminales Glutamin in kurzer Zeit spontan

zyklisieren kann, ist dieser Vorgang bei Glutaminsaure in Abwesenheit eines katalysierenden
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Enzyms, wie QC, nicht méglich [CHELIUS et al., 2006; Liu et al., 2011]. Diese Modifikation kann
die Aktivitat und Stabilitat der Chemokine erhdhen. Die Umwandlung von N-terminalen
Glutamin- bzw. Glutamatresten bei Chemokinen bewirkt eine effektivere Bindung an deren
Rezeptoren und schitzt vor proteolytischer Degradation [BLASzCzyK et al., 2000].
Die Zyklisierung des N-Terminus wird in vivo von QC katalysiert [SEIFERT et al., 2009]. Bedingt
durch Pyroglutamat am N-Terminus, konnen degradierende Proteinasen diese Chemokine
nicht mehr effektiv hydrolysieren. Grund dafur ist, dass der gebildete Lactamring in vivo nicht
protoniert vorliegt. Dieser protonierte Zustand jedoch ist fur eine Substratbindung notwendig
[VAN COILLIE, et al., 1998; SCHILLING et al., 2004].
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Abbildung 3: QC- katalysierte Pyroglutamatbildung unter Abspaltung von NHs bei Glutamin (links) bzw.
H20 bei Glutaminsaure; mit Pubchem nchbi 3D Viewer nach Liu et al. (2011).

Die humane QC ist ein monomeres Metalloenzym mit einem gebundenen Zinkion im aktiven
Zentrum [PoHL et al., 1991]. Es geho6rt zu den Acyltransferasen und katalysiert die
intramolekulare N-terminale Zyklisierung von Glutamin bzw. Glutaminsaure zu Pyroglutamat
(pGlu) [SCHILLING et al., 2004]. Eine Uberexpression dieses Enzyms findet z.B. in Hypophyse,
Hippothalamus und Hippocampus sowie in Thymus und Schilddriisen statt [POHL et al., 1991].
Das im aktiven Zentrum der QC gebundene Zinkion bewirkt wahrscheinlich die Protonierung
der y-Amidgruppe des Substrates. Somit nimmt es eine zentrale Rolle bei der katalytischen
Aktivitat der QC ein [BUCHHOLZ et al., 2006].

1.2.4. Das Chemokin CCL14

Das Chemokin CCL14 wird durch ein Gen auf dem CC-Chemokin-Cluster, welches auf dem
Chromosom 17g11-g21 liegt, kodiert [BAGGIOLINI et al., 1994]. Erstmals entdeckt wurde es in
humanem Hamoflitrat von Patienten mit Niereninsuffizienz und trug daher urspriinglich den
Namen Hemofiltrate CC Chemokine 1 (HCC-1). Es hat zwischen 29 und 46 % identische
Aminosauresequenzen mit den anderen humanen Chemokinen, wird aber im Gegensatz zu
diesen konstitutiv in verschiedenen Gewebstypen und Organen, wie Milz, Leber und Darm
exprimiert [SCHULZ-KNAPPE et al., 1996]. In humanem Plasma zirkuliert es in Konzentrationen

bis zu 80 nM und es konnten verschiedene, verkiirzte Formen von CCL14 nachgewiesen
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werden: Neben der aus 74 Aminosduren bestehenden maturen Form CCL14.74, die
Varianten CCL143.74) und CCL144.74, Welche jedoch nur 1 - 3 % des zirkulierenden CCL14
ausmachen und schwach an den Rezeptor CCR1 binden [RICHTER et al., 2000]. Eine
N-terminale Modifikation von CCL14 wurde bisher ausschlielich durch den
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) von VAKILI und Mitarbeitern nachgewiesen.
Andere, wie die proteolytische Spaltung nach der N-terminal zweiten Aminosaure Prolin durch
CD26/dipeptidylpeptidase IV, werden nur vermutet [MORTIER et al., 2016]. Eine weitere, in
Hamofiltrat nachgewiesene Form war die N-terminal um die ersten acht Aminosauren
verkurzte Form CCL149.74 (Siehe Abb. 4).
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Abbildung 4: Die biologisch nahezu inaktive Form CCL141.74) wird nach Abspaltung der N-terminal
ersten acht Aminosauren biologisch aktiv CCL149.74].

Diese konnte, in einer im Vergleich zur maturen Form um den Faktor 100 bis 1000 niedrigeren
Konzentration, nachgewiesen werden. Sie hat im Gegensatz zu den anderen Varianten jedoch
die Eigenschaft, an die drei verschiedenen Rezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5 zu binden
[DETHEUX et al., 2000]. Mit der hdchsten Affinitat bindet CCL14 an CCRS5, gefolgt von CCR1
und CCR3 [SAVINO et al., 2009]. Das mature CCL141.74 liegt bei Konzentrationen bis 100 nM
als stabiles Dimer vor, CCL14.74) hingegen ist stabil als Monomer (siehe Abb 5). Diese
Eigenschaft hat Auswirkungen auf die Aktivitaten beider Formen [BLAIN et al., 2007].

COOH
NH,

Abbildung 5: 3D-Struktur von CCL14j9-74) als Monomer (links) und dimerisiertem CCL141-74 (rechts)
verbunden tber das N-terminale 3-Faltblatt [BLAIN et al., 2007].
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Wahrend viele CC-Chemokine in niedrigen hanomolaren Konzentrationen bereits Chemotaxis
oder Kalziumfreisetzung bei Leukozyten induzieren, erzeugt CCL14:.74 diese schwach erst ab
100 nM und mehr [SCHULZ-KNAPPE et al., 1996]. Fur eine signifikante biologische Wirksamkeit
kann daher die um die N-terminal ersten acht Aminosauren verkirzte von CCL14 in Betracht
gezogen werden. Mdgliche potentielle Aktivatoren kénnen aufgrund ihrer Spaltspezifitdt nach
der Aminoséaure Arginin verschiedene Kallikrein-verwandte Peptidasen (KLK) darstellen.

1.3. Kallikrein-verwandte Peptidasen (KLK)

Kallikrein-verwandte Peptidasen sind wie Chemokine auch in entziindliche Prozesse involviert.
Bedingt durch die KLK-vermittelte Degradation der extrazellularen Matrix wahrend
Entziindungen fihren KLK nicht nur zu gesteigerten Migration von Leukozyten in entziindetes
Gewebe, sondern regulieren sie auch Uber die Veranderung von Chemokinaktivitaten. Somit
kénnen Uber die Identifikation von nattrlichen Chemokin- oder Kallikreinantagonisten auch
Angriffspunkte fur die Entwicklung von Medikamenten gegen AIDS, chronische Entziindungen
und Krebs identifiziert werden [PROOST et al., 2006].

KLK katalysieren Struktur- und Funktionséanderungen von Proteinen. Diese, zu den
extrazellularen Serinproteasen z&hlenden Enzyme gehotren der Gruppe der trypsin- bzw.
chymotrypsin-&hnlichen Serinproteinasen S1A an [YOUSEF et al., 2005]. Sie bilden auf
Genomebene die gréRte, zusammenhangende Familie von Proteasen. lhre kodierenden Gene
werden nicht durch andere, nicht-KLK-codierende Gene unterbrochen [YOUSEF et al., 2000].
KLK werden als Pra-Proenzyme kodiert. Das N-terminale Signalpeptid (Préa-Peptid) ist fur die
Sekretion verantwortlich, danach schlief3t sich ein kurzes Propeptid (mit Ausnahme von KLK5)
vor der eigentlichen Serinproteinasedoméne an. Vergleichbar mit anderen proteolytischen
Enzymen werden auch KLK nach der Abspaltung des Prasignalpeptids als nicht aktives Pro-
Kallikrein (Zymogen) sezerniert. Die Bildung der aktiven Form des jeweiligen KLK erfolgt durch
Proteolyse des Pro-Peptids im endoplasmatischen Reticulum. Fir diese Reaktion muss eine
Trypsin-dhnliche Aktivitat vorliegen. Andererseits wurde festgestellt, dass KLK sich selbst
aktivieren konnen oder durch andere KLK aktiviert werden [EMAMI & DIAMANDIS, 2007a].

Das KLKS5 ist in der Lage sich selbst zu aktivieren (Autoaktivierung) und agiert als
Aktivator der KLK KLK2, -3, -6, -7, -11, -12, und -14. Man kann es daher vermutlich als Initiator
von Enzymaktivierungskaskaden in der Gruppe der KLK betrachten [MICHAEL et al., 2006]. Ein
Beispiel hierfur ist der positive Feedback-Loop der Aktivierung von KLK5, KLK7 und KLK14.
Wahrend des Abbaus von Corneodesmosomen bei der Hautabschilferung oder bakterieller
Infektion der Haut, lauft eine Aktivierungskaskade ab. In diesen Prozessen kommt es zur
proteolytischen Aktivierung von KLK. Nach autoproteolytischer Aktivierung kann KLK5 KLK7
und KLK14 aktivieren. KLK14 wiederum kann dann ebenfalls KLK5 aktivieren [EISSA et al.,

2011]. Die Expression von KLK wird von Steroidhormonen induziert. Die Transkription von
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KLK5 wird von Ostrogenen und Progestinen reguliert und es wird in verschiedenen
Tumorgeweben wie Darm-, Bauchspeicheldrisen-, Lungen-, Nieren-, Prostata- und
Blasenkrebs [YOUSEF & DIAMANDIS, 1999; MuUKAI et al., 2008], aber auch in der Haut, den
Hoden und im Brustgewebe exprimiert [DEBELA et al., 2006].

Die Trypsin-ahnlichen KLK (KLK2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 15) spalten proteolytisch hinter
einem positiv geladenem Rest des Substrats: Arginin oder Lysin in P1-Position. Die
Chymotrypsin-ahnlichen KLK (KLK3, 7, 9) spalten Peptidbindungen mit Tyrosin, Tryptophan
oder Phenylalanin in P1-Position. Die KLK 1, 11 und 14 haben sowohl Trypsin- als auch
Chymotrypsin-&hnliche Aktivitaten [PERONA & CRAIK, 1997].

KLK werden in unterschiedlichen Geweben und verschiedenen Kérperflissigkeiten,
wie Ruckenmarksfliussigkeit, Vaginalsekret, Atemwegssekret oder Tumoraszitesflissigkeit
sowie in den Blutkreislauf sezerniert [BORGONO et al., 2004; CLEMENTS et al., 2004]. Als Teil
von Enzymkaskaden oder als einzelnes Enzym sind sie in die Fibrolyse, die zellulare und
humorale Immunantwort, und auch in die Embryonalentwicklung involviert. Zudem sind sie an
der Wundheilung, aber auch bei der Entstehung verschiedener karidovaskularer,
zerebrovaskularer und renaler Krankheiten beteiligt und werden als Biomarker in der
Krebsdiagnostik analysiert [CARLSSON et al., 2013; PRASSAS et al., 2015]. In gesunder Haut ist
u.a. KLK5 regulatorisch an der Desquamation beteiligt, da es Desmoglein-1, eine Komponente
des desmosomalen Cadherins, degradiert [JIANG et al., 2011].

Eine Dysregulation der KLK-Expression konnte auffallig oft in Tumorgeweben
nachgewiesen werden [KALINSKA et al., 2016]. Im Frihstadium von Krebs haben KLK
Auswirkung auf die Verfugbarkeit von Wachstumsfaktoren und nehmen somit Einfluss auf die
Proliferation von Tumorzellen [AVGERIS et al., 2011]. Zum Beispiel spalten sie IGF-bindende
Proteine und ermdglichen dadurch die mitogene Wirkung von IGFs. Ein Exempel dafir ist die
Spaltung der pro-Wachstumsfaktoren IGFBP (1-5) durch KLKS5 in Prostatakrebszellen, was
zur gesteigerten Bioverfugbarkeit von Wachstumsfaktoren IGF fihrt. Dies wiederum hat eine
unkontrollierte Zellproliferation zur Folge [MICHAEL et al., 2006]. Die Hydrolyse extrazellularer
Matrix durch KLK fihrt zur erhdhten Freisetzung Matrix-gebundener Wachstumsfaktoren.
Diese fordern das Tumorwachstum [FUHRMAN-LUCK et al., 2014]. Durch den KLK-bedingten
Matrixabbau und der gesteigerten Porositdt der Matrix, fordern sie die endotheliale
Zellproliferation und Migration. In vitro bauen KLK Strukturkomponenten der Basalmembran
und der extrazellularen Matrix des Endothels ab [CLEMENTS et al., 2004]. Durch KLK aktivierte
Proteinase-aktivierte Rezeptoren (PARS) l6sen Uber weitere Signalkaskaden eine Mapkinase-
Aktivierung aus, die zur gesteigerten Zellproliferation fihrt [OIkoNOMOPOULOU et al., 2010].
Besonders der Rezeptor PAR-2 wird von Trypsin-&hnlichen Proteinasen aktiviert [STEINHOFF

et al., 1999]. Die Stimulation von PAR-2 resultiert in der Aktivierung von Phospholipase-A2

12



Einleitung

(PL-A2). Dadurch kommt es zu einer verfriihten Lamellarkdrperfreisetzung, was eine
pathologische Hautstruktur nach sich zieht.

In Studien beziglich der Substratspezifitat von KLK wurde gezeigt, dass es zwischen
der KLK-Expression und der Tumorentwicklung sowie deren Wachstum einen direkten
Zusammenhang gibt. Bedingt durch die enzymatische Aktivitat von KLK in proteolytischen
Kaskaden werden verstarkt Bestandteile der extrazellularen Matrix gespalten. Daraus
resultieren eine Minderung der physiologischen Barrierefunktion der extrazellularen Matrix und
eine Storung der Zellkommunikation. Die Angiogenese im betroffenen Gewebe sowie die
Invasivitat von Krebszellen werden durch diese Vorgénge begiinstigt [BORGONO & DIAMANDIS,
2004]. In die Metastasierung von Karzinomen sind KLK indirekt beteiligt, da sie die Ablésung
von Tumorzellen aus deren Ursprungslokalisation férdern. Die Zellen kénnen folglich in
umgebende Gewebe und LymphgefalRe migrieren und in davon entfernt lokalisierte Regionen
des Kdrpers gelangen wo sie zu einer Tumorneubildung fihren [SCHMITT et al., 1997].

KLK-Konzentrationen in Tumoren haben Einfluss auf den Krankheitsverlauf von
Ovarialkrebs. Es konnten Verdnderungen der Konzentrationen wahrend der Metastasierung
festgestellt werden. Hohere Konzentrationen der Kallikreine 5-8, 10 und 11 deuteten nach
invasivem Eingriff auf Resttumore hin und lagen im Plasma von Patienten mit
voranschreitendem Krankheitsverlauf vor [DORN et al., 2011]. Desweiteren stimulieren KLK
durch Aktivierung von PAR-Rezeptoren die Invasion von Tumorzellen ins Gewebe [KAMATH et
al., 2001].

Ein Faktor bei der Regulation der Kallikreinaktivitdt ist die endoproteolytische
Deaktivierung. Zum Beispiel kann KLK11 durch Plasmin oder KLK5 enzymatisch verkirzt und
inaktiviert werden. KLK5 kann die Kallikreine 2 und 3 durch interne Spaltung inaktivieren
[BRATTSAND & EGELRUD, 1999]. Eine wichtigere Rolle bei der Inaktivierung jedoch spielen
Inhibitoren. Es konnte nachgewiesen werden, dass KLK durch den Kazal-Typ verwandten
Inhibitor SPINK5/LEKTI gehemmt werden [EGELRUD et al., 2005]. Beispielsweise werden die
Kallikreine KLK5 und KLK7 von LEKTI Doméane 6 inhibiert [EGELRUD et al., 2005]. In vitro
bewirkten Zinkionen (Zn?*) [BRATTSAND & EGELRUD, 1999] sowie Zucker-basierte
Peptidmimetika eine Reduktion der Enzymaktivitat von KLK5 und KLK7 [OLIVEIRA et al., 2013].
Die in dieser Arbeit rekombinant hergestellten und auf ihre Fahigkeit der Aktivierung von
CCL14 untersuchten KLK gehdren zur Gruppe der Gewebekallikreine und innerhalb dieser zu
den (Chymo)Trypsin-ahnlichen Proteinasen. Sie weisen untereinander eine hohe Ahnlichkeit
auf Gen- und auch auf Proteinebene auf. Diese kann in einer Homologie der

Aminosauresequenz bis zu 80 % resultieren.
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2. Zielstellung

Posttranslationale Modifikationen von Chemokinen und die Auswirkungen auf physiologische
Vorgange sind fur viele dieser Signalproteine nicht ausreichend geklart. Von besonderer
Bedeutung bei Aktivierung oder der Inhibition von Chemokinen ist die Modifikation deren
N-Termini. Ziel dieser Arbeit war die modifizierende Wirkung von Glutaminylzyklase bzw.
Kallikrein-verwandter Peptidasen (KLK) auf den N-Terminus verschiedener Chemokine zu
untersuchen. Hierzu wurden zunéchst die Chemokine und KLK rekombinant hergestellt und
anschlieRend chromatographische Strategien entwickelt, um die Proteine mit einer hohen
Reinheit aufzureinigen. Im Anschluss wurde mit chromogenen Farbstoffen und Zymographie
Uberprift, ob die KLK hydrolytische Aktivitat aufweisen. Die Chemokine wurden hinsichtlich
ihrer korrekten molekularen Masse und somit ihrer Intaktheit massenspektrometrisch
analysiert.

Von Relevanz ist die enzymatische Aktivierung des Chemokins CCL14, da es als Pra-
Protein bestehend aus 74 Aminosauren im humanen Plasma zirkuliert [SCHULZ-KNAPPE et al.,
1996] und in dieser Form nur eine sehr geringe biologische Aktivitat aufweist. Werden die
N-terminal ersten acht Aminoséauren proteolytisch abgespalten, ist das resultierende, aus 66
Aminosauren bestehende Chemokin, biologisch aktiv und kann an seine spezifischen
Rezeptoren binden. Hierbei handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vom
Siebentransmembranentyp. Die  proteolytische = CCL14-Aktivierung  durch  den
Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA) wurde von VAKILI (2001) und RICHTER (2009)
beschrieben. Der uPA wird jedoch nur in geringem Ausmalf in der Plazenta, in den Nieren
sowie im Epithelium der Bronchien exprimiert. Das Chemokin CCL14 wird, wie KLK
in vielen verschiedenen Gewebetypen konstant exprimiert (siehe:
http://biogps.org/#goto=genereport&id=6358, abgerufen am 15.12.2018). Humane Gewebe-
kallikreine kommen im Gegensatz zu uPA in nahezu jedem menschlichen Gewebetyp
konstitutiv vor [EMAMI & DIAMANDIS, 2007b]. Es sollte daher Uberprift werden, ob die ubiquitar
zirkulierenden KLK das Chemokin CCL14 aktivieren kdnnen. Nach Inkubation von CCL14 mit
KLK wurde zunachst massenspektrometrisch analysiert, ob die spezifischen Molekilmassen
von inaktivem und aktiviertem CCL14 ermittelt werden kénnen. Im Anschluss wurde mit Hilfe
von Zellassays die chemotaktische Wirkung von KLK-aktiviertem CCL14 Gberprdift.

Eine weitere Form der Modifikation des N-Terminus von Chemokinen ist die
Glutaminylzyklase-katalysierte Pyroglutamatbildung bei Chemokinen mit N-terminalem
Glutamin bzw. Glutaminsdure. Diese Modulation fuhrt zu einer erhdhten Stabilitat dieser
Proteine und verhindert deren Sequenzierung nach Edman [PODELL & ABRAHAM, 1978]. Die
Affinitat von Proteinen an ihren spezifischen Rezeptor zu binden wird durch N-terminales
Pyroglutamat gesteigert bzw. durch Pyroglutamat Uberhaupt erst ermoglicht [ABRAHAM &

PODELL, 1981; VAN COILLIE et al., 1998; BLASZCZzYK et al., 2000].
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Zielstellung

In dieser Arbeit sollte fur eine Auswahl an Chemokinen, fur welche dies noch nicht gezeigt
wurde, die mogliche QC-katalysierte N-terminale Pyroglutamatbildung untersucht werden. Fir
die Analysen wurden die Chemokine heterolog exprimiert und aufgereinigt. Mit Ausnahme von
CCL14 weisen die untersuchten Chemokine N-terminales Glutamin (CCL7, CCL8, CCL13,
CCL15, CCL16, CCL 25) bzw. Glutaminsaure (CXCL4) auf. Somit sind sie potentielle
Substrate fur Glutaminylzyklasen (QC). Die rekombinanten Chemokine wurden mit
Glutaminylzyklase inkubiert (exklusive CCL14). Anschlie3end wurden die Molekilmassen der
Chemokine massenspektrometrisch ermittelt. Die Ergebnisse sollten die spezifische Anderung
der molekularen Masse der Chemokine aufzeigen, welche aus der N-terminalen
Pyroglutamatbildung aus Glutamin bzw. Glutaminsaure resultiert.

