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Zusammenfassung/Summary

ZUSAMMENFASSUNG

Die duBlerste Schicht der Haut, das Stratum corneum, ist eine effektive Barriere, die das Kor-
perinnere vor chemischen, osmotischen, thermischen und mechanischen Einwirkungen so-
wie vor xenobiotischen Infektionen schiitzt. Die kontinuierliche Abschilferung der obersten
Zellschichten ist ein Kallikrein katalysierter Prozess, welcher der Hautregeneration dient.
Die Regulation der Kallikreinaktivitét ist dabei fiir den Erhalt einer intakten Hautbarriere ge-
nauso wichtig wie ihre physiologische Funktion. Diverse Krankheitsbilder, wie atopische
Dermatitis, Psoriasis vulgaris und das Netherton Syndrom gehen mit einer aberranten Kalli-
krein-Konzentration im Stratum corneum einher. Das humane Kallikreine 11 (hK11) wird
zwar stark in der Haut exprimiert, {iber die physiologische, wie auch pathologische Bedeu-
tung dieser Proteinase ist bisher jedoch wenig bekannt. Im Zuge dieser Arbeit wurde hK11
in maturer- und Pro-Form sowie in zwei N-terminal verkiirzten Varianten in der Hefe Pichia
methanolica zur Sekretion gebracht. Ebenfalls wurden auch die in der Haut vorkommenden
Kallikreine hKS5, hK7, hK8 und hK14 durch P. methanolica produziert. Die proteolytische
Aktivitdt wurde durch Zymographie detektiert und mit Hilfe chromogener Peptidsubstrate in
Aktivitdatsuntersuchungen quantifiziert. Dabei zeigten alle hK11-Varianten eine nahezu
identische Aktivitdt. Pro-hK11 wurde als Fusionsprotein mit Hexa-Histidin-tag exprimiert,
durch Ni2+-Afﬁnitéitschromatographie aus dem P. methanolica Kulturiiberstand isoliert und
nach Aktivierung mit Thermolysin in Aktivititsstudien zur Bestimmung der kinetischen Pa-
rameter eingesetzt. Vergleichend dazu, wurde die Pro-Form von hK 11 als natives Protein in
CHO-Zellen sekretorisch exprimiert, durch Kationenaustausch-chromatographie gereinigt
und ebenfalls in Aktivitdtsstudien untersucht. Die Gegeniiberstellung der kinetischen Para-
meter zeigte, dass beide rekombinanten Proteine einen annihernd gleichen K, ,-Wert von ca.
1,5 mM haben. Jedoch ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit von hK11 aus CHO-Zel-
len mit 2,1 pM/min etwa 6fach hoher als fiir hK11 aus P. methanolica. Auch die katalytische
Konstante und die Spezifititskonstante waren fiir hK11 aus CHO-Zellen signifikant hoher.
Mit den durch CHO-Zellen exprimierten rekombinanten hK11 konnte in dieser Arbeit erst-
mals die Aktivititshemmung durch Doménen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI nach-
gewiesen werden. Bei einem molaren Verhéltnis zwischen Proteinase und Inhibitor von 1:10
wurden durch die Doménen 6 und 9 iiber 50% der Proteinaseaktivitit gehemmt. Die
Dominen 7-8 und 8 zeigten hingegen kaum einen Effekt. In weiterfithrenden Versuchen
konnte fiir die LEKTI-Doméne (LD) 6 ein K;-Wert von 0,63 uM ermittelt werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen zudem darauf hin, dass LD6 als gemischt nicht-kompetitiv-
er Inhibitor gegeniiber hK11 wirkt. Ergdnzende Versuche zur Hemmung der hK7-Aktivitét
zeigten, dass die zusammenhidngenden Dominen 7-8 einen effektiven Inhibitor dieses chy-
motrypsindhnlichen Kallikreins darstellen. Zudem bestétigen die Ergebnisse, dass die ver-
schiedenen LEKTI-Doménen spezifisch die Aktivitdt von Mitgliedern der Kallikreinfamilie
hemmen. Das Verstindnis der Regulation der Kallikreinaktivitit ermoglicht die Entwick-
lung neuer therapeutischer Strategien gegen eine Vielzahl entziindlicher Hautkrankheiten.




Zusammenfassung/Summary

SUMMARY

The outermost layer of skin, the stratum corneum, is an effective barrier, which protects the
inside of the body against chemical, osmotic, thermal and mechanical influences, as much as
it protects against xenobiotic infections. The constant desquamation of the superficial cell
layer is catalysed by kallikreins, which serves the regeneration of the skin. The regulation of
the kallikrein-activity is just as important for the maintenance of the skin barrier, as there
physiological functions are. Several skin diseases, for example atopic dermatitis, psoriasis
vulgaris and the netherton syndrome go hand in hand with an abnormal kallikrein concentra-
tion in the stratum corneum. The human kallikrein 11 (hK11) is strongly expressed in the
skin, however the physiological and pathological effect of this protease are rather unclear. In
this thesis the mature form, the pro-form and two N-terminal truncated forms of hK11 were
brought to secretion in the yeast P. methanolica. Furthermore, the kallikreins hK5, hK7, hK8
and hK 14 found in the skin were also produced by P. methanolica. The proteolytic activity
was detected by zymography and with the help of chromogenic peptidesubstrate quantified
in activity experiments. All hK11 varieties showed near identical activity. Pro-hK11 was iso-
lated as a fusion-protein with hexa-histidin-tag through Ni2+—afﬁnitychromatography from
the P. methanolica culture supernatant and set after activation with thermolysin in activity-
studies to the determination of kinetic parameters. Comparative, the pro-form of hK11 was
expressed, as native protein, in CHO-cells, purified by cation-exchange chromatography and
also analysed in activity-studies. The comparison of the kinetic parameter showed that both
recombinant proteins have a nearly identical K -value of around 1.5 mM. However the max-
of hK11 from CHO cells (2,1 uM/min) is around 6 times higher than
that of hK11 from P. methanolica. The catalytic constant and specific constant were also sig-
nificantly higher for hK11 from CHO cells. With the hK11, that was recombinant expressed
by CHO cells, the inhibtion of activity were able to be proven through domains of the serin-

imum valocity V.«

protease-inhibitor LEKTI. 50% of protease activity was inhibited by the domains 6 and 9 due
to a protease to inhibitor relationship of 1:10. However the domains 7-8 and 8 showed hardly
any effect. In further attempts it was possible to establish the K;- value of 0,63 uM for the
LEKTI domain (LD) 6. The results of this thesis point to the fact that LD6 is a mixed non-
competitive inhibitor of hK11. Further inhibition studies of hK7 activity showed that the con-
nected domains 7-8 present an effective inhibitor of this chymotrypsin-like kallikrein. The
results also prove that different LEKTI-domains inhibit specific members of the kallikrein
family. The understanding of kallikrein regulation allows the development of novel thera-
peutic strategies for the treatment of various skin disorders.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Als duBlere Oberfliche des menschlichen Organismus stellt die Haut eine sehr effiziente
Barriere dar, die das innere Milieu des Korpers von der Umwelt abtrennt. Sie iibernimmt,
gebunden an ihre Struktur, multiple Funktionen, wie die Warmeregulation zur Aufrechter-
haltung der Kerntemperatur, die Speicherung von Wasser und Néhrstoffen und die
Vitamin-D-Synthese. Sie bietet Schutz gegen dullere Einfliisse jeglicher Art sowie gegen
exzessiven transepidermalen Wasserverlust. Dariiber hinaus dient sie als Sinnes-, Immun-
und Sekretionsorgan.