Die in die Untersuchungen dieser Arbeit eingebundenen Kooperationspartner haben
QC- (PQ50 und PQ912) und Kallikrein-Inhibitoren (LEKTI) [MAGERT et al., 1999 & 2005]
ermittelt, welche potentielle Medikamente zur Inhibition der Chemokinmodifikationen
darstellen. Diese Inhibitoren kénnen aufgrund ermittelten Ergebnisse hinsichtlich der
Hemmung von Kallikrein 5 und 8 sowie QC im Kontext der Modifikation von den Chemokinen
CCL14 bzw. CXCL4 und CCL25 untersucht werden. Durch die Inhibition der spezifischen
Modifikationen des jeweiligen Chemokins, wird dessen Stabilitat und Schutz vor Degradation
beeinflusst, wahrscheinlich auch die Rezeptoraffinitdt. Im Vergleich zu Chemokin- bzw.
Chemokinrezeptor-bindenden Antikérpern werden daher nicht komplette
Signaltransduktionswege unterdriickt, sondern ausschlieBlich das Chemokin bzw. dessen
spezifische Eigenschaften moduliert. Das kann moglicherweise in einer Reduktion an
unerwinschten Nebenwirkungen einer Therapie resultieren. Die in dieser Arbeit erzielten
Resultate bilden die Grundlage fur weitere Untersuchungen zur Inhibition von Kallikrein-

verwandten Peptidasen und Glutaminylzyklase.
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3. Material und Methodik

Feinchemikalien, Medienbestandteile und Zellkultur

Samtliche Feinchemikalien wurden von den Firmen Carl Roth, AppliChem und Merck in der

Qualitat p.a. bezogen. Fir die Zellkultur verwendete Medien und Lésungen wurden von

Genaxxon und Biochrom, die Verbrauchsmaterialien von Nunc und Sarstedt bezogen.

3.1. Puffer und Lésungen
Samtliche Lésungen und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzungen der in dieser Arbeit eingesetzten Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung (Hersteller)

Ampicillin-Stamml6ésung 100 mg/mL Ampicillin (Serva)

0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau G250; 40 % (v/v)

Coomassie-Fdrbelosung Methanol; 10% (v/v) Essigsdure

Coomassie-

0 100 N
Entfarbelosung 50 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsaure

10 mM NaCl; 1 % (v/v) Triton-X100; 50 mM Tris-HCI; 5 mM
Extraktionspuffer pH 7,4 EDTA; 1 Proteinase-Inhibitor-Tablette/5SmL (Roche

cOmplete)
Kallikrein-Puffer 50 mM Tris; 150 mM NacCl; pH 7,4
PBS pH 7.4 (10x) 1,37 M NacCl; 27 mM KCI; 100 mM NazHPOg; 18 mM
KH2PO4
gf””'c".'.'”/ Streptomyein- | 445 000 U/mL / 10.000 pg/mL (Biochrom)
ammldsung
TAE pH 8,0 (50x) 2 M Tris; 1 M Essigsaure; 100 mM EDTA
TBS pH 9,0 (10x) 1 M Tris; 1M NaCl; 200mM MgCl.
HBSS, Fluo-4- Thermo Fisher
Direct Kalzium Assay Kit
Zeocin-Stammldsung 100 mg/mL Zeocin (Invitrogen)

MALDI-TOF-Matrix

Es wurden 7,6 mg 2,5-Dihydroxyacetophenon (Bruker) in 374 pL HPLC-reinem Ethanol

(Baker) und 125 pL einer 16 mg/mL Ldsung von Diammoniumhydrogencitrat geldst. In diese

Matrix wurden die zu analysierenden Proteinproben eingebettet.

SDS-PAGE und Western Blot

Sammelgel:

38 % (v/v) Puffer pH 6,8 (0,5 M Tris, 0,4 % w/v SDS)
8 % Polyacrylamid 40 % (29:1 Acryamid/Bisarylamid)
0,24 % APS (w/v)

0,08 % TEMED (v/v)

g.s. ad dest. Wasser 100 %
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Trenngel:

38 % Puffer (v/v) pH 8,8 (1,5 M Tris, 0,4 % w/v SDS)
35 % Polyacrylamid 40 % (29:1
Acryamid/Bisarylamid)

0,24 % APS (w/v)

0,08 % TEMED (V/v)

g.s. ad dest. Wasser 100 %

SDS-PAGE Laufpuffer 10x: Western Blot Transferpuffer:

Tris 250 mM Tris 25 mM

Glycin 2M Glycin 150 mM

SDS 1 % (wiv) SDS 0,04 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)

3.2. Antikorper

Zur ldentifikation von Chemokinvarianten wurden spezifische Antiseren eingesetzt. Sie wurden
fur die Chemokine CCL7, CCL13, CCL15 und CCL16 hergestellt. Es wurden Teilfragmente
von je zehn Aminosauren aus den Chemokinen ausgewdahlt, die zum einen bei den
funktionellen Formen vorkommen (C-terminal), zum anderen bei den N-terminal Glutaminyl-
zyklisierten Formen (N-terminal mit <E). Die entsprechenden, gelisteten Peptide wurden vom
Kooperationspartner Probiodrug in grof3eren Milligramm-Mengen chemisch synthetisiert und

zur Verflgung gestellt.

Tabelle 2: Aminosauresequenz der zur Immunisierung von Kaninchen verwendeten Peptide

Peptid / Bezeichnung Sequenz (N—>C)
pE-CCL7 <EPVGINTSTT
C-CCL7 LDKKTQTPKL
pE-CCL13 <EPDALNVPST
C-CCL13 LGRKAHTLKT
pE-CCL15 <EFINDAETEL
C-CCL15 MKKLKPYSI
pE-CCL16 <EPKVPEWVNT
C-CCL16 NGQPQLLNSQ
<E = Pyroglutamat
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Folgende Antikdrper wurden fur die Western Blot-Analysen verwendet:

Tabelle 3: Liste der in den Western-Blot-Untersuchungen eingesetzten Antikorper

Antikdrper Hersteller Verdlinnung
Anti-His  (C-term) Mouse Monoclonal _

Antibody, Alkaline Phosphatase Conjugate Invitrogen 1:20000
Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-Alkaline | ]

Phosphatase antibody Sigma-Aldrich 1:5000
anti-CCL7 (gesamt) Pineda 1:500
anti-CCL7 (pGlu) Pineda 1:500
anti-CCL13 (gesamt) Pineda 1:500
anti-CCL13 (pGlu) Pineda 1:500
anti-CCL15 (gesamt) Pineda 1:500
anti-CCL15 (pGlu) Pineda 1:500
anti-CCL16 (gesamt) Pineda 1:500
anti-CCL16 (pGlu) Pineda 1:500
anti-CCL14 (full length) MaxPab 1:500
anti-hK5 / anti-hK8 / anti-pro-hK11 R&D Systems 1:500
anti-CCR1 (CD191) Miltenyi Biotec | 1:11
anti-CCR5 (CD195) Miltenyi Biotec | 1:11

3.3. Zymographie

Die Zymographie wurde mit SDS-Gelen, in welches Casein vernetzt eingebettet ist,
durchgefuhrt. Sdmtliche Gele und Agenzien, Probenpuffer NUPAGE, Renaturierungspuffer,

Entwicklungspuffer, wurden von Invitrogen bezogen.

3.4. Chromatographie

Samtliche fur die Chromatographien eingesetzte Puffer wurden mit bidest. Wasser hergestellt

und anschlieRend durch einen Steritopfilter (Merck) mit einer Porengréf3e von 0,2 um filtriert.

Kationentauscherchromatographie (CIEX)

Laufpuffer: Elutionspuffer:

Natriumdihydrogenphosphat/
50 mM | pH 6,0 NaCl 10M

Di-Natriumhydrogenphosphat
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Reversed Phase HPLC (RP-HPLC)

Laufpuffer A: Elutionspuffer A:
Acetonitril 1 % (viv) Acetonitril 80 % (v/v)
TFA 0,1 % (v/v) TFA 0,1 % (v/v)

Laufpuffer B:

Elutionspuffer B:

TFA 0,1 % (v/v) Ammoniumacetat 50 mM
Methanol 1% (viv) Methanol 80 % (v/v)
Laufpuffer C: Elutionspuffer C:
Ammoniumacetat 50 mM Ammoniumacetat 50 mM
Isopropanol 1% (viv) Isopropanol 80 % (v/v)

Size-Exclusion-Chromatographie (SEC)

Laufpuffer:
PBS |pH 7,4

Nickel-Chelat-Chromatographie (IMAC)

Laufpuffer: Elutionspuffer :
Tris 100 mM pH 7,4 Tris 100 mM pH 7,4
Imidazol 50 mM Imidazol 300 mM

3.5. Kulturmedien

Samtliche Nahrmedien wurden mit dest. Wasser hergestellt und anschlieRend fir 15 Minuten

bei 121°C autoklaviert. Hitzeempfindliche Medienbestandteile, wie Spurenelemente oder

Antibiotika zur Selektionsauswahl, wurden nach dem Abkihlen des jeweiligen Mediums

0,2 pm-filtriert und dem abgekihlten Medium zugegeben. Alle Medien wurden als

Flissigmedium und als Festmedium durch Zugabe von 1,5 - 2 % (w/v) Agar Agar eingesetzt.

Mikroorganismus

Medium

P. methanolica

Buffered minimal Methanol (BMM)
Buffered minimal dextrose/ methanol/ glycerin (BMDY/ BMMY/

BMGY)

E. coli e Lysogeny broth (LB)
e Minimal dextrose/ methanol (MD/ MM)
_ e Yeast extract peptone dextrose (YPD)
P. pastoris /
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Komplettmedium fir CHO-Zellen

HAM’s F12 Nutrient Mixture

10 % (v/v) FBS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Stammldsung bzw. 25 pg/mL Zeocin

Komplettmedium fir HOS-, Synoviozyten- und CHO-Zellen

Dulbecco’s mod. Eagle Medium (DMEM)

10 % (v/v) FBS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Stammldsung

3.6. Restriktionsendonukleasen

Tabelle 4: Liste der eingesetzten Restriktionsendonukleasen

Enzym

Hersteller

EcoRlI, Mssl,

Invitrogen

Ascl, BsmBI, Xbal, Xhol New England Biolabs

3.7. Primer

Fur die PCR-Amplifikationen wurden die folgenden Chemokin- und KLK-spezifischen Primer

von Firma eurofins Genomics synthetisiert. Primer fir Promotor- und Resistenzsequenzen

lagen den Plasmidkits Lifesensors bzw. Invitrogen bei.

Tabelle 5: Liste der in den PCR-Anwendungen verwendeten Primer

Primer sense &

antisense

Sequenz 5 =& 3¢

CCL7 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTCAGCCAGTTGGGATTAATAC

CCL7 (SUMO)

GCCACGTTCTAGATCAAAGCTTTGGAGTTTGGG

CCL7 GGTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAGTTGGGATTAATAC

CCL7 GCCACGTGAATTCTCAAAGCTTTGGAGTTTGGG

CCL8 GGTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAGATTCAGTTTCCATTCCAATCAC
CCL8 AGGAAGCTGTGATCTTCAAGACCAAACGGGGCAAGG

CCL13 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTCAGCCAGATGCACTCAACGTCCCATC

CCL13 (SUMO)

GCCACGTTCTAGATCAAGTCTTCAGGGTGTGAGCTTTCC

CCL13

GGTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAGATGCACTCAACGT

CCL13

GCCACGTGAATTCTCAAGTCTTCAGGGTGTGAG

CCL14 (SUMO)

TCCTTACGTCTCGAGGTACCAAGACTGAATCCTCC

CCL14 (SUMO)

TGTTCCTCTAGATCAGTTCTCCTTCATGTCCTTGAT
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CCL14

TCCTTACTCGAGAAAAGAACCAAGACTGAATCCTCC

CCL14

TGTTCCGAATTCTCAGTT CTCCTTCATGTCCTTGAT

CCL15 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTCAGTTCATAAATGATGCAGAGAC

CCL15 (SUMO)

GCCACGTTCTAGATCATATTGAGTAGGGCTTCA

CCL15

GGTATCTCTCGAGAAAAGACAGTTCATAAATGATGCAGAGAC

CCL15

GCCACGTGAATTCTCATATTGAGTAGGGCTTCAG

CCL16 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTCAGCCAAAAGTTCCTGAGTG

CCL16 (SUMO)

GCCACGTTCTAGATCACTGGGAGTTGAGGAGCTG

CCL16

GGTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAAAAGTTCCTGAGTG

CCL16

GCCACGTGAATTCTCACTGGGAGTTGAGGAGCTG

CCL25 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTCAAGGTGTCTTTGAGGACTG

CCL25 (SUMO)

GCCACGTTCTAGATCACAGTCCTGAATTAGCTGATAT

CCL25

GGTATCTCTCGAGAAAAGACAAGGTGTCTTTGAGGACTG

CCL25

GGTATCTCTCGAGAAAAGACAAGGTGTCTTTGAGGACTGCTG

CXCL4 (SUMO)

GGTATCTCGTCTCGAGGTGAAGCTGAAGAAGATGGGGACC

CXCL4 (SUMO)

GGAACGTTCTAGACTAACTCTCCAAAAGTTTCTTAAT

CXCL4

GGAACGTGAATTCCTAACTCTCCAAAAGTTTCTTAAT

CXCL4 GGAACGTGAATTCCTAACTCTCCAAAAGTTTCTTAATTAT

KLKS ACCGATGCTCGAGAAGAGAATCATCAATGGATCCGACTGCGA
KLK5 TCGCGGAACTAGTTCAGGAGTTGGCCTGGATGGTTTCCTG

KLK7 ACCGATGCTCGAGAAGAGATGGGTGCTCACTGCCGCCCACTG
KLK7 CCACGTAGAATTCTTAGCGATGCTTTTTCATGGTGTCATTTATCC
KLK8 TCCGGTTCTCGAGAAAAGAGTGCTGGGGGGTCATGAGTGCCAACC
KLK8 AGCCGAGGAATTCTCAGCCCTTGCTGCCTATGATCTTCTTGATCCA
KLK11 GATCGCACTCGAGAAAAGAGAGACCAGGATCATCAAGGGGTT
KLK11 TCGCGGAACTAGTCCATTGTTCTTCATCGTCTCCTGGATCC

KLK14 TGGCTTTCTCGAGAAAAGAATAATTGGTGGCCATACGTGCACCCG
KLK14 GGCTTTCTCGAGAAAAGAATAATTGGTGGCCATACGTGCACCCG

3.8. Plasmidvektoren

Tabelle 6: Liste der fur die Klonierung von Amplifikaten und Transformation von Hefen, Bakterien und
Zelllinien eingesetzten Vektoren.

Plasmid Hersteller/ Kit

pCR4-TOPO TA Vector | Invitrogen/ TOPO TA Cloning Kit for Sequencing

pPMETaB Invitrogen/ Pichia methanolica Expression Kit
pZeoSV2(+) Invitrogen/ pZeoSV2(+) Vector Kit
pP-ahSUMO3 LifeSensors/ Pichia pastoris Expression System

21



Material und Methodik

3.9. Mikroorganismen/ Zelllinien

Tabelle 7: Zur Expression von rekombinanten Proteinen und der Bestimmung deren Aktivitat
eingesetzte Mikroorganismen und Zelllinien.

Organismus/ Stamm Herkunft
E. coli TOP10 Invitrogen
E. coli DH5a Invitrogen
Pichia methanolica PMAD11 Invitrogen
Pichia pastoris X33 Hochschule Anhalt, Kéthen
A549 UFZ, Leipzig
CHO K1 Probiodrug AG, Halle/ Saale
HaCaT, Synoviozyten Uniklinik, Halle/ Saale
HOS CD4+ CCR5+; HOS CD4+ CCR1+ Pharis Biotec, Hannover
THP-1 UFZ, Leipzig

3.10. Enzyme

Tabelle 8: Liste der eingesetzten Enzyme.

Enzym Hersteller

SUMO Protease 2 LifeSensors

humane Glutaminylzyklase Probiodrug AG, Halle/ Saale
Thermolysin Promega

3.11. Biopsiematerial

Humanes bioptisches Material wurde freundlicherweise von Prof. Dr. med. Can Cedidi und
Frau Prof. Dr. med. Ursula Mirastschijski vom Zentrum Plastische und Asthetische Chirurgie

am Universitatsklinikum Bremen Mitte zur Verfligung gestellt.
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3.12. Molekularbiologische Methoden

3.12.1. Agarosegelelektrophorese

Fur die Praparation und zur Analyse wurden DNA-Fragmente nach ihrer Gr63e in horizontalen,
1,0 - 1,7 % (w/v) Agarose/IxTAE-Gelen aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA unter UV-
Licht wurden den Gelen vor dem Ausharten 0,5 pg/mL Ethidiumbromid zugefiigt. Die
Auftrennung erfolgte mit TAE-Laufpuffer bei 110 V in Elektrophoresekammern der Firma Carl
Roth. Zur Abschatzung der relativen Grél3e der DNA wurden die DNA-Leitern 100 bp extended

und 1 kbp (Fa. Fermentas) verwendet.

3.12.2. Isolierung von Nukleinsauren

Isolierung der Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen
Aus den kultivierten Zelllinien HaCaT, A549 und CHO wurde die Gesamt-RNA mittels RNA-
Minikit (Fa. Bio&SELL) gemaR den Angaben des Herstellers isoliert.

Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels Plasmid Mini-Prep-Kit NucleoSpin
(Fa. Macherey-Nagel) aus 1-5 mL Ubernachtkultur nach Herstellerprotokoll.

Isolierung von genomischer DNA
Die Praparation genomischer DNA wurde mit dem PeqGOLD Tissue DNA-Kit (Fa. Peglab)
durchgefihrt. Die Arbeitsschritte erfolgten nach Protokoll des Herstellers.

Photometrische Messung von Nukleins&uren und Proteinldsungen

Isolierte Nukleins&uren wurden hinsichtlich ihrer Konzentration und Reinheit mit den Geréten
NanoDrop 1000 (Fa. Thermo Fisher Scientific) oder Spektralphotometer DS-11 (Fa. DeNovix)
bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm analysiert. Proteinkonzentrationen in Lésungen
wurden bei der Wellenlage A = 280 nm mit dem Spektralphotometer LKB Ultrospec IlI
(Fa. Pharmacia) analysiert. Als Referenz diente der jeweilige Puffer, in welchen das Protein

suspendiert war.

3.12.3. PCR-Anwendungen

Standard-PCR
Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) [MULLIS et al., 1986] dient der selektiven

exponentiellen Vervielfachung definierter DNA-Sequenzen in vitro. Wenn nicht anders
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erwahnt, wurde zur Amplifikation eine Tag-Polymerase in einem Mastermix mit dNTPs und
dem entsprechenden Puffer der Firmen Fermentas oder Peglab verwendet. Die PCR-
Reaktionen zur Amplifikation der Chemokin- und KLK-DNA-Sequenzen fir die Transformation
von P. methanolica und P. pastoris erfolgte mit dem KAPA HiFi PCR-Kit (Fa. Peqlab).
Beispielhaft sind zwei Standardreaktionsansatze (50ul) mit den verwendeten Polymerasen
angegeben.

Tabelle 9: PCR-Reaktionsansatz zur Amplifikaktion von Chemokin- bzw. Kallikrein-codierenden
Sequenzen fir die Vektorligation

Komponente Volumen
DNA-Template (5-500 ng/uL) 1uL
Sense-Primer (10 pmol/uL) 2 uL
Antisense-Primer (10 pmol/uL) 2 uL

1 U/ul KAPA HiFi DNA Polymerase | 1 pL

5X KAPA HiFi Buffer 10 uL

10 mM KAPA dNTP Mix 1,5uL
bidest. Wasser ad 50 pL

Tabelle 10: PCR-Reaktionsansatz zur Uberpriifung der Transformation bzw. Transfektion nach
Plasmidisolation aus den Transformanden bzw. Colony-PCR

Komponente Volumen
DNA-Template (5-500 ng/uL) 1uL
Sense-Primer (10 pmol/uL) 2 uL
Antisense-Primer (10 pmol/uL) 2 uL

DreamTaq green PCR Mastermix 25 uL
bidest. Wasser ad 50 pL

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler SpeedCycler 2 (Fa. Analytikjena/ Biometra) unter

Verwendung verschiedener Programme in Abhangigkeit des zu amplifizierenden Templates.

Kolonie-PCR

Aus einer Bakterienkolonie wurde mit einem sterilen Glasstabchen punktuell eine geringe
Menge Biomasse abgetragen und anschliel3end in ein mit PCR-Mix (siehe Standard PCR)
gefllltes Reaktionsgefal® Uberfiihrt. Die Zellen wurden fir 5 Min. bei 99°C aufgeschlossen,
dann wurde eine Standard-PCR durchgefiihrt. Primer waren der jeweilige fragmentspezifische

Sense- und Antisenseprimer bzw. ein vektorspezifischer Antisenseprimer.
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RT-PCR

Bei der reversen Transkription wird mit Hilfe des retroviralen Enzyms Reverse-Transkriptase
aus einer RNA die komplementare DNA (cDNA) generiert. Die Synthese der cDNA erfolgte mit
dem SuperScript First Strand Synthesis System Kit (Fa. Invitrogen). Fur einen 20 pl Ansatz
wurde jeweils 2-5 pyg Gesamt-RNA und 1-2 pg Oligo(dt)18-Primer in 12 yl RNase-freiem
Wasser resuspendiert und fir 10 Min. bei 70°C denaturiert. Das weitere Vorgehen erfolgte
nach der Herstellerangabe. Die cDNA-Synthese wurde mit Standard-PCR mit dem Primerpaar
B-Tubulin-1S/B-Tubulin-2AS Uberpruft. Konnten im Agarosegel Banden bei ca. 340 bp

nachgewiesen werden, wurde von einer erfolgreichen cDNA-Synthese ausgegangen.

Sequenzier-PCR

Fur die Erzeugung von Kettenabbruchfragmenten zur Kapillarsequenzierung wurde das
DTCS-Quick Start-Kit (Fa. Beckmann-Coulter) verwendet. In Abh&ngigkeit von der GréRe der
DNA-Amplifikate, wurden zwischen 50 ng und 100 ng gereinigtes PCR-Fragment bzw. 400 ng
Plasmid als Template-DNA eingesetzt. Plasmide wurden zusatzlich fir 10 Min. bei 85°C
denaturiert. In einen 10 yL Reaktionsansatz wurde 4 yL DTCS-Mastermix, 50 pmol Sense-

oder Antisenseprimer und bidest. Wasser zugegeben.

3.12.4. Aufreinigung von DNA

DNA-Aufreinigung mit Silikagel

Spezifische Banden wurden aus dem Agarosegel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten,
in ein tariertes Reaktionsgefafld Uberflihrt und erneut gewogen. Zur Aufreinigung von DNA-
Amplifikaten aus Agarosegelen wurde das Kit Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System (Fa.

Promega) verwendet und nach Herstellerprotokoll vorgegangen.

3.12.5. DNA-Modifikation

Enzymatische Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Fir eine Klonierung wurde sowohl der jeweilige Vektor (pMetaB, pZeoSV2 oder
pP-ahSUMQOQ), als auch das zu klonierende DNA-Fragment mit Restriktionsendonukleasen
hydrolysiert. Die Inkubation erfolgte in der Regel im Thermoblock bei 37°C oder 55°C fir 15 -
30 Minuten. Die DNA wurde nach jedem Inkubationsschritt gereinigt (siehe Punkt 4.1.4.).

Ligation und Linearisierung von Plasmid-DNA
Fur die Ligation wurde das zu inserierende DNA-Fragment in 3-molarem Uberschuss zum

Vektor mit Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Fa. Fermentas) in einem Ansatz mit einem
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Volumen von 10 pl gemischt. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei 37°C. Das so ligierte Plasmid
mit inseriertem, proteinkodierenden Abschnitt wurde anschlie3end zur Transformation von
E. coli oder P. pastoris eingesetzt. Zur Transformation der Hefen P. methanolica (5 pg pMeta.B
mit 10 U Ascl) und P. pastoris (10 pg pP-ahSUMO3 mit 10 U Mssl) wurden die nach
Restriktionsanalysen ausgewahlten Plasmide durch enzymatische Hydrolyse in
entsprechendem Puffer linearisiert. Der Ansatz wurde 1 h bei einer Temperatur von 37 °C
inkubiert.

DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Amplifikaten oder Plasmid-DNA erfolgte mit dem 8-Kapillar-
Sequenzierer CEQ 8000 (Fa. Beckmann-Coulter). Bedingt durch das Sanger-Prinzip, auf dem
die Funktionsweise des Geréts beruht [SANGER et al., 1977], mussten die Proben zuvor eine
Sequenzier-PCR mit nachfolgender DNA-Aufreinigung durchlaufen. Die eigentliche
Sequenzierung erfolgte automatisiert nach der Standardherstellermethode LFR-1. Die
Auswertung der Fluoreszenzdiagramme wurde mit der SEQ8000 Genetic Analysis System-
Software (Fa. Beckmann-Coulter) durchgefiihrt. DNA-Fragmente von >350 bp wurden extern

von Fa. Seqlab sequenziert.

3.12.6. Transformation

Transformation von E. coli

Gefrorene, transformationskompetente E. coli Top 10 oder E. coli DH5a Zellen wurden auf Eis
angetaut. Danach wurden 5 ul des Ligationsansatzes zugegeben, vorsichtig gemischt und
nochmals fur 5 Min. auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein Hitzeschock fiir 30 s bei einer
Temperatur von 42°C. Die Zellen wurden umgehend wieder auf Eis abgekihlt. Dann wurden
250 pl auf 37°C temperiertes SOC-Medium (Fa. Invitrogen) zugegeben und der Ansatz fir 10
Min. bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation bei 37°C schittelnd bei 140
rpm. Auf selektiven LB-Platten mit Ampicillin (100 yg/mL) oder Zeocin (25 pg/mL) wurde
Flissigkultur ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Nur erfolgreich transformierte

Zellen mit Antibiotikaresistenz bildeten Kolonien.

Transformation der Hefen P. methanolica und P. pastoris

Nach Protokollangaben der Expressionskits fuir P. methanolica (Fa. Invitrogen) und P. pastoris
(Fa. LifeSensors) wurden elektrokompetente P. methanolica PMAD11 mit 5 ug linearisierter
Plasmid-DNA bzw. 10 pg fur P. pastoris X33, mittels Elektroporation transformiert. Die
Elektroporation erfolgte mit folgenden Paramatern mit dem EasyJecT Prima (Fa. EquiBio):

Spannung: 1800 V, Kapazitat: 50 pyF. Unmittelbar nach der Elektroporation erfolgte das
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Ausplattieren transformierter Hefesuspension auf MD- bzw. YPDS-Selektiv-Agarplatten. Die

Platten wurden fir 3 - 5 Tage bei einer Temperatur von 30°C inkubiert.

Transfektion von CHO-Zellen
Zur Transfektion der CHO-Zellen wurde Roti-Fect PLUS (Fa. Roth) Transfektionsreagenz nach
Herstellerangaben verwendet. Die Zellen wurden zur Selektion HAM's F12-Komplettmedium

mit Zeocin kultiviert.

3.13. Mikrobiologische Arbeiten

3.13.1. Kultivierung von E. coli

Allgemeine Kulturbedingungen

Die Kultivierung von E. coli erfolgte aerob bei 37°C in LB-Flussigmedium oder auf LB-
Agarplatten. Transformierte Zellen wurden in antibiotikahaltigem Low-Salt-Medium kultiviert.
Dieses enthielt 100 pg/mL Ampicillin bei Verwendung des Vektors pCR4-Topo und 25 pg/mL
Zeocin bei den Vektoren pZeoSV2 und pP-ahSUMOZ3. Positive Klone wurden kryokonserviert.

Herstellung kompetenter E.coli-Zellen
Transformationskompetente E. coli DH5a wurden mit Hilfe des Kits Roti-Transform (Fa. Roth)

nach Herstellerangaben hergestellt.

3.13.2. Kultivierung von P. methanolica
Die folgenden Protokolle sind im Wesentlichen an die Herstellerangaben des Pichia
Expression Kits (Fa. Invitrogen) angelehnt.

Allgemeine Kulturbedingungen

Im Allgemeinen erfolgte die Anzucht bei 30°C schittelnd in YPD-Flussigmedium bzw. auf
YPD-Agarplatten. Nach der Transformation wurden die Hefeklone auf Adenin-freiem
Minimalmedium (MD-Agarplatten) selektiert. Die weitere Kultivierung der P. methanolica-

Klone erfolgte in MD-Flissigmedium. Positive Klone wurden kryokonserviert.
Herstellung kompetenter P. methanolica-Zellen

Die Herstellung kompetenter P. methanolica-Zellen des Stamms pMAD11 erfolgte den

Herstellerangaben des Pichia Expression Kits (Fa. Invitrogen) entsprechend.
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Chemokin- und KLK-Expression mit P. methanolica

Der Vektor pMetaB mit CCL- bzw. KLK-DNA-Abschnitten wurde ins Genom der Hefe inseriert.
Die heterolog exprimierten, rekombinanten Chemokine und KLK wurden ins Medium
sezerniert. Hierfir wurde BMDY-Medium mit einzelnen Kolonien von MD-Selektionsagar
beimpft und im Schuttelinkubator tber Nacht kultiviert. Die Vorkulturen wurden zum Animpfen
der Erlenmeyerkolben fur die Expression der jeweiligen Proteine in BMDY-Medium verwendet.
Die Induktion der Expression wurde durch Zugabe von Methanol in das BMDY-Medium oder

durch das Abzentrifugieren der Biomasse und resuspendieren in BMMY getestet.

Herstellung kompetenter P. pastoris-Zellen
Die Herstellung kompetenter P. pastoris erfolgte nach LIN-CEREGHINO et al. (2005).

3.13.3. Chemokinexpression mit P. pastoris

Mit einzelnen, auf YPDS-Platten mit einer Zeocinkonzentration von bis zu 100 pg/mL
wachsende Kolonien wurden GN in BMGY schuttelnd bei 220 rpm Vorkulturen hergestellt. Mit
je 10 mL der Vorkultur wurden 100 mL BMM in sterilen Erlenmeyerkolben beimpft. Diese
wurden fUr 48 h schittelnd bei 30°C und 220 rpm kultiviert und taglich zweimal mit 0,1 % (v/v)
Methanol gefittert.

3.14. Proteinchemische Verfahren

3.14.1. Aufkonzentrierung und Entsalzung von Kulturiberstanden

Volumen und Leitfahigkeit der Kulturiiberstande aus den Schittelkolben wurden in
Vorbereitung auf die Aufreinigung der Zielproteine reduziert. Dies erfolgte durch
Pufferaustausch mit Ultrafiltrations-Zentrifugenréhrchen mit MWCO= 3 kDa bei Chemokinen
(Fa. Millipore, Centricon) bzw.10 kDa bei KLK (Fa. Sartorius, Vivaspin 20). Volumina gré3er
als 500 mL wurden mittels Dialyse Uber Nacht in Dialyseschlauch MWCO 3500 (Fa. Spectrum
Medical) rihrend gegen 50 mM Tris pH 7,4; 50 % (w/v) PEG 600 (Fa. Merck) entsalzt.

3.14.2. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden mittels reduzierender SDS-PAGE unter Verwendung der Methode
nach LAEMMLI (1970) analysiert. Die Auftrennung erfolgte in 12,5% (w/v) SDS-Polyacrylamid-
Gelen mittels vertikaler Gelelektrophorese in der EasyPhor PAGE Mini (Fa. Biozym). Jeweils
20 pL der Proteinprobe wurde mit 10 pL 2x NuPAGE-Ladepuffer (Fa. Invitrogen) versetzt, fur

5 Min. bei 98°C denaturiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
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wurde 2 h bei einer Spannung von 90 V durchgefiihrt. Zur Abschatzung der Molekilmasse

diente der Proteinmarker ProSieve Quadcolor (Fa. Lonza).

3.14.3. Protein-Farbung mit Coomassie Brilliant Blau
Fir das Anfarben der Proteine wurden die Gele Uber Nacht in Coomassie Brilliant Blau

Farbeldsung Roti-Blue (Fa. Carl Roth) schittelnd inkubiert und anschliel3end entféarbt.

3.14.4. Protein-Farbung mit Silbernitrat
Mit der Silberfarbung ist es moglich, geringe Mengen von Protein ab 0,2-0,6 ng in einem PAA-
Gel mit Hilfe von Silberionen anzufarben. Die Farbung wurde mit dem Roti-Black N Kit

(Fa. Roth) nach Herstellerangaben mit dem Protokoll fur "freie PAA -Gele" durchgefiihrt.

3.14.5. Westen-Blot und Immunodetektion

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit
Hilfe des EasyPhor PAGE Mini Tank-Blot Modul (Fa. Biozym) fir 35 min bei 15 Volt auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die geblottete Membran wurde zur Absattigung freier
Bindungsstellen mit Magermilchpulver 3 % (w/v) in PBS schittelnd Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end fiir je 10 Min. mit PBS und PBS mit 0,05% (v/v)
Tween 20 gewaschen. Danach wurde die Membran mit den in PBS mit 1% (w/v)
Magermilchpulver verdinnten Priméar-Antikbrpern fir 2 h inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper Ziege-Anti-Kaninchen IgG
konjugiert mit alkalischer Phosphatase (2 mg/mL, Fa. Sigma-Aldrich) schiitteInd in PBS-Puffer
mit 1% (w/v) Magermilchpulver in der Verdinnung 1:1000 fur 2 h. Die Membran wurde
anschlieend erneut, einmal mit PBS und einmal mit TBS-Puffer pH 9,0 fir 10 Min.
gewaschen. AbschlieRend wurde die Membran in 25 mL TBS-Puffer pH 9,0 mit BCIP/NBT-

Solution 1:100 inkubiert, bis Banden zu erkennen waren.

3.14.6. Zymographie

Bei der Zymographie handelt es sich um eine Spezialform der SDS-PAGE unter nicht-
reduzierenden Bedingungen, mit der biologisch aktive Proteinasen sichtbar gemacht werden
kénnen [KLEINER & STETLER-STEVENSON, 1994]. Hierzu wird ein Substrat (hier Casein)
wahrend der Polymerisation in einem Polyacrylamidgel vernetzt. Die Durchfiihrung der
Zymographie erfolgte nach Herstellerangaben (Fa. Invitrogen). Nach der Renaturierung der
Proteinasen im Gel, konnten sie das im Gel eingebettete Casein hydrolysieren. Diese Lyse-
Zonen erscheinen nach der Entwicklung transparent, im Gegensatz zu den restlichen blauen

Bereichen des Gels mit nicht hydrolysiertem Substrat.
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3.14.7. Aktivitatsbestimmung der Kallikrein-verwandten Peptidasen

Ein Nachweis der enzymatischen Aktivitat der rekombinanten KLK erfolgte durch die Messung
der enzymatischen Spaltung der chromogenen Substrate: S2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pNA x 2
HCI) und S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA x 2 HCI) von Fa. Chromogenix. Bei der Hydrolyse der
Peptidbindung wird p-Nitroanilin abgespalten, welches bei einer Wellenldnge von 405 nm
spektralphotometrisch detektiert wird. Die Zunahme der Absorption E (A= 405 nm) ist ein Maf3
fur die Proteinaseaktivitat. Die Messungen wurden in einem Plattenreader (Synergy 2 Multi-
Mode, Fa. BioTek) unter Verwendung von 96-Well-Platten (Fa. Nunc) bei 37°C durchgeflhrt.

Komponenten:

S2288 oder S2302 jeweils 100 uM

Reaktionspuffer: 300 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8,0

Kallikrein-verwandte Peptidase

Reaktionsansatz:

50 pL Reaktionspuffer, 25 pL Substrat, 25 pL KLK (Endkonzentration KLK: ~10 pM)

3.14.8. Proteinisolation aus humanem Biopsiematerial

Zur Isolation der Proteine aus humanem Biopsiematerial (siehe Pkt. 3.11) wurde mit einem
Skalpell 1 g des jeweiligen Gewebes entnommen und zerkleinert. Danach wurde das Material
mit 1,5 mL Extraktionspuffer versetzt und im verschlossenen Gefaf3 fir 10 Min. mit Ultraschall
behandelt und anschlieRend fur 15 Min. (160 rpm) Schittelinkubator inkubiert. Feste
Bestandteile wurden nach diesem Schritt fir 10 Min. bei 3500 g abzentrifugiert. Die Proben
wurden anschliel3end zur Entfernung von Zelldebris filtriert. Die Filtrate wurden nochmals zur
Aufkonzentrierung der enthaltenen Proteine Volumen-reduziert. Jeweils 1,5 mL einer Probe
wurden mittels Ultrafiltrations-Zentrifugenréhrchen mit einem MWCO von 3 kDa (Fa. Millipore,

Centricon) auf ein Volumen von 300 pL reduziert.

3.15. Chromatographie

Fur die Aufreinigung der rekombinant exprimierten Chemokine und Kallikrein-verwandten
Peptidasen kamen unterschiedliche Techniken der Flussigchromatographie zum Einsatz. Der
erste Schritt, die Kationentauscherchromatographie wurde zur Aufkonzentrierung der im
aufzureinigenden Material positiv geladenen Bestandteile, darunter die Zielproteine,
angewandt. Im nachfolgenden Schritt, der Reversed-Phase-Chromatographie, wurden alle
Proteine des Eluats der Kationentauscherchromatographie von  hydrophilen

Medienbestandteilen separiert.
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Im dritten Schritt zur Trennung der im Proteingemisch befindlichen KLK von unerwiinschten
Proteinen kam die Size-Exclusion-Chromatographie (GrofRenausschluss-Chromatographie)
zum Einsatz. Die in der Probe vorliegenden Proteine wurden hierbei aufgrund ihrer
unterschiedlichen hydrodynamischen Radien und der daraus resultierenden Retentionszeiten
in der Chromatographieséule voneinander separiert.

Das Aquilibrieren und Waschen der Saulen erfolgte mit den in Punkt 2.4 gelisteten
Puffern mit einem definierten Volumen bezogen auf ein Saulenvolumen (SV). Ein SV
entspricht dem Volumen des in der Séule gepackten Trennmediums (1 SV= 1*r?*h).

Die mit einem His-Tag rekombinant exprimierten Chemokine wurden in einer aus zwei

Schritten bestehenden Nickel-Affinitatschromatographie aufgereinigt (siehe Punkt 4.4.4.).

3.15.1. Kationentauscherchromatographie
Die Zellen der Fermentation wurden durch Zentrifugation vom Uberstand separiert wie in Punkt
4.3.1 beschrieben behandelt. Da die exprimierten Chemokine und KLK einen isoelektrischen
Punkt (pl) im basischen pH-Bereich aufweisen, wurden die Retentate aus der Ultrafiltration fr
die Kationentauscher-chromatographie mit 2 M Essigsaure auf pH 6,0 eingestellt. Das
jeweilige Zielprotein lag dadurch mit einer positiven Ladung vor.

Der pH-justierte, konzentrierte Uberstand wurde mit einer linearen Flussrate von
100 cm/h (Trennmedium: SP Sepharose HP, Fa. GE Healthcare) auf die Saule aufgetragen.
Zur Entfernung nicht spezifisch gebundener Bestandteile wurde die Saule mit 2 - 3 SV
Laufpuffer gespult. Zur Elution der Proteine wurde die Salzkonzentration des Elutionspuffers
in einem linearen Gradienten von 0,0 auf 1,0 M NaCl bei einer linearen Flussrate von 100 cm/h
erhdht. Das Eluat wurde fraktioniert, um die unterschiedlich stark gebundenen Proteine,
voneinander zu separieren. Die Fraktionen wurden mit Western-Blot oder silbergefarbten
SDS-Gelen wuntersucht und anschlie@end fir weitere Chromatographieschritte und
Untersuchungen eingesetzt. Fiir Probenvolumina < 100 mL kam die FPLC-Anlage Akta Prime
(Fa. GE Healthcare) zum Einsatz, fir groBere Volumina die Chromatographieanlage
BioCad250 (Fa. Applied Biosystems). Es wurden mit SP Sepharose HP (Fa. GE Healthcare)
gepackte Saulen verwendet, welche mit 5 SV Laufpuffer aquilibriert wurden. Fir Vorversuche
wurden HiTrap SP HP-Saulen (Fa. GE Healthcare) mit einem SV von 5 mL verwendet. Fur die
Aufkonzentrierung von Proteinen aus Probenvolumina 2 L wurden Vantage A2-column (Fa.

Millipore) mit einem SV von 1,84 L eingesetzt.