Histologisch ldsst sich die Haut in drei funktionelle Schichten einteilen: die Epidermis
(Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subkutis (Unterhaut). Fiir die Barrierefunktion
ist der dulerste Bereich der Haut, die Epidermis, zustindig. Sie schiitzt den Kdrper vor
mechanischen, chemischen und thermischen Einfliissen, zudem wehrt sie schidliche
Einfliisse, entstehend durch Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukte, ab und
filtert einfallende Strahlung [Ubersicht bei EL1AS, 2005].

Die Epidermis ist ein dynamisches Gewebe das durch Zellneubildung, Differenzierung und
Abschilferung in stédndiger Erneuerung ist. Anhand des unterschiedlichen Reifungszustandes
der Epidermiszellen (Keratinozyten) ldsst sich diese in vier Schichten unterteilen: Stratum
basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum. Die Keratinozyten
stellen eine sich stindig erneuernde Zellpopulation dar, die in ihrem Endstadium im Stratum
corneum zu kernlosen, rigiden und vergleichsweise sehr groflen, abgeflachten Zellen, den
Korneozyten werden. Die Korneozyten sind in einer streng geometrischen Anordnung durch
Korneodesmosomen miteinander verbunden [Ubersicht bei ECKERT, 1989 und CHAPMAN et al.,
1991]. Der kontrollierte enzymatische Abbau der Korneodesmosomen fiihrt zur
Abschilferung der Zellen (Desquamation) [LUNDSTROM und EGELRUD, 1988], wobei einzelne
Korneozyten abgeldst und abgestoBen werden [FARTASCH et al., 1993].

Dieser proteolytische Degradationprozess wird von extrazelluldren hydrolytischen Enzymen
(Proteinasen) realisiert, zu denen auch die Kallikreine gehdren [SIMON et al., 2001]. Das
gesunde Gleichgewicht zwischen Proliferation und Desquamation fiihrt innerhalb von
ungefdhr vier Wochen zu einer vollstindigen Erneuerung der Epidermis und bildet die
Grundlage fiir den Erhalt der biologischen Funktion der Haut. Eine Dysregulation der
beteiligten Proteinasen, beispielsweise durch ihre Inhibitoren, kann zu einer gestorten
Hautabschilferung ~ fiilhren, wie es  bei den  Krankheitsbildern  von
Comel-Netherton-Syndrom, atopische Dermatitis, Peeling Skin Syndrom und Psoriasis
vulgaris anzutreffen ist [Ubersicht bei MAGERT et al., 2005]. Im Hinblick auf die Kallikreinaktivi-
tat spielt der Serinproteinase-Inhibitor LEKTI als negativer Regulator eine entscheidende
Rolle. LEKTTI ist ein 15 Dominen-Serinproteinase-Inhibitor, der nach seiner Bildung als
Vorlduferprotein proteolytisch gespalten wird. Dadurch entstehen eine Vielzahl von
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einzelnen oder verbundenen Dominen, die durch Keratinozyten in den Ubergangsbereich
von Stratum corneum und Stratum granulosum

sekretiert werden [ISHIDA-YAMAMOTO et al., 2005; DERAISON et al., 2007]. Alle LEKTI Doménen,
mit Ausnahme der Doméne 1, zeigen sehr unterschiedliche und spezifische Inhibitionseigen-
schaften gegeniiber den Mitgliedern der Kallikreinfamilie [EGELRUD et al., 2005; BORGONO et al.,
2006; DERAISON et al., 2007]. Die Funktion der Kallikreine im Zusammenhang mit der Barriere-
funktion der Haut und damit verbundenen Krankheiten ist jedoch nicht nur auf die Proteolyse
der Korneodesmosomen beschrankt. Vielmehr sind sie einzeln und/oder als Teil von
Enzymkaskaden an verschiedenen Aspekten der epidermalen Biologie und Pathologie, wie
der Permeabilitét der Lipidbarriere [HACHEM et al., 2005], der Entstehung von Entziindungen
und der antimikrobiellen Abwehr beteiligt [YAMASAKI et al., 2006; JONCO et al., 2009]. Damit
stellen sowohl die Kallikreine wie auch LEKTI wichtige Targetmolekiile dar, um auf
molekularer Ebene die Interaktionen zwischen Proteinase und Inhibitor besser zu charakte-
risieren und damit neue Ansatzpunkte fiir die Therapie der erwédhnten Hautkrankheiten zu
finden.