3.15.2. Reversed-Phase-HPLC

Zur weiteren Aufreinigung der Eluate der Kationentauscherchromatographie wurde die

praparative Reversed-Phase-HPLC angewandt. Die eingesetzten Trennmedien waren

Scource RPC15 (Fa. GE Healthcare) und C18 (Fa. Sigma Aldrich) gepackt in Edelstahlsaulen
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mit je einem SV von 0,177 L. Als mobile Phase wurden drei verschiedene Laufpuffer getestet.
Zum einen bidest. Wasser mit 1 % (v/v) Acetonitril und 0,1 % TFA (v/v), bidest. Wasser mit
1 % Methanol (v/v) und 50 mM Ammoniumacetat oder bidest. Wasser mit 1 % (v/v) Isopropanol
und 50 mM Ammoniumacetat eingesetzt. Zur Elution der an das Trennmedium gebundenen
Bestandteile wurden bidest. Wasser mit Acetonitril mit 20% (v/v) und 0,1 % TFA (v/v), bidest.
Wasser mit 1 % (v/v) Methanol und 50 mM Ammoniumacetat oder Wasser mit Isopropanol mit
80% (v/v) und 50 mM Ammoniumacetat eingesetzt. Die Kationentauschereluate wurden mit
einer linearen Flussrate von 150 cm/h (Saulendurchmesser: 5 mm; Saulenldnge: 125 mm) auf
die Saule aufgetragen. Die Saule wurde danach mit 5 SV Laufpuffer gespult, um unspezifisch
gebundene Substanzen zu entfernen. Zur Fraktionierung der aufgetragenen Probe wurde ein
Gradient von Laufpuffer zu Elutionspuffer (0 — 80 %) appliziert und 42 Fraktionen zu je 1,8 mL
gesammelt. Diese wurden anschliel3end lyophilisiert. Zur Vorbereitung fiir Size-Exclusion-
Chromatographie wurden die gebundenen Proteine mittles StoRelution eluiert, mit dem Ziel
ein mdglichst geringes Elutionsvolumen zu erzielen. Hierfir wurde bei einer linearen
Flussgeschwindigkeit von 150 cm/h ein Gradient von 0 % Elutionspuffer zu 100 %

Elutionspuffer in einer Minute appliziert.

3.15.3. Size-Exclusion-Chromatographie (SEC)

Das Trennmedium Superdex 75 Prep Grade (Fa. GE Healthcare) war gepackt in eine
XK26/70-Séaule (Fa. GE Healthcare). Da die Kallikrein-verwandten Peptidasen wurden mittels
SEC aufgereinigt, da sie nach der Reversed-Phase HPLC mit Elutionsgradienten keine
Aktivitat mehr aufwiesen. Hierzu wurden die positiv geladenen Proteine in den
Fermentationsiiberstanden mittels Kationentauscherchromatographie aufkonzentriert. Das
erhaltene Eluat wurde mittels Reversed-Phase HPLC Uber StoRelution (ohne Gradienten)
entsalzt, da keine Trennung einzelner Proteine voneinander erzielt und die Kontaktzeit zum
Lésungsmittel moglichst gering gehalten werden sollte. Das gesamte Eluat der Entsalzung
wurde fir die SEC lyophilisiert und in 5 mL PBS resuspendiert. Die Flussrate betrug 1 mL/min.
Es wurden 42 Fraktionen zu je 3,34 mL gesammelt. Die Fraktionen welche KLK enthielten,

wurden mittels SDS-PAGE mit anschliel3ender Silberfarbung ermittelt.

3.15.4. Nickel-Affinitdtschromatographie (IMAC)
Chemokine, die N-terminal mit einem Histidin-Tag fusioniert waren, wurden Uber Nickel-
Chelat-Saulen isoliert. Daftir wurden vorgepackte Ni?*-NTA-S&aulen His Trap HP (Fa. GE
Healthcare) fur die FPLC und Gravity-Flow-Sdulen (Econo-Pac, Fa. BioRad) gefullt mit
Ni2*'IDA (Fa. Genaxxon) eingesetzt. Nickelionen konnen im Austausch gegen Wasser mit zwei
Histidin-Resten des Proteins interagieren. Die mobilen Phasen waren der IMAC-Laufpuffer
und -elutionspuffer. Eluiert wurde mit einem ansteigenden Imidazol-Gradienten bei
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Aufreinigung Gber FPLC und mittels Stof3elution unter hydrostatischem Druck. In einem ersten
Schritt wurde das jeweilige Chemokin, welches N-terminal mit einem SUMO-Leaderprotein
und einem His-Tag exprimiert wurde auf die Saule aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule
mit Waschpuffer zur Entfernung unspezifisch gebundener Medienbestandteile, folgte die
Elution mit IMAC-Elutionspuffer. Die Eluate wurden mittels Ultrafiltration umgepuffert und das
SUMO-Protein samt His-Tag mit SUMO-Protease2 proteolytisch abgespalten. Dabei wurde
der enzymatischen Spaltreaktion pro 1 pg Chemokin-Fusionsprotein 0,1 pg Protease zugefugt
und der Reaktionsansatz (Volumen 20 - 30 mL) fir 30 und 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
der Reaktion wurde der jeweilige Ansatz erneut auf die IMAC-S&aule aufgetragen. Da jetzt das
Chemokin ohne His-Tag vorlag, passierte es die Sdule ohne an das Trennmedium zu binden.
Die SUMO-Protease und das SUMO-Leader-Protein mit His-Tag hingegen banden am

Trennmedium und wurden so von Zielprotein separiert.

3.16. Massenspektrometrie

Alle MALDI-TOF-Untersuchungen wurden am Fraunhofer 1ZI (Halle/ Saale) am Geréat
Voyager De Pro (Fa. Applied Biosystems) durchgefiihrt. Es wurden 1 pL der Probe mit 1 pL
2% (v/v) Trifluoressigséure sowie 1 pL Maldimatrix gemischt, anschlie3end hiervon 0,5 pL auf
den Stahlprobentrager pipettiert und an der Luft getrocknet. Als Messmethode wurde der
lineare MALDI-TOF Messmodus durchgefiihrt, wobei die Messparameter an die
Routinemethode nach Herstellervorgaben “LP_5-20 kDa” angelehnt waren. Die Parameter

wurden in Hinblick auf Signal-Rausch-Verhaltnis sowie Auflésung empirisch optimiert.

3.17. Zellassays

3.17.1. Kalziumassay

Zur Untersuchung des Potentials von heterolog exprimiertem CCL14 eine Zellstimulation
auszulésen, wurden Kalziumassays durchgefihrt. Hiermit kann die intrazellulare
Kalziumausschuttung, welche durch einen exogenen Stimulus ausgeldst wird, hachgewiesen
werden. Es wurden nach Kultivierung 1,62x10° HOS CD4+ CCR5+ Zellen in 2 mL HBSS-
Puffer aufgenommen und mit 1 uM Fluo-4 fir 30 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit HBSS-Puffer gewaschen und im nachsten Schritt in
4,35 mL HBSS aufgenommen und pro FACS-R6hrchen 435 pL der Zellsuspension
zugegeben. Diese wurden fur 15 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss an die
Inkubation wurden je 300 nM CCL141.74) und CCL14j9.74; (synthetisch bzw. KLK5-aktiviert)
zugegeben. Umgehend wurde Uber 100 Sekunden mittels FACS-Analyse die intrazellulare
Kalziumausschuttung Uber die relative Absorption des Farbstoffes Fluo-4 ermittelt. Dieser hat

durch Bindung freier Ca%*-lonen, welche nach Rezeptorbindung von Chemokinen an GPCR
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(in diesem Fall CCR5) ausgeschittet werden, einen Floureszenzanstieg zur Folge. Die
Zunahme der Fluoreszenz wurde mittels FACS-Analyse Uber den FL1-H-Kanal bei einer
Wellenlange von 516 nm von ermittelt und aufgezeichnet.

3.17.2. Zellmigrationsassay

Fir die Zellmigrationsassays und Durchflusszytometrie kam die monozytare Zelllinie THP-1
zum Einsatz. Die chemotaktische Wanderung der Zellen durch Transwells mit einer
PorengrofRe von 8 um (Fa. Corning) in RPMI mit 0,5 % (v/v) FBS wurde bestimmt. Induziert
wurde die Chemotaxis durch synthetisches CCL149.74 als Referenz sowie durch KLK5- oder
KLK8-aktiviertes CCL14.74.. Als Negativkontrollen wurde jeweils die Wanderung der Zellen
ermittelt, welche ausschlie3lich mit CCL141.74, KLK5 oder KLK8 stimuliert wurden (siehe
Abb. 6). Es wurden 600 pL RPMI mit 0,5 % (v/v) FBS in die untere Kammer der Transwells
pipettiert und fur 20 Minuten im Inkubator (5 % CO,, 37°C) inkubiert. Anschlie3end wurden
2x10° Zellen in 100 pL RPMI (5 % v/v FBS) in die obere Kammer Uberfuihrt und fir 10 Minuten
inkubiert (5 % CO,, 37°C). Dem Medium der unteren Kammer wurden das rekombinante
CCL14, KLK5, KLK8 sowie KLK-aktiviertes CCL14 in verschiedenen Konzentrationen
zudosiert. Nach einer Inkubationszeit von 3,5 Stunden wurden die Zellen aus den Kammern
transferiert und der chemotaktische Index mittels FACS Uber das Verhéltnis von spezifischer
(mit CCL14 und KLK) zu unspezifischer Wanderung (ohne Zugabe von Chemokin) bestimmit.
Konzentrationen von 0,5 % (v/v) BSA verglichen mit 0,5 % (v/v) FBS, fihrten zu einer
vergleichbaren Migrationsrate (Negativkontrolle).

N-terminale
Hydrolyse durch KLK5 / KLK8

spezifische Zellwanderung

® e[ ]
t——— Transwell Insert —————=)
oy | Y
° | ...
y =

<= CCL14y1.74] &&Is.l:(igéu] =
aktiviert

M CCR1 M CCR5 @) Zelle

Abbildung 6: Induktion der Chemotaxis von THP-1-Zellen durch Transwells infolge Exposition mit KLK5-
bzw. KLK8-aktiviertem CCL14 [GRUNBERG & QUANDT et al., 2018]
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3.17.3. Durchflusszytometrie (FACS)

Die FACS-Untersuchungen fir die Migrationsassays und CCR-Expression wurden nach
QUANDT et al. (2007) durchgefiihrt. Fir die Chemokinrezeptorexpression wurden 10° Zellen
mit FACS-Puffer gewaschen, mit Fcy-block geblockt und mit den rezeptorspezifischen
Antikorpern (Fa. Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany) gemaf Herstellerangaben inkubiert.
Die Zellmigration aus den Migrationsassays wurde entweder durch sammeln der Zellen zum
selben Zeitpunkt mit anschlieBender Messung bestimmt oder durch exakte
Zellzahlbestimmung mittels Beads (Truecount, Fa. BD Bioscience). Tote Zellen wurden bei
jeder Untersuchung durch Propidiumiodid-Farbung indentifiziert und von den gemessenen
Werten subtrahiert. Die Proben wurden mit BD FACS Aria Fusion bzw. LSR Fortessa

gemessen und anschlieRend mit FACS-Diva bzw. FlowJo analysiert.
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4. Ergebnisse

Zur Amplifikation von KLK- und Chemokin-codierender DNA wurde cDNA aus der humanen
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT eingesetzt. Mit den in Punkt 2.7 gelisteten Primern konnten

mutationsfreie Amplifikate generiert werden, welche fir die Chemokine und KLK kodieren.

4.1. Heterologe Expression und Aufreinigung von Chemokinen

Mit spezifischen Antikorpern konnten im Western-Blot Banden im zu erwartenden
Molekilmassenbereich der Chemokine sichtbar gemacht werden.

CCL7 CCL14 CXCL4
10 kDa " 4
S e 5
CCL13 CCL15 CCL16 CCL25
14 kDa '

N

Abbildung 7: Western-Blot-/ SDS-PAGE-Analysen der rekombinanten, aufgereinigten Chemokine
CCL7, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL25 und CXCL4 nach enzymatischer Abspaltung des His-
Tags und SUMO-Leaderproteins durch SUMO-Protease 2 mit spezifisch gegen das jeweilige Chemokin
gerichteten polyklonalen Antikérpern (Ausnahme CXCL4 und CCL25: SDS-PAGE-Silberfarbung).

Die Chemokine CXCL4 und CCL25 wurden in einer silbergefarbten SDS-PAGE nachgewiesen

(siehe auch Abb. 8), da fur diese Chemokine keine Antikdrper vorhanden waren.

Die Aufreinigung der mit der Hefe P. methanolica exprimierten Proteine erfolgte wie in
Punkt 3.5 beschrieben in mehreren aufeinander folgenden Schritten. Nach der
Kationenaustauscherchromatographie zur Separation der Proteine mit positiver Ladung

erfolgte die Fraktionierung der Proben mittels praparative Umkehrphasen-HPLC.

Die Chemokine, welche mit P. pastoris unter Verwendung des Vektors pP-ahSUMOS3 wurden
wie in Punkt 4.4.4 beschrieben aufgereinigt. Wahrend das SUMO-Leaderprotein mit dem His-
Tag nach 15 Minuten fast vollstandig von CCL14 abgespalten war, wurden bei CXCL4 60
Minuten Inkubationszeit bendtigt. In den Spuren 1 und 5 sind im Silber-gefarbten Gel Banden
zu sehen, welche in Addition der Molekilmasse den Chemokinen CXCL4 bzw. CCL14 von
~10 kDa plus dem SUMO-Leaderprotein mit 6xHis-Tag von ~15 kDa entsprechen. Die
entsprechenden Einzelbanden nach enzymatischer Reaktion mit SUMO-Protease?2 sind in den

Spuren 2 - 4 und 6 - 8 zu erkennen.
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25 kDa

15 kDa

10 kDa

4.
B3 EEC

Abbildung 8: SDS-PAGE-Silberfarbung des Gels nach der Auftrennung der Chemokine CXCL4 und
CCL14 nach Zugabe von SUMO-Protease2. Die Spuren 1 und 5 nach dem Start der Inkubation, die
Spuren 2 und 6 nach 15 min, die Spuren 3 und 7 nach 30 min sowie die Spuren 4 und 8 nach 60 min
Inkubation. Im Bereich von 15 kDa sind das abgespaltene SUMO-Leaderprotein mit 6x-HIS-Fragment
und im Bereich von 10 kDa das jeweilige Chemokin zu erkennen (Nachweis der aufgereinigten
Chemokine CCL7, 13, 14, 15, 16 mittels Western-Blot, sieche Abb. 7).

Die Doppelbanden lassen auf unterschiedliche Glykolisierungsstufen des Proteins schliel3en.
AnschlieRend wurde eine erneute IMAC durchgefiihrt, womit der abgespaltene SUMO-Antell
mit His-Tag entfernt wurde. Dieses wurde umgehend durch Ultrafiltration mit bidest. Wasser
entsalzt und anschlieend lyophilisiert. Nach identischem Protokoll erfolgte die Aufreinigung
der Chemokine CCL7, CCL8, CCL13, CCL15, CCL16 und CCL25 und deren Nachweis mittels
Western-Blot oder silbergefarbter SDS-PAGE (siehe Abb. 8).

4.2. Heterologe Expression und Aufreinigung von Kallikrein-verwandten
Peptidasen

Mit P. methanolica konnten die KLKs 5, 7, 8, 11 und 14 rekombinant hergestellt werden.
Zusatzlich lieferte auch mit CHO exprimiertes KLK11 in SDS-Gel Banden im zu erwartenden
Molekilmassenbereich (Daten nicht gezeigt). Zur Aufkonzentrierung der KLK wurde die
Kationentauscherchromatographie (siehe Punkt 4.4.1.) durchgefihrt. In der Abbildung 9 ist ein
Beispielchromatogramm zur Testung der Bindungs- und Elutionseigenschaften von KLK mit
dem Chromatographiemedium SP Sepharose HP zu sehen. Wie zu erkennen, passierten beim
Auftrag auf die Chromatographieséule nicht bindende Bestandteile die Saule (Fraktionen 1 bis
12). Wahrend der Einstellung eines linearen Gradienten an Elutionspuffer (von 0 % auf 100 %
1 M NaCl in den Fraktionen 12 bis 14), eluierten an die Saule gebundene Proteine. In den
Fraktionen 13 und 14 konnten in SDS-Coomassie-Gelen Banden im Bereich von 30 bis 40 kDa
ermittelt werden, welche den molekularen Massen der KLK entsprechen. Es wurden jedoch

zusatzliche Banden in anderen Moleklilmassenbereichen in den SDS-Gelen detektiert.
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Abbildung 9: Overlay der Chromatogramme der Kationentauscherchromatographie zur Uberpriifung der
Bindungs- und Elutionseigenschaften der KLK an das Chromatographiemedium SP Sepharose HP. In
den Fraktionen 1 - 11 passierten nicht bindende Bestandteile die Saule und wurden durch den
Waschschritt ausgetragen. Ab der Zudosierung von 1 M NaCl (Gradient: griine Linie), eluierten die KLK
in den Fraktionen 13 und 14, was im Anstieg der UV-Signale in diesen Fraktionen zu erkennen ist.

Mit der Kationentauscherchromatographie wurden die KLK stark aufkonzentriert. Die Eluate
enthielten jedoch auch unerwiinschte Bestandteile, welche in den weiteren
chromatographischen Trennschritten von den KLK separiert werden sollten.

Hierzu wurde die Size-Exclusion-Chromatographie angewandt. Zur Vorbereitung des
Schrittes wurden die Eluate zur Volumenreduktion mittels RP-HPLC entsalzt und anschlie3end
lyophilisiert. Fur diesen vorbereitenden, chromatographischen Entsalzungsschritt wurden die
zwei Trennmaterialien C18 und Scource RPC15 getestet. Aufgrund der besseren
Eigenschaften hinsichtlich der Elutionsbedingungen wurde das Trennmedium Scource RPC15
gewahlt, da die KLK mit den gewahlten Elutionspuffern nur unvollstandig vom Material C18
eluiert werden konnten. Um den Verlust der Enzymaktivitat der KLK zu minimieren, wurden
die Eluate umgehend lyophilisiert. Die Kontaktzeit zum organischen L&sungsmittel sollte
gering gehalten werden. Das hinsichtlich des Erhalts der biologischen Aktivitdt der KLK
geeignetste Puffersystem war die Kombination Isopropanol/ Ammoniumacetat (Lauf- und
Elutionspuffer C). Fur einen weiteren Aufreinigungsschritt wurde die Durchfiihrbarkeit der SEC
im Kontext der nacheinander geschalteten Aufreinigungsschritte der KLK evaluiert. Zuerst
wurde diese Methode hinsichtlich ihrer Effizienz die KLK von den Ubrigen, im Eluat der RP-
Chromatographie enthaltenen unerwiinschten Bestandteile zu separieren, mit einer KLK5-
Probe getestet. Das nach der Entsalzung gewonnene Lyophilisat wurde in 5 mL SEC-

Laufpuffer (PBS) rekonstituiert und auf die Saule aufgetragen. Es wurde eine volumetrische
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Flussrate von 1 mL/min angelegt und 40 Fraktionen von je 3,34 mL gesammelt. Mittels SDS-
PAGE-Silberfarbung konnte in den Fraktionen 23 und 24 KLKS5 identifiziert werden (siehe Abb.
10).
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Abbildung 10: Chromatogramm der analytischen SEC von KLK5 bei den Absorptionswellenlangen
230 nm (Beginn bei ca. Minute 80, héchster Peak) und 280 nm (Beginn bei ca. Minute 80, niedrigerer
Peak), 3 mm UV-Messzelle; Elution von KLK5 nach ca. 112 Min. in den Fraktionen 23 und 24 (mittlerer,
hoher Peak); Peaks links- bzw. rechtsseitig von KLK-Peak mit von KLK5 separierten Proteinen und
Peptiden mit grolRerem bzw. geringerem hydrodynamischen Radius.

M 23 24

40 kDa

35 kDa

Abbildung 11: SDS-PAGE-Silberfarbung der Fraktionen 23 und 24 aus der Size-Exclusion-
Chromatographie von KLK5. Fraktion 23 weist bei gleichem Probenvolumen im zu erwartenden
Molekulmassenbereich von 35 - 40 kDa von KLK5 unter reduzierenden Bedingungen eine intensivere
Bande auf als Fraktion 24. Weitere Banden in anderen Bereichen wurden nicht detektiert, was eine
hohe Reinheit des KLK5 nach der Size-Exclusion-Chromatographie indiziert.
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Sowohl in Fraktion 23, als auch in Fraktion 24 konnte eine Bande im zu erwartenden
Molekiulmassenbereich von ca. 38 kDa detektiert werden. Neben der deutlichen Bande mit der
Probe aus Fraktion 23, war in Fraktion 24 nur eine sehr schwache Bande zu erkennen.
Zusatzlich war in Fraktion 23 eine schwéachere Bande im Molekilmassenbereich von ca.
35 kDa zu sehen, was auf die autoaktivierte Form des KLK zuriick zu fuhren sein kdnnte (siehe
auch MICHAEL et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Reinheit des KLK5
erzielt wurde, da in der reduzierenden SDS-PAGE aul3er den in der Abb. 11 gezeigten Banden
keine weiteren sichtbar wurden. Die weiteren, untersuchten KLK wurden unter den o.g.
Bedingungen aufgereinigt und jeweils die zwei Fraktionen des Mittleren der drei Peaks
vereinigt (analog zu Fraktionen 23 und 24 bei KLK5). Aus Grinden der technischen
Gegebenheiten wurde von jeder der 40 Einzelfraktionen die Absorption spektralphotometrisch
bei einer Wellenlange von A = 280 nm bestimmt. Hierfir wurden Kivetten (Fa. Sarstedt) mit
einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Gemessen wurde relativ gegen den SEC-Laufpuffer
PBS.

Size Exclusion Chromatographie

0,5
0,5 f}
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S 04
(I\II 0,3 —e—KLK5
< 03 k —e—KLK7
% 0,2 ' —e—KLK8
S 02 }[\ ‘ —e—KLK11
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< 0 ,»/ ‘ KLK14
071 N - -

0,0
0 10 20 30 40

Fraktion

Abbildung 12: SEC-Chromatogramme der aufgereinigten Kallikrein-verwandten Peptidasen: zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die Absorptionswerte von Proben der Chromatographien
spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen und aufgetragen.

Es zeigte sich, dass bei jedem KLK eine vergleichbare Menge an Verunreinigungen
(Fraktionen 5 - 20 und 29 - 37) vom Zielprotein (Fraktionen 21 - 28), separiert wurde, was aus
den identischen vorangegangen Aufreinigungsschritten sowie den identischen
Fermentationsbedingungen und -medien resultierte. Die KLK-Konzentrationen waren jedoch

gering und betrugen jeweils ~ 0,2 bis 0,3 mg/mL.
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4.3. Nachweis der proteolytischen Aktivitdt von Kallikrein-verwandten

Peptidasen

Die proteolytische Aktivitat der rekombinanten KLK wurde mit Zymographie und chromogenen
Substraten untersucht. Die Kallikreinproben waren die jeweiligen aufkonzentrierten
Elutionsfraktionen aus der Kationentauscherchromatographie. Die untersuchten KLK kénnen
spezifisch nach einem Arginin spalten (P1-Position, Datenbankanalyse MEROPS, RAWLINGS
& BARRETT, 2000). Daher wurden die Substrate S2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pNA) und S2302 (H-
D-Pro-Phe-Arg-pNA x 2 HCI) gewabhlt, bei welchen durch Hydrolyse nach Arginin p-Nitroanilin
frei wird. Als Negativkontrolle diente ein aquivalentes Volumen Reaktionspuffer mit Substrat.
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58/ 0,08 - —e—KLK7
g 006 1 —o—KLK8
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0 ; ; ; .
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Abbildung 13: Absorptionsmessung des durch KLK vom chromogenen Substrat S2288 abgespaltenen
p-Nitroanilin in Abh&ngigkeit von der Zeit. Die Messung zeigte eine deutliche Aktivitat der KLK.

Mit dem Substrat S2302 konnte im Gegensatz zu S2288 keine proteolytische Reaktion mit den
untersuchten KLK nachgewiesen werden. Mit S2288 bewirkte KLK5 den hodchsten
gemessenen enzymatischen Substratumsatz. Hier konnte ein Anstieg der Absorption um
0,16 AU detektiert werden. Das KLK7 bewirkte eine Absorptionserhndhung um 0,14 AU
wahrend die anderen untersuchten KLK nur zu einen geringfligig erhéhten Substratumsatz zur
Folge hatten. Alle mit chromogenen Substraten Uberpriften KLK wurden hinsichtlich ihrer
proteolytischen Aktivitat auch mittels Zymographie-Gelen untersucht.

Waren die KLK nach der Kationentauscherchromatographie proteolytisch aktiv,
konnten sie das im Gel vernetzte Casein degradieren. Es konnten im Zymographiegel lediglich
bei zwei der untersuchten KLK eine Hydrolyse des Caseins nachgewiesen werden. Sowohl
KLK14 aus der P. methanolica-Fermentation als auch Thermolysin-aktiviertes KLK11 aus
CHO bewirkten einen enzymatischen Caseinabbau im zu erwartenden Molekilmassenbereich

von 37 - 40 kDa (Daten nicht gezeigt). Als Negativkontrolle wurde die zur Aktivierung von
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KLK11 eingesetzte Menge von 10 ng/mL Thermolysin eingesetzt. Alle anderen exprimierten
und untersuchten KLK hydrolysierten in den Zymographieuntersuchungen kein Casein. Es
konnten keine Lysebanden sichtbar gemacht werden (Daten nicht gezeigt). Mit der KLK11-
Expression in CHO konnten nur &hnlich geringe Ausbeuten (~ 0,2 - 0,3 mg/mL) wie mit den P.
methanolica-Fermentationen erzielt werden. Im Gegensatz zu KLK11 aus der Hefeexpression,
wies KLK11 aus CHO jedoch proteolytische Aktivitat hinsichtlich der Hydrolyse von Casein
aus. KLK11 aus P. methanolica erzeugte im Zymographiegel keine Lysebanden.

4.4. Proteolytische Aktivierung von CCL14

Die KLK wurden hinsichtlich ihres Potentials untersucht die inaktive Proform CCL141.74; in die
aktive N-terminal um acht Aminosauren verkiurzte Form CCL149.74) zu konvertieren. Hierfur
wurden CCL14 und das jeweilige KLK in dquimolaren Verhaltnis (jeweils 1 uM) fiir 60, 120 und
180 Minuten bei 37°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde CCL14 fir die entsprechende
Dauer bei 37°C in Kallikrein-Puffer inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben mittels MALDI-
TOF analysiert. Die Proteine kdnnen wéhrend der Desorption aus der MALDI-Matrix doppelt
protoniert werden. Sie bewegen sich infolge dessen im Vergleich zum einfach protonierten
Analyten mit der doppelten Geschwindigkeit durch das Flugfeld im TOF-Analysator. Hieraus
ergibt sich die Ermittlung von jeweils zwei Peaks aus einem Analyten. Die ermittelte
Molekilmasse entspricht in diesen Fallen jeweils der Hélfte des einfach protonierten Proteins.
Es wurden fur jede CCL14-Aktivierung drei MALDI-TOF-Analysen durchgefiihrt und ein je ein
reprasentatives Spektrum in den Abbildungen 14 und 15 dargestellt.

Wie in Abbildung 14A zu sehen, konnte in der Negativkontrolle keine Veranderung der
Molekilmasse des Chemokins CCL14 festgestellt werden. Die beiden Peaks mit den hdchsten
Intensitaten zeigen Massen von 8675,2 Da und 4337,5 Da, wobei der erste mit der
theoretischen, relativen Masse von 8673,7 Da von CCL14:.74; korreliert. Der zweite detektierte
Peak mit der Masse 4337,5 Da entspricht ca. der Halfte der zu erwartenden Masse.

Nach einer Stunde Inkubation von CCL141.74y mit KLK5 konnte keine Abspaltung der
N-terminal ersten acht Aminosauren durch KLK5 nachgewiesen werden. Hingegen wurde
nach einer Inkubationszeit von 2 h ein Massenshift detektiert (siehe Abb. 14B). Zwei Peaks
der Messung wiesen mit 8674,6 Da und 4337,1 Da (2-fach protoniertes Protein) Massen auf,
welche mit der theoretischen relativen Masse von 8673,7 Da von CCL14.74) korrelieren.
Weiterhin jedoch konnten zwei Peaks mit hoher Intensitat detektiert werden, welche Massen
von 7797,6 Da und 3898,6 Da aufwiesen, die mit der relativen Masse des N-terminal um acht
Aminosauren verkirzten Form von CCL149.74) korrelieren (7796,8 Da). Das Verhéltnis von
CCL141.74 zur verkirzten Form CCL149.74 betrug hierbei ca. 1,5:1.
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Abbildung 14: MALDI-TOF-Analysen nach Inkubation von rekombinantem CCL14p1.74) in Kallikrein-
Puffer A) Negativkontrolle: die Inkubation fir 3 h bei 37° C ohne Zugabe von KLK5 bewirkte keine
Veranderung der Molekilmasse von CCL14. MALDI-TOF-Analysen nach Inkubation von
rekombinantem CCL141.74) mit rekombinantem KLK5 in Kallikrein-Puffer in &quimolarem Verhaltnis bei
37 C° B) Nach 2 h: zwei Peaks zeigen die Molekilmassen von CCL141.74; und zwei Peaks die von
CCL149-741. C) Nach 3 h: Zwei Peaks zeigen die Molekllmassen von CCL141.74) und zwei Peaks die
von CCL14p9.74 mit Zunahme der Peakintensitdten von CCL149.74;. D) Die Molekllmasse des durch
KLK5 abgespaltenen N-terminalen, acht Aminoséuren grof3en Fragments von CCL14 wurde identifiziert.

A

Nach einer Inkubationszeit von 3 h verschob sich dieses Verhéltnis weiter in Richtung von
CCL149.74, SO dass beide Varianten nach diesem Zeitraum in nahezu gleichen Anteilen in der
Probe vorlagen (siehe Abb. 14C). In diesen Reaktionsansétzen konnte auch das abgespaltene
N-terminale, acht Aminosauren lange Fragment nachgewiesen werden. Dieses hat eine
theoretisch zu erwartende Molekilmasse von 894,8 Da. Die im Massenspektrum detektierte
Masse von ~891,2 Da korreliert damit (siehe Abb. 14D).
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Wie bei KLK5, konnte auch bei KLK8 nach 60 Minuten Inkubation noch keine Abspaltung der
N-terminalen acht Aminosduren nachgewiesen werden (siehe Abb. 15A) Nach einer
Inkubationszeit von 2 h wurde eine geringe Veranderung der Massen in der Probe detektiert.
Ein Peak der Messung zeigte eine Masse von 7797,5 Da, welche mit der relativen Masse der
N-terminal um acht Aminosauren verkirzten Form von CCL149.74 korreliert (7796,8 Da) (siehe
Abb. 15B).
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Abbildung 15: MALDI-TOF-Analysen nach Inkubation von rekombinantem CCL14[1.74) in Kallikrein-
Puffer A) Negativkontrolle: die Inkubation fur 3 h bei 37° C ohne Zugabe von KLK8 bewirkte keine
Veranderung der Molekilmasse von CCL14. MALDI-TOF-Analysen nach Inkubation von
rekombinantem CCL141.741 mit rekombinantem KLK8 in Kallikrein-Puffer in &quimolarem Verhéltnis bei
37 C° B) Nach 2 h: zwei Peaks zeigen die Molekiilmassen von CCL141.74; und ein Peak die von
CCL14p9.741. C) Nach 3 h: Zwei Peaks zeigen die Molekilmassen von CCL141-74 und zwei Peaks die
von CCL149.741 mit Zunahme der Peakintensitdten von CCL149.74.. D) Die Molekllmasse des durch
KLK8 abgespaltenen N-terminalen, acht Aminosauren grofl3en Fragments von CCL14 wurde identifiziert.
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Nach 3 h Inkubation stieg die Intensitdt des Peaks des CCL149.74) von 0,1 AU auf 0,16 AU.
Die Peaks mit der hochsten Intensitat (8674,4 Da und 4337,2 Da 2-fach protoniert)
entsprachen der Molekiulmasse von CCL141.74 (Siehe Abb. 15C). In den Proben konnte jeweils
ebenfalls das N-terminal abgespaltene, aus acht Aminosauren bestehende, Fragment
nachgewiesen werden (siehe Abb. 15D). Die ermittelte Masse betrug 894,9 Da. Die

theoretische relative Masse des Fragments betragt 894,8 Da.

Die Analysen zeigen, dass sowohl KLK5, als auch KLK8 die N-terminal ersten acht
Aminosauren von CCL14j1.749 selektiv abgespalten haben. Unter den gewahlten
Versuchsbedingungen resultierte die proteolytische Aktivitat von KLK5 nach 3 h Inkubation in
einem annéhernd gleichen Verhéltnis von CCL141.74) zZu CCL149.74. Im gleichen Zeitraum
fuhrte KLK8 zu einer geringeren Konvertierung von CCL141.74) zu CCL149.74 (ca. 10 %). In
den Untersuchungen mit beiden KLK konnte in massenspektrometrischen Analysen die
spezifische Masse des N-terminal abgespaltenen Fragments nachgewiesen werden, was die
Ergebnisse bestatigt. Desweiteren wurde in der Negativkontrolle gezeigt, dass eine Inkubation
von CCL14;1-741im gewéhlten Puffersystem fir 3 h bei 37 °C keinen Einfluss auf das Chemokin
und somit der detektierten Masse hatte. Die N-terminale Abspaltung ist somit ausschlief3lich
auf die proteolytische Aktivitat der KLK zurlickzufihren.

Durch Messung der intrazellularen Kalziumfreisetzung in HOS CD4+ CCR5+ konnte ermittelt

werden, dass das rekombinante KLK5-aktivierte CCL149.74) an den Rezeptor CCR5 band und

eine Signaltransduktion induzierte.
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Abbildung 16: Kalziumassay - HOS CD4+ CCR5+ Zellen wurden mit KLK5 und CCL14 stimuliert und
die relative Absortion des Farbstoffes Fluo-4 gemessen. A) KLK5-aktiviertes CCL14 hatte eine
intrazellulare Ca?*-Ausschiittung und dem damit verbundenen Anstieg der Fluoreszenz zur Folge.
D) synthetisches CCL149.74) bewirkte dies ebenfalls. B) und C) HBBS-Puffer bzw. CCL1-741 bewirkten
keine Ca?*-Ausschuttung.

Im zeitlichen Verlauf zwischen 30 und 70 Sekunden zeigte sich eine gesteigerte
Kalziumfreisetzung. Das synthetische CCL149.74 fUhrte nach Zugabe zur Zellsuspension
ebenfalls zur Ausschittung von Kalziumionen. Auch hier kam es in einem vergleichbaren
zeitlichen Verlauf zu einem Anstieg der relativen Intensitat der Fluoreszenz durch den
Farbstoff Flou-4. Weder der HBSS-Puffer noch das rekombinante CCL14:.74; konnten eine
Kalziumfreisetzung induzieren. Der Einfluss von KLK5 auf die Kalziumausschuttung kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, da KLK u.a. auch den PAR2-Rezeptor aktivieren konnen
(siehe auch Punkt 6.1.). Diese Aktivierung hatte ebenfalls eine Kalziumausschittung zur
Folge.

Weitere Untersuchungen zur Bestimmung der Aktivitat von KLK-aktiviertem CCL14
wurden mit Zellmigrationsassays durchgefuhrt. Mit dem, wie in Punkt 3.3.3 beschrieben
generierten CCL14p9.74; wurden Migrationsversuche mit der monozytaren Zelllinie THP-1 in
Transwell-Inserts durchgefihrt. Im Anschluss wurde der chemotaktische Index mittels FACS

Uber das Verhaltnis von spezifischer (Inkubation mit CCL14/ KLK) zu unspezifischer
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Wanderung (ohne Zugabe von Chemokin) bestimmt. Es konnte ausgeschlossen werden, dass
die alleinige Prasenz von KLK5 eine Zellwanderung ausloste: In keiner der mit drei
unterschiedlichen Konzentrationen von KLK5 exponierten Zellen, konnte im Vergleich zur
Negativkontrolle eine erhthte Migration nachgewiesen werden (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: Ermittlung des chemotaktischen Index mittels Zellmigrationsassays mit Transwell-Inserts
und THP-1-Zellen nach Exposition mit CCL14 und KLK5-aktiviertem CCL14. A) Signifikanter Anstieg des
chemotaktischen Index nach Exposition der Zellen mit rekombinantem, KLK5-aktiviertem CCL149.74
sowie synthetischem CCL14p9.74; (Konzentration jeweils: 10 ng/mL; * p< 0,05). B) Steigerung der
Chemotaxis mit steigender Konzentration an KLK5-aktiviertem CCL149.74. C) Keine Chemotaxis bei
ausschlief3licher Exponierung mit KLK5 und ohne Zugabe von KLK bzw. CCL14 (unst.).

Wie in Abbildung 17 zu sehen, induzierte KLK5-aktiviertes CCL14 Chemotaxis bei den Zellen.
Bei einer Konzentration von 10 ng/mL Iosten weder KLK5 noch die inaktive CCL14-Proform
eine Zellwanderung aus. Die Kontrollprobe von aktivem CCL14 (synthetisch), zeigte in der
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gleichen Konzentration ein signifikant hoheres Potential, Chemotaxis auszulésen. Bei einer
Konzentration von 100 ng/mL an KLKS5-aktiviertem CCL14 steigerte sich die Anzahl
gewanderter Zellen gegeniber derjenigen, welche durch 10 ng/mL der Kontrollprobe
CCL149.74 erreicht wurde. Eine weitere Erhdhung des Chemokins auf eine Konzentration auf
1000 ng/mL fuhrte hingegen zu einer Reduktion des chemotaktischen Index. Die Anzahl der
gewanderten Zellen war vergleichbar mit der bei einer Konzentration von 10 ng/mL CCL149.74.
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Abbildung 18: Ermittlung des chemotaktischen Index mittels Zellmigrationsassays mit Transwell-Inserts
und THP-1-Zellen nach Exposition mit KLK8, KLK8-aktiviertem CCL14p9.747 sowie synthetischem
CCL14p74;. A) Signifikanter Anstieg des chemotaktischen Index nach Exposition der Zellen mit
rekombinantem, KLK8-aktiviertem CCL149.74) Sowie synthetischem CCL149.74) (Konzentration jeweils:
10 ng/mL; * p< 0,05). B) Steigerung der Chemotaxis mit steigender Konzentration an KLK8-aktiviertem
CCL149.74;. Keine Chemotaxis bei ausschlie3licher Exponierung mit KLK8 und ohne Zugabe von KLK
bwz. CCL14 (unst.).
Wie in Abb. 17 und 18 zu erkennen ist, induzierte synthetisches CCL14.74) die starkste
Zellmigration. Bei einer Konzentration von 100 ng/mL war ein nahezu identischer
chemotaktischer Index von 10 bis 12 bei KLK8-aktivierten CCL149.74) nachweisbar.

Die Negativkontrolle zeigte, dass KLK8 in einer Konzentration von 10 ng/mL keinen
Einfluss auf die Zellen hatte und die Zellwanderung auf CCL14s.74) zurtickzufiihren war. Wie

in den vorangegangenen Experimenten konnte auch hier bei einer Konzentration 100 ng/mL
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KLK-aktiviertem CCL14p0.74y der hochste chemotaktische Index nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Die Expression der Rezeptoren CCR1 und CCR5 auf den THP1-Zellen wurde mittels
CCR-spezifischen Antikérpern durch FACS-Analyse gezeigt (grau: Isotypenkontrolle).

Die Expression der CCL14-bindenden Rezeptoren CCR1 und CCR5 auf den THP-1-Zellen

konnte mit spezifischen Antikdrpern in FACS-Analysen nachgewiesen werden.

4.5. Enzymatische Pyroglutamatbildung am N-Terminus  von

Chemokinen

Die untersuchten Chemokine (Ausnahme CCL14) weisen Glutamin bzw. Glutaminsaure als N-
terminal flhrende Aminosaure auf. Sie stellen deshalb potentielle Substrate fir
Glutaminylzyklase (QC) dar. Die Chemokine CCL7, CCL15, CCL16, CCL25 und CXCL4
konnten rekombinant hergestellt und aufgereinigt werden.

Trotz der Detektion von Banden im SDS-PAGE-Coomassie bzw. Western-Blot,
konnten flur die Chemokine CCL8 und CCL13 in den MALDI-TOF-Untersuchungen jedoch
keine zugehdorigen spezifischen Molekilmassen detektiert werden. Abzielend auf N-terminale
Pyroglutamatbildung wurden die Chemokine mit QC inkubiert. Die Reaktionen wurden in
50 mM Tris-Puffer pH 7,4 fir 2 h bei 37°C durchgefuhrt. Hierzu wurde 1 pg des jeweiligen
Chemokins mit 0,05 und 0,1 uM humaner QC inkubiert. Als Negativkontrolle wurden ebenfalls
1 ug Chemokin unter identischen Bedingungen, jedoch ohne Zugabe von QC flr 2 h inkubiert.
Die Proben wurden wie in Punkt 3.6 beschrieben in den MALDI-TOF-Untersuchungen auf
maogliche Pyroglutamatbildung analysiert.