1.1 AUFBAU UND FUNKTION DER MENSCHLICHEN HAUT

Die menschliche Haut 146t sich im wesentlichen in Subkutis und Kutis, die Haut im engeren
Sinne, unterteilen. Sie ist mit Nerven, Blutgefdssen sowie mit Sinnesorganen versehen und
enthdlt Haare, Négel, Talg- und Schweifldriisen, die als Adnexen (Hautanhangsgebilde)
angesehen werden. Die Kutis wiederum setzt sich aus zwei Schichten, Dermis und
Epidermis, zusammen. Die &uBlere Abgrenzung des Korpers zur Umwelt bildet die
Epidermis. Von der Oberfliche zum Korperinneren schlieen sich dann die Dermis und die
Subkutis an.

Die Subkutis ist ein lockeres Gewebe, das hauptséchlich aus ldppchenartigem Fettgewebe
sowie aus den, die Haut versorgenden, Blut- und Lymphgefden und peripheren Nerven
besteht und von Bindegewebssepten unterteilt wird. Die Funktion der Subkutis liegt in der
Speicherung von Wasser und Néhrstoffen, der Korperisolation gegen thermische
Verdanderungen sowie dem Schutz vor mechanischen Einwirkungen.

Ohne scharfe Grenze geht die Subkutis in die Dermis iiber. Diese stellt ein Bindegewebe dar,
das von kollagenen Faserbiindeln und einem Netzwerk elastischer Fasern durchdrungen ist.
In die Dermis sind auch die epidermalen Anhangsgebilde (Haare, Talg- und Schweil3driisen)
eingelagert. Sie ist in das lockere kapillarreiche Stratum papillare und das sehr viel festere
Stratum reticulare gegliedert. Das Stratum reticulare besteht vorwiegend aus kaum
dehnbarem Kollagen vom Typ I, sowie aus dehnbaren Elastin- und Retikulinfasern und ist
fiir die hohe Zugfestigkeit und Elastitdt der Haut verantwortlich. Diese strukturbildenden
Fasersysteme, wie auch die Zellen der Dermis (vor allem Fibroblasten), sind in eine gelartige
Grundsubstanz ~ eingelagert, die im  wesentlichen aus Proteoglykanen und
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Glykosaminoglykanen besteht. Diese Interzelluldrsubstanzen zeichnen sich durch ihr hohes
Wasserbindevermogen aus und spielen bei der Regulation des Gewebeinnendruckes eine
entscheidende Rolle. Zur Epidermis hin folgt das Stratum papillare, ein diinner zell- und
gefdlreicher Bereich, der die Nihrstoffversorgung der epidermalen basalen Zellen
gewihrleistet und eine grofle Zahl von Zellen der Immunabwehr, wie Lymphozyten und
Plasmazellen, sowie Monozyten, Mastzellen und Makrophagen beherbergt. Da sich viele
Nervenendigungen im Stratum papillare befinden ist es auch der Ort der Reizauthahme. Aus
der Dermis ragen Bindegewebspapillen in Vertiefungen der Epidermis und sorgen somit fiir
eine Verzahnung beider Schichten.

Die Epidermis besteht aus einem mehrschichtigen, verhornenden Plattenepithel mit groBem
Regenerationsvermogen. 90% der Epidermiszellen sind Keratinozyten. Dariiber hinaus sind
noch Melanozyten (Pigmentzellen), Langerhans-Zellen (Makrophagozyten) sowie
Merkelzellen (Tastzellen) in der Epidermis zu finden. Die Keratinozyten sind eine sich
stindig erneuernde Zellpopulation, die fortlaufend in der untersten Schicht der Epidermis,
dem Stratum basale, neu gebildet werden. Unter Differenzierung wandern diese dann durch
das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und das Stratum corneum, wo sie als
verhornte Zellen (Korneozyten) abschilfern (Abb.1-1).