Die Abspaltung von NH und H bei Glutamin hat eine Reduktion der molekularen Masse
um 17 Da zur Folge (mny= 14 Da; my= 1 Da). Bei der Umwandlung von Glutaminséure zu
Pyroglutamat wird OH und H abgespalten. Diese Reaktion bewirkt eine Verringerung der
Molekilmasse um 18 Da (mo= 16 Da; muy= 1 Da). Die MALDI-TOF-Spektren werden
fortfolgend nur fiir die Chemokine CCL25 und CXCL4, bei denen eine QC-katalysierte pGlu-

Bildung am N-Terminus nachgewiesen werden konnte, gezeigt.
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Die theoretisch zu erwartende molekulare Masse von CCL7 betragt 8952,5 Da. In der
Negativkontrolle konnte mit 8937,0 kDa eine Masse detektiert werden, welche um 15,5 Dalton
geringer war (Daten nicht gezeigt). Hervorgerufen konnte dies durch eine spontane
Pyroglutamatbildung am N-Terminus wahrend der enzymatischen Abspaltung des SUMO-
Leaderproteins oder dem Umpufferungsschritt vor der Lyophilisierung.

In der Kontrollprobe von CCL7 konnte die theoretische Molekilmasse von 8952,5 Da
nicht nachgewiesen werden. Die mit QC inkubierte CCL7-Probe wies ebenfalls eine
unspezifische Masse auf. Diese war um 592,0 Da geringer als in der Negativkontrolle (Daten
nicht gezeigt). Die Anderung der Masse kann nicht mit einer Zyklisierung des N-Terminus
begriindet werden.

Nach der chromatographischen Aufreinigung und massenspektrometrischen Analyse
des rekombinanten CCL15 konnte die bei diesem Chemokin zu erwartende theoretische
Molekilmasse von 10156,0 Da nicht nachgewiesen werden. Die detektierte Masse von
8871,0 Da (Daten nicht gezeigt) korreliert mit C-terminal um 10 Aminosauren verklrztem
CCL15. Ein C-terminales Fragment von CCL15, bestehend aus der Aminosauresequenz
CMKKLKPYSI wirde der Massendifferenz von ermittelter zu theoretischer Molekllmasse
entsprechen (https://www.uniprot.org/uniprot/Q16663, abgerufen am 15.12.2018). Diese
These wurde jedoch nicht mittels Aminosauresequenzierung des heterolog exprimierten
CCL15 untersucht.

Proben aus den Fermentationen von verschiedenen Hefeklonen, welche positiv auf die

Insertion der CCL15-DNA in ihr Genom getestet wurden, lieferten im Western-Blot Banden mit
CCL15-spezifischen Antikorpern. Diese Banden waren jedoch unscharf und reichten vom zu
erwartenden Molekulmassenbereich von 10 kDa bis hin zu ca. 8 kDa. Keine der Proben lieferte
jedoch die zu erwartende theoretische Masse in MALDI-TOF-Analysen.
Nach der Inkubation von rekombinantem CCL15 mit QC konnte eine Masse von 8856,0 Da
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Sie war 15 Da geringer, als die in der Negativkontrolle
ermittelte Masse. Bei der Pyroglutamatbildung aus Glutamin am N-Terminus unter Abspaltung
von NHs bzw. NH, wéare eine Reduktion der Masse um 18 Da bzw. 17 Da zu erwarten gewesen.
Die ermittelte Reduktion der Molekilmasse um 15 Da, entspricht der Masse von Stickstoff.

Das aufgereinigte rekombinante CCL16 verschiedener Expressionsklone lieferte in
massenspektrometrischen Analysen Ergebnisse, welche mit 13.291,0 Da (Daten nicht gezeigt)
erheblich héher sind, als die theoretische zu erwartende molekulare Masse von 11.202,0 Da.
Zudem konnte durch die Inkubation mit QC keine Pyroglutamatbildung am N-Terminus
katalysiert werden. In Western-Blot-Analysen mit CCL16-spezifischen Antikbrpern konnten
Banden im zu erwartenden Molekilmassenbereich von ca. 11 kDa von CCL16 sichtbar
gemacht werden (siehe Abb.7 unter Punkt 5.1), welche sich in den MALDI-TOF-Analysen nicht

bestatigen liel3en.
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Nach der Inkubation von rekombinantem CCL25 mit humaner QC konnte eine Modifikation
des N-Terminus des Chemokins nachgewiesen. Das N-terminale Glutamin wurde QC-
katalysiert durch hydrolytische Desaminierung in Pyroglutamat umgewandelt.
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Abbildung 20: MALDI-TOF-Analysen von rekombinantem CCL25 in Tris-Puffer A) Die molekulare
Masse von CCL25 konnte detektiert werden. B) Negativkontrolle: die Inkubation fir 2 h bei 37° C ohne
Zugabe von QC bewirkte keine Veranderung der Molekilmasse von CCL25. C) Bildung von pGlu-
CCL25: nach 2 h Inkubation mit humaner QC bei 37°C konnte die molekulare Masse von CCL25 mit
N-terminalem Pyroglutamat konnte detektiert werden.
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In der massenspektrometrischen Analyse von rekombinant hergestelitem CCL25 und der
Negativkontrolle (Inkubation ohne QC) zeigten jeweils drei Peaks molekulare Massen von
14.201,0 Da (7100,0 Da zweifach und 4734,0 Da dreifach protoniertes Molekul) bzw. 14.200,0
(7096,0 Da zweifach und 4730,0 Da dreifach protoniertes Molekiil). Diese detektierten Massen
korrelieren mit der theoretisch zu erwartenden Molekilmasse von 14.202,4 Da. Ein Einfluss
der Inkubationszeit im gewdahlten Puffersystem auf den N-Terminus des Chemokins konnte

Uber die Inkubationsdauer von 2 h somit ausgeschlossen werden.
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Die Pyroglutamatbildung aus Glutamin, der N-terminal ersten Aminosaure von CCL25,
resultierte in einer Reduktion der Molekiilmasse um 17 Da. Nach Inkubation des CCL25 mit
QC konnten in den drei Hauptpeaks mit 14.183,0 Da (7093,0 Da & 2-fach und 4728,0 Da =
3-fach protoniertem Molekil) Massen detektiert werden, welche ein um die zu erwartenden
17 Da geringeres Molekulargewicht aufwiesen. Mit der Analyse von QC-behandeltem CCL25
konnte somit die QC-katalysierte Pyroglutamatbildung am N-Terminus des Chemokins

nachgewiesen werden.

Nach der Inkubation von rekombinantem CXCL4 mit humaner QC konnte eine partielle
Modifikation des N-Terminus des Chemokins nachgewiesen. Die N-terminale Glutaminsaure
wurde QC-katalysiert teilweise unter Abspaltung von H,O in Pyroglutamat umgewandelt.
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Abbildung 21: MALDI-TOF-Analysen von rekombinantem CXCL4 in Tris-Puffer A) Die molekulare
Masse von CXCL4 konnte detektiert werden. B) Negativkontrolle: die Inkubation fuir 2 h bei 37° C ohne
Zugabe von QC bewirkte keine Veréanderung der Molekilmasse von CXCL4. C) Partielle Bildung von
pGlu-CXCL4: nach 2 h Inkubation mit humaner QC bei 37°C konnte neben der Masse von CXCL4 die
molekulare Masse von CXCL4 mit N-terminalem Pyroglutamat konnte detektiert werden.
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In der massenspektrometrischen Analyse von rekombinant hergestelltem CXCL4 und der
Negativkontrolle (Inkubation ohne Zugabe von QC) zeigten die jeweils drei Peaks mit der
hochsten Signalintensitéat Massen von 7766,4 bzw. 7766,7 Da, welche mit der theoretische zu
erwartenden molekularen Masse von 7765,2 Da korrelieren. Ein Einfluss der Inkubationszeit
im gewahlten Puffersystem auf den N-Terminus des Chemokins konnte tber die Dauer von
2 h somit ausgeschlossen werden. Das mit QC inkubierte CXCL4 lieferte gleichfalls die Masse
7766,4 Da, wies jedoch zum Teil eine Reduktion der Masse um 17 Da auf (siehe Abb. 20). Die
Analyse zeigte eine partielle N-terminale Pyroglutamatbildung.

Der in Abbildung 20 dargestellte Hauptpeak und der erkennbare Schulterpeak mit der Masse,
welche CXCL4 mit glutaminylzyklisiertem N-Terminus entspricht, lie® darauf schliel3en, dass

nur ein Teil des in der Probe befindlichen CXCL4 QC-katalysiert modifiziert wurde.

4.6. Nachweis von Chemokinvarianten in entziindetem Gewebe

Die untersuchten Chemokine sind von Bedeutung bei entzindlichen Erkrankungen und
chronischer Inflammation. Ihre N-terminal glutaminylzyklisierten Varianten sind stabiler als die
mit N-terminaler Glutaminsdure bzw. Glutamin und stellen somit medizinische Targets im
Kontext dieser pathologischen Prozesse dar. Aus diesem Grund wurden verschiedene,
operativ entfernte humane Gewebeproben sowie Synoviozyten aus Rheumatoider Arthritis
(RA) hinsichtlich der Présenz der Chemokine untersucht. Als Positiv-Kontrollen fir die
Western-Blot-Untersuchungen wurden die heterolog mit P. methanolica (pGlu-Formen) und
P. pastoris hergestellten und anschlieRend aufgereinigten Chemokine zu je ~ 2 ug pro Spur

aufgetragen.

Tabelle 11: Liste der hinsichtlich der Prasenz von Chemokinen und KLK5 untersuchten Gewebeproben
mit Lokalisation und Art der Entziindung bzw. des Krankheitsbildes.

Nr. Probenart Alter | Geschlecht
1 Wundrand Unterschenkel links, Haut/ Unterhaut/ Faszie 78 J. | mannlich
2 Verbrennungsnekrose Oberschenkel rechts 78 J. | weiblich
3 Wundrand Brustwand, Dermis/ Epidermis/ Faszie/ Muskulatur | 78 J. | m&nnlich
4 Ulcus Arm rechts Wundengewebe, Dermis/ Epidermis/ Faszie | 51 J. | mannlich
5 infizierter Wundrand 58 J. | weiblich
6 Ulcus Ful’ rechts, Dermis/ Epidermis/ infizierte Faszie 74 J. | méannlich
7 Leiste links, Wundengewebe 32 J. | weiblich
8 Sitzbein links, Wundengewebe 68 J. | weiblich
9 gle(:rL:rS]iS/?Elt)zi(t;::‘?nislllrlLl(a_Ss,zieChronISChe Wundheilungsstérung 68 J. | weiblich
10 Verbrennung 2°b Ubergang Arm-Brust, Dermis/ Epidermis 73 J. | ménnlich
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Chemokin
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Abbildung 22: Mit den in Tabelle 11 gelisteten Proteinisolaten aus den humanen Gewebeproben wurden
Western-Blot-Analysen mit CCL-spezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Samtliche Proben wurden
getestet. Proben, welche keine Banden lieferten sind mit (-) gekennzeichnet. Positivkontrollen (PK)
wurden mit dem jeweiligen Chemokin und dessen glutaminylzyklisierter Form durchgefihrt.

Mit den in Pkt. 2.2 gelisteten Antikbrpern konnten in sechs der zehn Gewebeproben Banden
detektiert werden. Das Chemokin CCL13 konnte in sechs Proben nachgewiesen werden. Es
konnten Banden im Molekilmassenbereich von 9 kDa ermittelt werden, was fur CCL13 unter
reduzierenden Bedingungen zu erwarten ist.

Mit CCL14-spezifischen Antikdrpern konnten in den Proben zwei und drei Banden im
zu erwartenden Bereich von 8 kDa sichtbar gemacht werden. In diesen beiden Proben konnten
ebenfalls mit KLK5-spezifischen Antikérpern Banden sichtbar gemacht werden. Die Banden
wiesen jedoch im Vergleich zu allen mit Chemokin-spezifischen Antikérpern erzeugten Banden
eine geringere Intensitat auf.

Fur CCL7 konnten in der Probe zehn sowohl im zu erwartenden Molektlmassenbereich
von ca. 9 kDa, als auch im Bereich der entsprechenden Dimergrof3e von ca. 18 kDa Banden
visualisiert werden. Banden von N-terminal glutaminylzyklisierten Chemokinen konnten nicht
nachgewiesen werden.

Desweiteren wurden Synoviozyten aus rheumatoider Arthritis nach einer Passage fir
24 h in serumfreiem DMEM Kkultiviert: je einmal mit und ohne Zugabe von PMA (c= 50 ng/mL).
Die Zellen wurden anschlie@end wie o0.g. mit Extraktionspuffer behandelt. Die

Medienlberstande wurden filtriert und mittels Zentrifugenrohrchen durch Volumenreduktion
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um den Faktor 10 aufkonzentriert. Die erhaltenen Proben wurden ebenfalls mittels Western-
Blot mit chemokin-spezifischen Antikbrpern untersucht.

Sowohl in den aufkonzentrierten Medienuberstanden als auch aus den Zellextrakten
der Synoviozyten der 4 verschiedenen Patienten, konnten lediglich bei Patient D in den
Uberstanden, sowohl mit, als auch ohne PMA-Aktivierung der Zellen Banden mit CCL16-
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Sie wiesen eine geringe Intensitat im zu

erwartenden Molekilmassenbereich von 11 kDa (Daten nicht gezeigt) auf.
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5. Diskussion

5.1. Proteolytische Aktivierung von CCL14 durch Kallikrein-verwandte

Peptidasen

Das Chemokin CCL141.74 wird in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe stark exprimiert.
Die Abspaltung des N-terminalen Octapeptids nach einem Argininrest resultiert in einer
signifikanten Aktivitatssteigerung. Viele der Trypsin-&hnlichen und entziindungsrelevanten
KLK weisen diese Spaltspezifitat (Arginin in P1-Position) auf. Das macht sie zu relevanten
Kandidaten fur neue medizinische Targets. VAKILI und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass uPA
(Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp) die enzymatische Abspaltung der N-terminal ersten
acht Aminosauren von CCL14 bewirkt. Es wurden bis dato noch keine weiteren Proteinasen
mit dieser Spaltaktivitat bei CCL14 nachgewiesen. Die Eigenschaft verschiedener KLK nach
einem Arginin zu spalten, wurde hinsichtlich der CCL14-Aktivierung weiter untersucht.

Bei der Umsetzung des chromogenen Farbstoffes S2288 zeigten die aufgereinigten
Kandidaten KLK7 und KLK11 biologische Aktivitat, konnten aber CCL14 nicht aktivieren. In
allen Untersuchungen zur KLK-bedingten CCL14-Aktivierung wurden identische Puffer
eingesetzt. Der pH-Wert und Salzkonzentrationen kénnen Einflussfaktoren auf die KLK-
Aktivitat ausgeschlossen werden. Am chromogenen Substrat ist nach der Aminoséure Arginin
p-Nitroanilin gebunden, was nach der Abspaltung vom Substrat Licht absorbiert. Die
Spaltstelle des Substrates war aufgrund der molekularen Struktur fiir die getesteten KLK
immer zuganglich. CCL14 hingegen besteht aus 74 Aminosauren und kann unter den
gewahlten Pufferbedingungen mdglicherweise verschiedene Faltungen bzw. 3D-Strukturen
ausbilden. Daher kann die Spaltstelle fur die Proteinase mdglicherweise unzugénglich sein.

Desweiteren konnte festgestellt werden, dass nach den chromatographischen
Aufreinigungsschritten, welche auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhen, die KLK bei den
Eluenten Acetonitril und Methanol vollstandig ihre enzymatische Aktivitat verloren. Nur der
Elutionspuffer C: Isopropanol in Verbindung mit Ammoniumacetat als alternative
Puffersubstanz zu TFA erhielt die Aktivitat der KLK. Die geringere Polaritat des Isopropanols
verglichen mit Methanol und Acetonitril kbnnte zum Erhalt der Enzymaktivitat der KLK geflhrt
haben. TFA findet hdufig Einsatz bei der Aufreinigung von Proteinen mit RP-Chromatographie,
ist jedoch chemisch aggressiv und kann zur Bildung von Proteinkomplexen fiihren [GARCIA et
al., 2002]. Ammonuimacetat puffert im Bereich pH 7,0. TFA hingegen ist stark sauer, kann
jedoch die Bindung an das Trennmedium begiinstigen und somit eine verbesserte Separation
einzelner Proteine voneinander bewirken. Der durch TFA bedingte niedrige pH-Wert kdnnte
zum Verlust der enzymatischen Aktivitat der KLK gefuhrt haben. Desweiteren sind die bei
RP-Chromatographie tblicherweise eingesetzten Eluenten chemisch aggressiv und kénnen

sich inhibierend auf die biologische Aktivitat der Enzyme auswirken [FAUSNAUGH et al., 1984].
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Wahrend KLK11 wund 14 nach der Kationentauscherchromatographie in
Zymographiegelen das Substrat Casein enzymatisch hydrolysierten, konnten sie nach dem
finalen Chromatographieschritt CCL14 nicht konvertieren. Das ist moglicherweise auf eine
geringere Stabilitat dieser KLK gegeniber den rigiden Bedingungen wahrend der RP-
Chromatographie, wie die Exponierung mit organischem LOsungsmittel oder hohem Druck,
zurdckzufuhren. Andererseits konnten KLK5 und KLK8 in der Zymographie keine Hydrolyse
des Substrats bewirken, aktivierten jedoch CCL14. Es muss uberpruft werden, ob sich eine
alternative Aufreinigung anstelle RP-Chromatographie positiv auf die KLK-AKktivitat auswirkt.

Bei der schonenden Aufreinigung der KLK mittels Size-Exclusion-Chromatographie
muss ein mdglichst geringes Probenvolumen auf die Chromatographieséule appliziert werden,
um die Effektivitat der Trennleistung des Verfahrens zu gewahrleisten. Daflir musste zunachst
das Volumen durch Evaporation reduziert werden oder ein Lyophilisat generiert werden.
Aufgrund von nicht entfernten Verunreinigungen nach der Kationentauscherchromatographie,
konnten keine stabilen Lyophilisate erzeugt werden. Die in diesen resuspendierten
Lyophilisaten befindlichen KLK wiesen weder im Zymographiegel, noch bei chromogenen
Substraten enzymatische Aktivitat auf. Evaporiertes Intermediat wies eine hohe Viskositat auf
und war nicht mehr auf die Chromatographieséaule applizierbar. Eine Mdéglichkeit, den Schritt
RP-Chromatographie zu ersetzen, ist die Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie (HIC).
Die bei der Kationentauscherchromatographie eluierten Proteine muissen in
Hochsalzelutionspuffer unléslich vorliegen und hydrophobe Reste prasentieren, welche an das
HIC-Trennmedium binden. Gebundene KLK kénnen mit einem Puffer mit geringer lonenstarke
eluiert werden. Nachteile sind jedoch auch hier die schlechten Lyophilisierungseigenschaften
des anorganischen Elutionspuffers, der Einsatz hoher Mengen an Salz sowie eine geringe
Effizienz der HIC-Technik in Kombination mit den geringen KLK-Ausbeuten der
Hefefermentation. Die KLK 7, 11 und 14 bleiben im Hinblick auf mildere Aufreinigunstechniken
weiterhin Kandidaten fur die Aktivierung von CCL141.74.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die KLK 5 und 8 CCL141.74 in die aktive
Variante CCL149.74) konvertieren. KLK5 spaltete das N-terminale Octapeptid nach Arginin ab.
Unter den verwendeten Pufferbedingungen mit physiologischem pH-Wert konvertierte 1 pM
KLK5 im Zeitraum von 3 h die Halfte des in der Probe befindlichen CCL14 (aquimolares
Verhéltnis zur Protease), obwohl es eine hohere C-terminale Spaltspezifitdt bei Proteinen
aufweist [DEBELA et al., 2008].

DeBELA und Mitarbeiter (2006) zeigten, dass KLK5 pro-HGFA durch Spaltung nach
Arginin aktiviert. HGFA wiederum ist der Aktivator des Faktors pro-HGF/SF, welcher kritisch
fur die Morphogenese und Regeneration von verschiedenen Geweben und des
Tumorwachstums ist. Pro-HGFA zirkuliert wie CCL14 als inaktives Pra-Protein im Blut. Im
molaren Verhaltnis von 1:10 KLK5 zu Substrat setzte das KLK in 2 h ca. 40 % des pro-HGFA
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um. Es wurde ermittelt, dass diese Enzymreaktion durch Zugabe einer negativ geladenen
Substanz, in diesem Fall 10 pg/mL Dextransulfat, auf 97 % gesteigert wird [KAWAGUCHI &
KATAOKA, 2014]. Da in der extrazellularen Matrix eine vorwiegend negativ geladene
Umgebung vorliegt [KATAOKA et al., 2003], konnte untersucht werden, ob die Zugabe einer
negativ geladenen Substanz bei der CCL14-Aktivierung durch KLK5 maoglicherweise zu einer
Erhohung der KLK-Effektivitat fihrt.

Die Gewebetypen, in denen CCL14 und die Kallikreine KLK5 und KLK8 gemeinsam

lokal und verstarkt exprimiert werden, sind das Brustgewebe und die Haut:

(CCL14: http://biogps.org/#goto=genereport&id=6358;

KLK5: http://biogps.org/#goto=genereport&id=2581;

KLKS8: http://biogps.org/#goto=genereport&id=11202 abgerufen am 21.12.2018).

Eine Absenkung des pH-Wertes von 7,2 - 7,4 (physiologisch) auf 5,6 (in der Epidermis) zeigte
in den Untersuchungen von CAUBET (2004) keine messbare Verstarkung der Degradation von
Corneodesmosin durch KLK5 im Massenverhéltnis 1:2. Dies vermuten auch SAKABE und
Mitarbeiter (2013), welche die proteolytische Aktivierung von Profilaggrin durch KLK5 in
Keratinozyten nachwiesen. Eine Reduktion des pH-Wertes resultierte auch dort nicht in einer
gesteigerten KLK5-Effizienz. Den pH-Wert des in dieser Arbeit verwendeten Kallikrein-Puffers
den in vivo vorherrschenden pH-Verhéltnissen anzupassen, fihrt somit nicht zwingend zu
einer gesteigerten Aktivitat von KLK5. Untermauert wird die These von Datenbankanalysen
(Brenda Enzyme Database, https://www.brenda-enzymes.org, abgegrufen am 12.03.2017),
welche die pH-Optima von Kallikreinen zwischen 7,1 und 8,5 aufzeigt. Es wird zudem gezeigt,
dass ein pH-Wert < 5,4 die enzymatische Aktivitat von KLK hemmt. Desweiteren hat die
lonenstéarke im jeweiligen Milieu einen Einfluss auf die Aktivitat und Stabilitdt von Proteinasen.
Eine dahin gehende Untersuchung bedarf jedoch statistischer Methoden, woflr zur
Datenerhebung hohe Mengen an Protein bzw. Proteinase und Substrat bendtigt werden
[TALLEY & ALEXOV, 2010].

In Western-Blot-Untersuchungen mit bioptischen Geweben aus humaner Dermis und
Epidermis konnten mit CCL14-spezifischen Antikrpern Banden bei zwei der Proben sichtbar
gemacht werden. Die untersuchten Proben wurden aus entzindlichem bzw. Wundgewebe
extrahiert. Das Ergebnis korreliert mit den 0.g. erwahnten Datenbankanalysen, wonach CCL14
in Hautgewebe verstarkt exprimiert wird. Mit KLK5-spezifischen Antikérpern konnten ebenfalls
Banden nachgewiesen werden. Auch hier bestatigen sich die Datenbankanalysen. Zudem
konnte gezeigt werden, dass beide untersuchten Kandidaten auf Proteinebene nachweisbar
sind. In der Haut ist die Genexpression der KLK5 und KLK8 sowie CCL14 bei Patienten mit
atopischer Dermatitis bzw. pruritischer Psoriasis hochreguliert [NATTKEMPER et al., 2018]. Eine

gleichzeitige Expression der Gene fir die KLK und CCL14 in einem der beiden
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Krankheitsbilder wurde nicht gezeigt. Eine Interaktion der KLK und des CCL14 ist jedoch
aufgrund der Lokalitét der pathologischen Vorgange wahrscheinlich (siehe Vgl. Punkt 5.5.7.).

KLK8 aktivierte im definierten Zeitraum im Vergleich zu KLK5 weniger CCL14. Es ist
beteiligt an der Entwicklung und Plastizitat des Gehirns sowie der Pathogenese von Alzheimer
[LITTLE et al., 1997; YOUSEF et al., 2003]. Es dient potentiell als Indikator fir Krebs, bspw.
Dickdarm-, Eierstock- und Lungenkrebs [KOUNTOURAKIS et al., 2009; PLANQUE et al., 2010; LIu
et al., 2017].

EissA und Mitarbeiter (2011) konnten fur rekombinantes KLK8 zeigen, dass es in der
Zymographie Gelatine hydrolysiert und auRerdem das chromogene Substrat VPR-AMC bei
einem pH-Optimum von pH 8,5 aktiviert. Eine Moglichkeit ist, dass Gelatine besser durch KLK8
degradiert werden kann, als das in dieser Arbeit untersuchte Casein. KLK8 und Gelatinasen
werden im Gehirn exprimiert [FRANKOWSKI et al., 2012]. Im Gegensatz zu Casein ist Gelatine
mdoglichweise auch ein natirliches Substrat fir KLK8. Es kann in Betracht gezogen werden,
dass durch einen Umpufferungsschritt zu einem hoéheren pH-Wert (8,5) das in der
Arbeitsgruppe von EISSA generierte KLK8 einen geringeren Aktivitatsverlust hatte als das in
der vorliegenden Arbeit. Es wurde dort auch gezeigt, dass sich KLK8 bei pH 7,4 autolysiert
und dieser Effekt bei Absenkung bzw. Erhéhung des pH-Wertes supprimiert wurde. Ein
Phosphat-gepuffertes System andererseits bewirkte jedoch bei pH 7,4 eine um Faktor 2,5
hohere Aktivitat des KLK8, als Tris-Puffer bei identischem pH-Wert. Ein Phosphat-basierter
Puffer kdonnte somit mdglicherweise auch eine erhohte CCL14-Aktivierung durch KLK8
bewirken. Das in vitro pH-Optimum des KLK8 von pH 8,5 beim Substratabbau ist wesentlich
hoher als der physiologische pH-Wert (~7,2 - 7,4) und der in der Haut vorherrschende pH-Wert
(4,5 - 6,9) [OHMAN & VAHLQUIST, 1994].

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass Kallikrein-verwandte Peptidasen ein
Chemokin aktivieren kénnen. Fur andere Proteinasen wurden bereits eine Chemokin- und
Zytokin-modifizierende Wirkungen nachgewiesen, die zur Aktivierung bzw. Inaktivierung
fuhren. Sie erzeugen dabei durch proteolytische Spaltung stabile oder instabile Spaltprodukte.
Beispielsweise inaktiviert Matrixmetalloprotease-9 das Chemokin CCL7 durch Hydrolyse
[McQuIBBAN et al., 2000] und DPP4 aktiviert IL-3 [BROXMEYER et al., 2012]. ScHULTz und
Mitarbeiter (2013) zeigten, dass das an dem Chemokin-Like Rezeptor CMKLR1 bindende
Chemerin durch KLK7 tiber Abspaltung von C-terminal 6 Aminosauren nach Phenylalanin aus
pro-Chemerin erzeugt wird. KLK7 spaltet mit der héchsten Spezifitat nach Phenylalanin sowie
Arginin, aktivierte jedoch CCL141.741 in den durchgefuhrten Analysen nicht. Auch KLK11 und
KLK14 aktivierten CCL14 nicht, trotz Arginin in P1-Postion (Datenbankanalyse MEROPS,
RAWLINGS & BARRETT, 2000). KLK kdnnen nur an den Struktur-abhangig fir sie zugéanglichen
Regionen des Substrats enzymatisch spalten. Da KLK5 das CCL14 aktiviert hat, kann davon

ausgegangen werden, dass die Substratbindungsstelle auch fur die anderen untersuchten
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KLK zuganglich war. Ein mdglicher Grund warum diese CCL14 nicht aktivierten, kann der
Verlust der enzymatischen Aktivitat der KLK durch die Aufreinigungsschritte sein. Es gibt
jedoch auch Indikatoren, dass die KLK 4, 5, 6 und 7 mit einer hoheren Spezifitat am
C-Terminus von Proteinen nach einem Arginin spalten [DEBELA et al., 2008]. Eine Phosphat-
gepufferte Reaktionsmatrix konnte hinsichtlich einer gesteigerten Effektivitéat der Proteolyse
getestet werden, da das physiologische Milieu somit realistischer abgebildet wird (siehe Vgl.
EissA et al., 2011). Die fir die CCL14-Aktivierung mit KLK bendtigte Dauer von zwei bis drei
Stunden erscheint fur einen physiologischen Prozess zu lang.

Im vaskularen Endothelium, im Epithelium vom Endometrium und in dezidualisierten
Stromazellen wurde eine verstarkte Expression von CCL14 nachgewiesen [JONES et al.,
2004]. Die Genexpression der KLK 5, 7, 8 und 10 sowie die des CCL14-aktivierenden
Urokinasetyp-Plasminogenaktivator (UPA) und dessen Rezeptor uPAR ist in den Zellen von
oralem Plattenepithelzellkarzinom (OSCC) heraufreguliert [PETTUS et al., 2009]. Der Einfluss
auf die Pathologie konnte nicht geklart werden. Gewebetypen, in denen gleichzeitig sowohl
KLK, als auch CCL14 exprimiert werden, sind verschiedene Epithelien und Endothelien. So
aktiviert KLK5 bei mikrobiell bedingter Entziindung antimikrobiell wirkende Cathelicidin-
Peptide [YAMASAKI et al., 2006]. KLK5 kann bei der Ausbreitung von Metastasen von
Plattenepithelkarzinomen Uber die Desmoglein-1-Aktivierung beteiligt sein. Die Zell-Zell-
Kohasion wird stark vermindert und Tumorzellen kbnnen migrieren [JIANG et al., 2011]. CCL14
ist bei Endometriose und bei Eierstockkarzinomen verstérkt heraufreguliert. Genau wie KLK5
und KLK8 wird es dort als Krebsmarker analysiert [LOESSNER et al., 2018]. Eine Interaktion
beider Proteine in diesem Zusammenhang wurde bis jetzt noch nicht untersucht.

CCL14 kann neben den bekannten CCR-Rezeptoren auch an den Duffy-Rezeptor
DARC binden [ZLOTNIK & YOSHIE, 2012]. Dieser Rezeptor fungiert als ein transendothelialer
Transporter von Chemokinen und hat Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung in das Endothel
von Blutgefalen. Desweiteren hat dieser Rezeptor eine regulierende Wirkung auf die
Wanderung von Chemokinen vom Gewebe in das Blut [PRUENSTER et al., 2009]. Die Bindung
von CCL14-Varianten an DARC-exprimierende Zellen (bspw. MDCK-DARC) kdnnte in vitro

untersucht werden, um einen weiteren maglichen Effekt der CCL14-Modifikation zu ermitteln.

5.2. Induktion von Chemotaxis durch KLK-aktiviertes CCL14

Die Untersuchungen zur biologischen Aktivitat des rekombinanten, KLK5- bzw. KLKS8-
aktivierten CCL14 erfolgte mittels Zellmigrationsassays. In den Voruntersuchungen wurden
Osteosarkomzellen HOS CD4+CCRS5+ eingesetzt, welche den CCL14-spezifischen Rezeptor
CCR5 uberexprimieren. Hier zeigte sich, dass bedingt durch eine steigende CCL14(9.74-

Konzentration der chemotaktische Index anstieg (Daten nicht gezeigt). Der Einfluss von den
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KLK auf die Wanderung der Zellen durch die Transwells konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden, weshalb fir die folgenden Untersuchungen THP-1-Zellen verwendet wurden.

KLK-aktiviertes CCL149.74) induzierte bei den monozytaren THP-1-Zellen Chemotaxis.
Wahrend sich durch die Erhéhung der Konzentration von KLK5 aktiviertem CCL14 von 10 auf
100 ng/mL der Migrationsindex der Zellen verdreifachte, steigerte er sich durch diese
entsprechende Konzentrationserh6hung (10 auf 100 ng/mL) von KLK8-aktiviertem CCL14 um
den Faktor zwei. Da das Chemokin jeweils mit der gleichen Menge an KLK aktiviert wurde,
kann ein Einfluss einer verdnderten KLK-Konzentration in den untersuchten Proben
ausgeschlossen werden. KLK ohne Chemokin bewirkte ebenfalls keine Chemotaxis der
Zellen. Da wie in Punkt 6.1 beschrieben KLK5 CCL14 effektiver in die aktive Form konvertierte
als KLK8, war die Anzahl gewanderter Zellen aufgrund der h6heren CCL149.74-Konzentration
hoher. Bei den mit KLK-aktiviertem CCL14 exponierten Zellen zeigte sich jeweils eine fur die
Dosis-Wirkungs-Beziehung typische Glockenkurve.

Da KLK die Angiogenese in Tumoren durch die Aktivierung von uPA (ber eine
proteolytische Kaskade férdern [BORGONO & DIAMANDIS, 2004], stellen sie potentielle Drug-
Targets bei der Behandlung von Krebs dar. Die gesteigerte Expression von CCL14 und KLK5
bei Patienten mit Brustkrebs gibt Hinweise auf einen mdglichen Ansatzpunkt [MANES et al.,
2003]. Als Beispiel konnte hier durch die Bindung der JmjC-Demethylase JARID1B an den
LSD1/NuRD-Bindungskomplex die Hemmung von CCL14 erzielt werden, was zu einer
Verringerung der Angiogenese und Metastasierung von Brustkrebszellen in vivo fuhrte [LiI et
al.,, 2011]. LI und Mitarbeiter (2014) zeigten, dass CCL14 und CCL3 die Infiltration von
Monozyten und Makrophagen in Zellen vom Multiplen Myelom fordern. Es wird vermutet, dass
die Inhibition dieser beiden Chemokine eine Reduktion Myelom-assoziierter Makrophagen zur
Folge hat, woraus eine erhohte Anfélligkeit der Krebszellen gegeniiber Chemotherapie

resultieren kann.

5.3. Enzymatische Pyroglutamatbildung

Das ubiquitare Vorkommen von Pyroglutamat in lebenden Zellen von Archaebakterien bis hin
zum Menschen ist seit mehreren Jahrzehnten bekannt, aber dessen Rolle in den Organismen
ist bis dato nur unzureichend aufgeklart [KUMAR & BACHHAWAT, 2012]. Pyroglutamat am
N-Terminus von bioaktiven Peptiden, Hormonen und Chemokinen steht im Kontext mit deren
Protektion vor Abbau durch Exopeptidasen und tragt zur korrekten Proteinkonformation bei,
was essentiell fur die Rezeptorbindung ist [ABRAHAM & PODELL, 1981; VAN COILLIE, et al.,
1998]. Spezifisch ist dieser Effekt fur Chemokine wie CCL2 und CX3CL1 gezeigt worden
[CyNIs et al., 2013; KEHLEN et al., 2017]. Diese posttranslationale Modifikation ist entscheidend
fur die biologische Aktivitat. Zudem wurde am Beispiel von dimersiertem CCL8 gezeigt, dass
dieses Chemokin mit N-terminalem Pyroglutamat in der Lage ist, eine stabilere Konformation
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seines Rezeptor-bindenden Areals aufrecht zu erhalten, als CCL8 mit N-terminalem Glutamin
[CHEN et al., 2012]. Desweiteren hat die Umwandlung von Pyroglutamat zurtick zu Glutamin
eine Minderung der pro-inflammatorischen Eigenschaften von CCL8 zur Folge [VAN COILLIE et
al., 1998]. Die N-terminale Pyroglutamatbildung spielt bei Chemokinen moglicherweise auch
eine Rolle bei der Regulierung der Makrophagenaktivierung und -migration [CHEN et al., 2012].

Glutaminylzyklasen katalysieren die Bildung von Pyroglutamat am N-Terminus von
Peptiden und Proteinen. Der genaue molekulare Mechanismus des Vorgangs ist bis dato nur
unzureichend aufgeklart. Wahrend es Studien gibt, welche die QC-katalysierte pGlu-Bildung
am N-Terminus von gefalteten Proteinen in vitro aufzeigen [SCHILLING et al., 2003; CHEN et al.,
2012], deuten andere Ergebnisse darauf hin, dass die Reaktion in vivo mit hoher
Wahrscheinlichkeit bereits co-translational stattfindet, bevor ein vollstandig strukturiertes
Protein vorliegt [WELKER et al., 2007].

Mit den in dieser Arbeit durchgeftihrten Untersuchungen konnte eine QC-katalysierte
N-terminale Pyroglutamatbildung bei CCL25 und CXCL4 gezeigt werden. Bei den weiteren
untersuchten Chemokinen CCL7, CCL8, CCL13, CCL15 und CCL16 konnte das nicht realisiert
werden. Zur rekombinanten Produktion der Chemokine wurde ein Hefeexpressionssystem
gewahlt. Hiermit kann im Gegensatz zu bakteriellen Expressionssystemen, wie bspw. mit
E. coli eine korrekte Disulfidverbriickung und fir Eukaryonten spezifische Glykolisierung
erzeugt werden. Das Glykolisierungsmuster unterscheidet sich zwar von dem der
Saugerzellen, kann jedoch trotzdem zur chemotaktischen Potenz beitragen [ECKART et al.
1996]. Diese beiden Eigenschaften sind, neben dem korrekten N-Terminus des Proteins, von
Relevanz fur die Induktion der Chemotaxis [SHIH et al., 2014] und sprechen daher fir die
heterologe Expression mit Hefen. Es wird vermutet, dass eine Bildung von Disulfidbriicken und
die Glykolisierung von rekombinanten Proteinen deren Stabilitat erhdht bspw. bei wechselnden
Pufferbedingungen oder Temperaturen [OHEDA et al., 1990].

Wie in Abb. 20 zu sehen, verringerte sich die molekulare Masse von CCL25 nach
Inkubation mit QC um 17 Da. Die Differenz der ermittelten Molekilmassen entspricht der
theoretischen Masse von NHs, welches bei der enzymatischen Umwandlung von Glutamin zu
Pyroglutamat frei wird (siehe Punkt 1.2.3). Die MALDI-TOF-Analyse zeigt, dass das in der
Probe befindliche CCL25 vollstandig durch QC in die N-terminal glutaminylzyklisierte Variante
umgesetzt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte das MALDI-TOF-Spektrum, dass CXCL4 nach
Inkubation mit QC nur zum Teil N-terminal modifiziert wurde. Die mit QC inkubierte Probe
ergab neben dem Hauptpeak einen weiteren, weniger intensiven Peak, der eine um 18 Da
reduzierte Masse aufzeigte. Die Differenz der Massen entspricht der eines Molekils Wasser,
welches bei der QC-katalysierten Umwandlung von Glutaminsdure zu Pyroglutamat frei wird.
Die QC bewirkte hier im Gegensatz zur Reaktion mit CCL25 eine geringere

Pyroglutamatbildung am N-Terminus des Proteins. Ein wesentlicher Grund dafur ist die
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chemische Stabilitdt der N-terminal fuhrenden Aminosauren der Chemokine CCL25 und
CXCL4. Wahrend Glutamin, welches die N-terminal erste Aminosédure von CCL25 ist,
chemisch instabil ist, gehort die bei CXCL4 N-terminale Glutaminséaure zu den chemisch
stabilen Aminosauren [LI et al., 1995]. Da die Pyroglutamatbildung aus Glutaminsdure mehr
Zeit beansprucht als aus Glutamin, kann angenommen werden, dass eine langere
Inkubationszeit von CXCL4 mit QC zu einem héheren Anteil von pGlu-CXCL4 gefiihrt hatte.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tris-Puffersystem gewéhlt, um den Einfluss von
Phosphat-lonen auf die Pyroglutamatbildung auszuschlieen. Diese haben mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine katalysierende Wirkung bei der Bildung von Pyroglutamat bzw.
kénnen diese auch spontan in Abwesenheit von QC induzieren [KHANDKE et al., 1989; SEIFERT
et al., 2015]. ScHILLING und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass das pH-Optimum von Papaya-
QC fur die Pyroglutamatbildung aus Glutamin bei pH 8,0 und fur Glutaminséure bei pH 6,0
liegt. Beide QCs binden ihr Substrat wahrscheinlich im N-terminal unprotonierten Zustand
[SCHILLING et al., 2003]. Humane QC hat ihr pH-Optimum bei pH 8,0 bei der
Pyroglutamabildung aus Glutamin [FISCHER & SPIESS, 1987]. Glutamin kann unter mild sauren
pH-Bedingungen spontan, ohne katalysierende Wirkung von QC zyklisieren [SEIFERT et al.,
2009; LI et al.,, 2010]. In dieser Arbeit wurden pH-Bedingungen gewahlt, die nah am
physiologischen pH-Wert sind.