Das Stratum basale ist einschichtig und besteht aus zylindrischen bis hochprismatischen
Zellen mit hoher mitotischer Aktivitit. Durch stindige Zellteilung entstehen immer neue
Zellen, die in die oberen Schichten verschoben werden. Dem Stratum basale schlief3t sich das
Stratum spinolosum an, in dem es zu einer deutlichen Volumenzunahme sowie zu einer
Abflachung der Zellen kommt. Die Keratinozyten sind untereinander durch eine Vielzahl
von Desmosomen verbunden und bilden dadurch ein stabiles Netzwerk. Das Stratum
spinolosum besteht aus zwei bis fiinf Zellschichten, wobei sich in der obersten Lage
membranumgrenzte Vakuolen, die Lamellarkorperchen (Odland Korperchen), ausbilden.
Ferner ist diese Schicht durch eine hohe Stoffwechselaktivitit geprégt, in der viele Lipide
und Proteine synthetisiert werden. Im dartiberliegenden Stratum granulosum, findet die
terminale Differenzierung der Keratinozyten statt. Die Zellen des Stratum granulosum sind
charakterisiert durch das Vorhandensein von stark basischen Keratohyalinkorperchen,
welche die Vorldufer der Keratinmatrix darstellen. AuBBerdem wird die Plasmamembran der
Zellen durch das Cornified envelop (Proteinhiille) ersetzt. Das Cornified envelope besteht
aus mehreren vernetzten Proteinen und ist eine 15 nm dicke, schwer 16sliche Schicht an der
Innenseite der Zellmembran. Im oberen Teil des ein bis dreilagigen Stratum granulosum
kommt es zur Abflachung der Zellen. Die Zellorganellen und der Zellkern 16sen sich auf. Das
Stratum corneum stellt das Endprodukt der epidermalen Zelldifferenzierung dar, wobei aus
den lebenden Keratinozyten kernlose, rigide und vergleichsweise sehr grof3e, abgeflachte
Zellen, die Korneozyten, entstehen. Die Korneozyten bestehen aus Keratinfilamenten in
einer amorphen Proteinmatrix und dem versteifenden Cornified envelope, woraus die
aullergewohnliche chemische wie mechanische Stabilitdt der Zellen resultiert. An der
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Grenze zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum werden die Lamellarkérperchen
exocytiert und geben ihren Inhalt in den extrazelluldren Raum ab, wodurch ein Lipidfilms
zwischen den Korneozyten ausgebildet wird. Dieser sorgt fiir die Aufrechterhaltung des
Hydrationszustandes und fiir eine intakte epidermale Barriere.

Im Stratum corneum sind die Zellen in einer streng geometrischen Anordnung durch
Korneodesmosomen, die von den Desmosomen abgeleitet sind, aneinander fixiert. Die
enzymvermittelte Auflésung dieser Strukturen bewirkt eine Abschwichung der Bindungs-
kréfte zwischen den Korneozyten und fiihrt zur Abschilferung (Desquamation) der &uersten
Hautschichten [Ubersicht bei: FriTscH, 2003; SMoLL, 2003]. In der gesunden Haut besteht ein
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Desquamation, das innerhalb von ca. vier
Wochen zur vollstindigen Erneuerung fiithrt. Der Transit der sich differenzierenden
Keratinozyten bis zum Stratum corneum dauert etwa zwei Wochen. Die entstehenden
Korneozyten werden dann nach etwa zwei weiteren Wochen abgestof3en. Dieser kontinuier-
liche Prozess von Proliferation, Migration, Differenzierung, Zelltod und Abschilferung der
Korneozyten dient der permanenten Regeneration der Epidermis und wird durch eine Reihe
verschiedener Proteinasen reguliert [Ubersicht bei EGELRUD, 2000].