N-terminales Pyroglutamat bei CCL25 fuhrt zur verbesserten Rezeptorbindung an CCR9 und
ist Uber diese Interaktion in das Voranschreiten von Leukamie involviert [MIETHING et al., 2014].
Eine weitere wichtige Rolle von CCL25 ist es, die Wanderung von Effektor- und
Memory-T-Zellen zu ermdglichen und somit Einfluss auf das Homing, die Entwicklung und die
Homdoostase von T-Zellen zu nehmen [PAPADAKIS et al., 2003]. CCL25 wird im Dunndarm von
Patienten mit Morbus Crohn gesteigert exprimiert. Der CCL25-CCR9-Signalweg wird daher
als Angriffspunkt fur die Regulierung der Immunantwort im Dinndarm in Betracht gezogen
[SVENSSON & AGACE, 2006]. Ahnlichkeiten existieren bei dieser Chemokin-Rezeptor-
Interaktion in der Schleimhaut des Dickdarms. Dort wurde im Mausmodell ein Einfluss auf die
entziindliche Immunantwort durch die Regulierung verschiedener Untergruppen dendritischer
Zellen gezeigt [WURBEL et al., 2011]. CCR9-Inhibitoren kénnten bei der Therapie chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen einen Ansatzpunkt bieten [TRIVEDI et al., 2016b]. In
klinischen Studien konnten mit dem CCR9-Antagonisten CCX282-B jedoch noch keine
durchgehend konsistenten Ergebnisse hinsichtlich der Remission erzielt werden [WENDT &
KEsHAvV, 2015]. CCR9-exprimierende Leukozyten werden in entziindlichem Darmgewebe
vermehrt chemotaktisch angelockt und verstarken dort die Inflammation, wie bspw. bei Morbus
Crohn und Colitis Ulcerosa. Speziell mit Biopsieproben von Patienten mit Morbus Crohn wurde

gezeigt, dass die CCL25-Konzentrationen bis zu 250-fach hdher waren, als bei gesunden
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Probanden [BEKKER et al., 2015]. Der Einfluss des N-Terminus, speziell der eines N-terminalen
Pyroglutamats auf die Rezeptorbindung dieser Signalwege ist bis dato noch nicht vollstandig
geklart. Verglichen mit anderen Chemokinen mit N-terminalem Pyroglutamat, fuhrt die
Modifikation bei CCL25 mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls zu einer erhéhten Stabilitat und
Schutz vor Abbau durch Peptidasen sowie verbesserter Rezeptoraffinitat (Vgl. CHEN et al.,
2012).

Vergleichbar sind diese Auswirkungen bei CXCLA4. Es ist das erste Chemokin, welchem
mehrere verschiedene Wirkmechanismen zugeordnet werden konnten. Von Bedeutung ist es
bei der Hemmung der Angiogenese, da CXCL4 die Proliferation und Migration von
Endothelzellen supprimiert [WANG & HUANG, 2013]. CXCL4 schitzt Monozyten vor Apoptose
und fordert deren Differenzierung zu HLA-DR Makrophagen [AIDOUDI & BIKFALVI, 2010].
AuBerdem induziert thrombozytares CXCL4 die Bildung von M4-Makrophagen aus
Monozyten. ERBEL und Mitarbeiter (2015) zeigten, dass CXCL4-induzierte M4-Makrophagen
Einfluss auf die Stabilitat von atherosklerotischen koronararteriellen Plaques bei Schlaganfall-
und Infarktpatienten haben. CXCL4 stellt dahingehend einen Marker fir die inflammatorische
Aktivitat in BlutgefaRen dar. Es ist zudem ein potentieller Indikator fur das Friihstadium von
Tumorwachstum [CERvI et al., 2008] und ein mdgliches Target bei der Hemmung des
Wachstums von Tumoren, der Heilung chronischer Entziindungen [VANDERCAPPELLEN et al.,
2011] sowie ein angiostatischer Wirkstoff in der Krebstherapie [WANG & HUANG, 2013]. Die
diesbeziglich fir Signalweiterleitung relevanten Rezeptoren sind CXCR3 und CXCR3B [VAN
RAEMDONCK et al., 2014]. Fir die Interaktion mit anderen Proteinen und Rezeptoren von
Relevanz sind zwei Bereiche von CXCL4: Die hydrophobe Region des C-Terminus und die
Cysteinseitenkette des N-Terminus interagieren mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 [AIDOUDI &
BIKFALVI, 2010]. Die Rolle bei der Induktion von Chemotaxis und der Rezeptoraffinitat sind fur
den N-Terminus bzw. N-terminales Pyroglutamat auch bei CXCL4 noch nicht geklart. Es kann
angenommen werden, dass auch bei diesem Chemokin ein N-terminales Pyroglutamat das
Protein vor Degradation schitzt und es somit in vivo eine hohere Halbwertszeit aufweist.
Zudem konnte es zu einer gesteigerten Rezeptoraffinitat fihren, wie dies bspw. fir CCL8
gezeigt wurde [CHEN et al., 2012].

Die weiteren untersuchten Chemokine zeigten unter den gewéhlten Bedingungen keine
verstarkte pGlu-Bildung bzw. konnten von den exprimierten und aufgereinigten CCLs lediglich
Molekllmassen detektiert werden, welche nicht mit den theoretischen molekularen Massen
korrelierten. Es handelte sich bei diesen Proteinen wahrscheinlich um nicht natirlicherweise
vorkommende Varianten des jeweiligen Chemokins. Bei CCL7 konnte die theoretische
Molekilmasse von 8952,5 Da nicht nachgewiesen werden, obwohl im Western-Blot mit CCL7-
spezifischen Antikbrpern Banden in diesem Molekilmassenbereich sichtbar gemacht wurden.

Schon in der Negativkontrolle, ohne Zugabe von QC, wurde massenspektrometrisch eine
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Molekilmasse ermittelt, welche um 15,5 Dalton geringer als die zu erwartende war. Wie in Pkt.
3.5.4 beschrieben kénnte wahrend der Abspaltung des SUMO-Proteins mit 6xHis-Tag oder
wahrend der Umpufferung in Vorbereitung fir die Lyophilisation eine spontane
Pyroglutamatbildung am N-Terminus stattgefunden haben. Diese Effekte traten bei SHIH und
Mitarbeitern (2005) mit eu- und prokaryotischen Expressionssytemen ebenfalls auf.

Bei CCL15 konnte die entsprechende molekulare Masse von 10,17 kDa nicht
identifiziert werden. Die bestimmte Masse von 8871,0 Da entspricht der C-terminal 10
Aminosauren verkirzten Peptidvariante von CCL15. Es besteht die Moglichkeit, dass am
C-Terminus das Fragment CMKKLKPYSI abgespalten wurde. Grund hierfir kdnnten Hefe-
eigene  Endopeptidasen sein. Diese Peptidasen konnten auch bei den
Chromatographieschritten nicht vollstandig entfernt worden sein und das aufgereinigte Protein
wahrend der Zyklisierungsversuche mit QC hydrolysiert haben. Zum anderen ist nicht
ausgeschlossen, dass die SUMO-Protease, welche zur Entfernung des Leaderproteins mit
6xHis-Tag eingesetzt wurde, das 0.g. Fragment auch nicht selektiv abspaltete.

In vivo konnten verschiedene N- und C-terminal verkirzte Formen von CCL15
nachgewiesen werden, welche je nach posttranslationaler Modifikation starker oder schwacher
chemotaktisch wirken [PARDIGOL et al., 2005]. In der mit QC inkubierten CCL15-Probe konnte
mit 8866,0 Da eine Masse identifiziert werden, welche um 15 Da geringer ist, als die in der
Negativkontrolle ermittelte. Bei der Pyroglutamatbildung aus Glutamin am N-Terminus durch
hydrolytische Desaminierung ist eine Reduktion der Molekiilmasse um 17 Da zu erwarten. Die
in den Analysen bestimmte Massendifferenz von 15 Da entspricht der Masse von Stickstoff.
Messfehler im MALDI-TOF um 1 bis 1,5 Dalton sind bei diesen Untersuchungen méglich. Da
hier jedoch die Massenabweichung = 2 Da ist, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf
Messungenauigkeiten zurlick geschlossen werden. Aufgrund der leicht sauren pH-
Bedingungen bei der Umpufferung zur Vorbereitung auf die Lyophilisierung, ist auch eine
Dissoziation der H*-Protonen von der Aminogruppe vor der QC-Reaktion unwahrscheinlich.

Das rekombinante CCL16 aus verschiedenen Expressionsklonen lieferte in den
massenspektrometrischen Analysen Werte, welche mit 13.291,0 Da erheblich héher waren,
als die theoretische zu erwartende molekulare Masse von 11.198,0 Da. Wie bei CCL15 wichen
die ermittelten molekularen Massen somit deutlich von denen im Western-Blot ermittelten ab.
Vor der Transformation der Hefe wurde eine DNA-Sequenzanalyse des Plasmids
durchgefuhrt. Damit konnte ein verdnderter Reading-Frame und ein falsch gesetztes Stop-
Codon im Expressionsvektor ausgeschlossen werden. Die hohere Molekilmasse des
aufgereinigten Chemokins ist nicht auf ein fehlerhaftes Expressionssystem zurtickzufiihren.
Ein mdglicher Grund kdnnte ein nicht selektives Schneiden der SUMO-Protease sein, welches
nicht das komplette Leader-Protein entfernte. Somit hatte das Chemokin mit zusatzlichen

N-terminalen Aminosauren vorgelegen.
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Die rekombinante Herstellung von Chemokinen mit nicht modifiziertem N-terminalem
Glutamin oder Glutaminséaure ist komplex, siehe: BLASzCzYK et al. (2000), CHEN et al. (2012)
und SHIH et al. (2014). Die Proteine in den einzelnen Phasen der Aufreinigung waren fur
Zeitraume von bis zu 2 Stunden hoheren Temperaturen, Driicken und organischen
Losungsmitteln ausgesetzt. Die Lyophilisierung und die Lagerungsbedingungen sollten die
Haltbarkeit und Stabilitdt der rekombinanten Proteine gewéhrleisten. Degradationsprozesse
wahrend Frier-/Tauvorgéngen und den Versuchen kdnnen nicht ausgeschlossen werden. So
sind bspw. Chemokine anfallig gegenuber wechselnden Temperaturen bei der Lagerung
[PANICKER et al., 2007]. In ungeklhlten Plasmaproben konnte eine drastische Abnahme
intakter aktiver Chemokine festgestellt werden [THAVASU et al., 1992].

5.4. Nachweis von Chemokinvarianten in entzindetem und

nekrotischem Gewebe

Zur Untersuchung der Prasenz von Chemokinen in inflammatorischem oder nekrotischem
humanem Gewebe wurden Western-Blot-Untersuchungen mit Proteinisolaten durchgefihrt. In
diesen Analysen konnten in Proben unterschiedlicher Patienten Banden nachgewiesen
werden. In Probe 10, die aus Gewebe aus einer Verbrennung zweiten Grades der Dermis und
Epidermis gewonnen wurde, konnten flir CCL7 Banden im Bereich der Monomergré3e und im
hoéhermolekularen Gewichtsbereich, welche dem doppelten Gewicht von CCL7 entsprach
sichtbar gemacht werden. CCL7 spielt eine wichtige Rolle wahrend der inflammatorischen
Phase der Wundheilung der Haut. Zusammen mit CCL2 und IL-6 wird es in diesem
Wundheilungsvorgang von dermalen Fibroblasten verstarkt exprimiert [PLOEGER et al., 2013],
womit die Prasenz in der Probe begriindet sein kann. Anders als die in ihrer
Aminosauresequenz zu CCL7 sehr ahnlichen Chemokine CCL2, CCL8 und CCL13, bindet
CCL7 jedoch vorwiegend als Monomer an den Rezeptor CCR2 [SALANGA et al., 2014]. Das
detektierte CCL7 hat somit als aktive Monomervariante und moglicherweise auch als inaktive,
dimerisierte Form (Banden nicht gezeigt) im Gewebe vorgelegen.

CCL13, ebenfalls Ligand des Rezeptors CCR2 (auch CCR1 und CCR3), konnte in sechs
der zehn Proben nachgewiesen werden. Wie CCL7 ist es in die entziindliche Phase der
Wundheilung in der menschlichen Haut involviert und wird von Fibroblasten exprimiert. Hier ist
es von zentraler Bedeutung bei der Rekrutierung von dendritischen Zellen in entziindetes
Gewebe und deren Aktivierung. Im Vergleich zu CCL7 wird CCL13 verstarkt in chronisch
entziindlichem Gewebe exprimiert, insbesondere im Epithel [MENDEZ-ENRIQUEZ & GARCIA-
ZEPEDA, 2013]. Aus diesem Grund wird es als medizinisches Target bei der Behandlung
chronisch entziindlicher Krankheiten betrachtet. Die fur diese Untersuchungen verwendeten

Proben wurden Patienten wegen nicht abklingender Inflammationen im Wundbereich operativ
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entfernt. In diese chronischen Entzindungsprozesse kann das nachgewiesene, pro-
inflammatorische CCL13 involviert gewesen sein.

Im Gewebe von Wundréndern der Haut konnte CCL14 nachgewiesen werden. Das
Ergebnis bestétigt die erwahnten Datenbankanalysen, wonach CCL14 in entzindlichem
Hautgewebe verstarkt exprimiert wird (siehe Punkt 5.2). KROEzE und Mitarbeiter (2012)
zeigten, dass 24 h nach Verletzung der Haut u.a. die Konzentration von CCL14 im Gewebe
anstieg. Bei der Hautneubildung fand die Rezeptorbindung von CCL14 bei der von dieser
Arbeitsgruppe durchgefiinrten Untersuchung ausschlie3lich mit dem Rezeptor CCR1 statt.
CCL14 ist am Prozess der Neubildung von Haut nach Verletzungen beteiligt. Im Gegensatz
zu CCL24, CXCL1, CXCL8 und CXCL12 forderten CCL14 sowie CCL20, CCL22, CCL27 und
CXCL10 jedoch nicht die Proliferation von Keratinozyten. Bei Lungenkrebs werden
Makrophagen, welche den Rezeptor CCR1 Uberexprimieren, durch CCL14 in das
Tumorgewebe chemotaktisch angelockt [LI et al.,, 2016]. In Papillomen der Atemwege ist
CCL14 stark herunterreguliert, was die Infiltrierung durch TH1-Zellen und
Makrophagenaktivierung hemmt [DEVOTI et al., 2008].

In den Patientenproben, in denen CCL14 nachgewiesen werden konnte, wurden im
Western-Blot mit KLK5-spezifischen Antikdérpern auch sehr schwache Banden fur KLK5
sichtbar gemacht. Es wurde nachgewiesen, dass die Genexpression von KLK5 und KLK8 in
der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis herauf reguliert ist - im Hautgewebe von
pruritischer Psoriasis hingegen die Genexpression von CCL14 [NATTKEMPER et al., 2018]. Die
potentielle Interaktion der KLK und CCL14 in diesen oder anderen pathologischen Vorgangen
in der Haut ist nicht geklart.

Die Chemokine CCL15 und CCL16 wurden nicht nachgewiesen. Die Griinde dafir liegen
moglicherweise darin, dass diese beiden Chemokine vorwiegend in Leber, Lunge, Dick-
/Dinndarm bzw. Leber, Thymus und Milz exprimiert werden und somit die untersuchten

Gewebearten mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht betreffen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Kallkrein-verwandten Peptidasen 5
und 8 Aktivatoren des Chemokins CCL14 sind. Die biologische Aktivitdt des KLK-aktivierten
CCL14 konnte mittels Zellmigrationsassays nachgewiesen werden. Es induzierte eine
signifikante Chemotaxis bei monozytaren THP-1-Zellen. In Kooperation mit der UK Halle wird
zukunftig mittels CCR1- und CCR5-exprimierender HOS-Zellen die intrazellulare
Kalziumausschuittung und die Induktion der Chemotaxis untersucht. Es muss jedoch ermittelt
werden, ob andere pH-Bedingungen oder erhdhte KLK-Konzentrationen wahrend der
proteolytischen Aktivierung von CCL14 Einfluss auf die Effektivitat der Reaktion bzw. die KLK-
Aktivitat haben. Der negative Einfluss der Aufreinigungsschritte auf die Enzymaktivitat der KLK
muss verringert und eine schonendere Alternative zur RP-Chromatographie in Betracht
gezogen werden. Die Methodik muss hohe Ausbeuten und eine schonende Reduktion des
Eluatvolumens ermdglichen. Eine Méglichkeit stellt die Ultrafiltration dar, mit welcher sich das
Volumen reduzieren lasst, jedoch Aggregation des Zielproteins zur Folge haben kann.

KLK14 hat die hochste Spezifitat nach einem Arginin zu spalten (P1-Position;
Datenbankanalyse MEROPS, RAWLINGS & BARRETT, 2000). Daher stellt KLK14 weiterhin
einen potentiellen Kandidaten zur Aktivierung von CCL14 dar. Die mdogliche CCL14-
Aktivierung kdénnte mit alternativ aufgereinigtem oder von einem Anbieter bezogenen KLK14
untersucht werden.

Mittels Western-Blot-Analysen konnten CCL14 und KLKS5 in den gleichen entziindeten
Gewebsschichten der Haut eines Patienten nachgewiesen werden. Die gesteigerte
Genexpression von KLK5 und CCL14 bei pathologischen Vorgéngen in der Haut ist bekannt.
Die mogliche Interaktion ist jedoch noch nicht nachgewiesen. Eine Verifizierung des
simultanen Vorliegens beider Proteine im Gewebe und der Nachweis der dortigen Aktivierung
des Chemokins durch KLK5 sind zukiinftig von Interesse.

Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass bei CCL25 und zum Teil CXCL4
eine N-terminale Pyroglutamatbildung durch Glutaminylzyklase katalysiert wird. Hier kann
durch eine Variation des pH-Wertes wahrend der Reaktion sowie der Proteinkonzentrationen
eine mogliche Erhdhung der Effizienz der enzymatischen Aktivitat von QC untersucht werden.
Da bis dato kein Einfluss des N-Terminus von CXCL4 und CCL25 auf deren chemotaktische
Potenz und die Rezeptoraffinitat bekannt ist, kénnte mit Zelllinien, welche die entsprechenden
Rezeptoren CXCR3/ CXCR3B bzw. CCR9 exprimieren ein Einfluss auf die Induktion der
Chemotaxis bzw. die intrazellulare Kalziumausschuittung bestimmt werden. Desweiteren kann
durch Exponierung der beiden Chemokine gegeniber Exopeptidasen oder humanem Plasma
Uberpruft werden, ob und inwieweit N-terminales Pyroglutamat zu einer erhohten

Proteinstabilitat fihrt.
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Die Suppression posttranslationaler Chemokinmodifikationen kann im Kontext chronisch
entzindlicher Erkrankungen einen Ansatzpunkt zur Behandlung darstellen. Bislang steht die
Blockierung von Chemokinrezeptoren im Fokus und nicht die Inhibierung enzymatischer
Modifikationen von Chemokinen [siehe Punkt 1.1; PROUDFOOT et al., 2010]. Auch die Inhibition
von KLK durch verschiedene Medikationen wie bspw. Small Molecules oder Peptide stellt eine
potentielle Moglichkeit bei der Behandlung von Krebs dar (siehe Punkt 5.2; LOESSNER et al.,
2018). Blockiert man einen Chemokinrezeptor wird auch die Bindung weiterer, erwiinschter
Liganden supprimiert. Das kann eine Vielzahl potentieller Nebenwirkungen nach sich ziehen,
wie bspw. toxische epidermale Nekrolyse [VELA et al., 2015]. Die bekannten QC-Inhibitoren
PQ50 und PQ912 sowie die Kallikrein-inhibierenden LEKTI-Doméanen beeinflussen hingegen
nur die Modifikation der Chemokine und somit deren Stabilitat, Aktivitat und wahrscheinlich
auch die Rezeptoraffinitat. Inhibitoren von QC und KLK wirken spezifischer in den
Signalweiterleitungswegen. Im Gegensatz zum Rezeptor-Blocking werden diese nicht
ganzheitlich unterdriickt, sondern gezielt die unerwiinschten Modifikationen inhibiert. Daher
haben sie mdoglicherweise weniger unerwiinschte Nebenwirkungen. Die Inhibition der
Pyroglutamatbildung bei Chemokinen durch QC und der CCL14-aktivierenden KLK stellen
potentiell neue therapeutische Strategien bei der Therapie von inflammatorischen Vorgangen

oder chronischen Entztiindungen dar.
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Thesen

8. Thesen

1.

Die Kallikrein-verwandten Peptidasen KLK5 und KLK8 sind in der Lage das Chemokin
CCL14 zu aktivieren.

Die Kallikrein-verwandten Peptidasen KLK5 und KLK8 haben ein unterschiedlich hohes
Potential CCL14 zu aktivieren.

Kallikrein-aktiviertes CCL14 kann, im Gegensatz zu seiner Proform, Chemotaxis bei Zellen

induzieren.

Weitere Kallikrein-verwandte Peptidasen, neben KLK5 und KLK8, sind potentielle
Aktivatoren von CCL14.

Humane Glutaminylzyklase katalysiert die enzymatische Pyroglutamatbildung an den
N-Termini der Chemokine CCL25 und CXCLA4.

Die Hemmung posttranslationaler Modifikationen von Chemokinen kann im Kontext

entzindlicher Erkrankungen eine therapeutische Mafl3nahme darstellen.
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