Desquamation

Korneozyten—]

SC

ca. 14 Tage

Korneodesmosomen.‘\_\

Korneozyten

Keratinozyten /
SG

Lamellar- -]
korperchen

epidermale Homéoostase

ca. 14 Tage
M

SS

Desmosomen

Proliferation und
Differenzierung

fa

SB

Abbildung 1-1. Aufbau der menschlichen Epidermis. Die Epidermis besteht aus dem Stratum
basale (SB), Stratum spinolosum (SS), Stratum granulosum (SG) und Stratum corneum (SC). Die
epidermale Homoostase ist gekennzeichnet durch Proliferation, Differenzierung, Kornifizierung
und Desquamation der Keratinozyten. Der Transit der sich differenzierenden Zellen bis zum SC
dauert zwei Wochen, der Abstoungsprozess der duBleren Zellschichten danach weitere zwei
Wochen. Die Expressionsmuster von desmosomalen bzw. korneodesmosonalen Proteinen, sowie der
pH-Wert der Epidermis sind auf der rechten Seiten dargestellt [Abbildung nach Eissa et al., 2009].
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1.2 DIE HUMANEN GEWEBEKALLIKREINE

Proteinasen (Endopeptidasen) sind hydrolytische Enzyme, die selektiv und irreversibel
Peptidbindungen zwischen bestimmten Aminosduren im Inneren von Proteinen spalten,
wodurch letztlich eine Konformations- und Funktionsdnderung ihrer Zielsubstrate resultiert.
Sie werden entsprechend ihrem katalytischen Mechanismus in Serin-, Cystein-, Aspartat-
und Metalloproteinasen eingeteilt [LAaskowski und Kato, 1980]. Die 15 humanen
Gewebekallikreine sind extrazelluldre Serinproteinasen, die zur Gruppe der
Trypsin/Chymotrypsin-dhnlichen Serinproteinasen S1A gehdren [YOUSEF et al., 2005]. Der
Begriff Kallikrein wurde 1930 von der Arbeitsgruppe um WERLE eingefiihrt, die eine
groBere Menge einer Proteinase (hK1) aus dem Pankreas, im griechischen Kallikreas,
isolierten [KRAUT et al., 1930]. hK1 weist eine deutliche Kininogenase-Aktivitit auf, wobei sie
die hydrolytische Umwandlung eines Kininogens (low mol wt Kininogen) in ein bioaktives
Kinin (Lysly-Bradykinin/Kallidin) katalysiert, welches an den Kininrezeptor bindet und
dadurch vielfiltige biologische Reaktionen auslost. Eine zweite Proteinase mit
Kininogenaseaktivitit wird heute als Plasmakallikrein (hK1B) oder Fletcher Faktor
bezeichnet. Sie wird durch ein einziges Gen auf dem Chromosom 4q35 kodiert und
ausschlieBlich in der Leber exprimiert [AsakAl et al., 1987]. HK1B ist an den Prozessen der
Blutkoagulation und der Fibrolyse beteiligt und durch die Freisetzung von Bradykinin aus
dessen hochmolekularer Vorstufe (high mol wt Kininogen) auch an der Regulation des
GefdBdruckes sowie an entziindlichen Reaktionen [BHooLA et al, 1992]. Plasmakallikrein
unterscheidet sich jedoch von den Gewebekallikreinen sowohl in den biochemischen, wie
auch in den physiologischen Eigenschaften sehr stark. Die Einteilung und Nomenklatur der
Kallikreine ist in Abbildung 1-2 dargestellt.

Die Mitglieder der Gewebekallikreine werden durch einen Multigenkomplex auf
Chromosom 19q13.3-13.4 kodiert und stellen die grofite zusammenhéngende Gruppe von
Proteinasegenen im menschlichen Genom dar. Alle 15 Kallikreingene und ein Pseudogen
(WKLK]) sind kontinuierlich in einem Kluster von ca. 400 kbp ohne Unterbrechung durch
,Nicht-Kallikreingene* angeordnet.
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]
C Plaslma- ) ( Gelwebe— )

Bezeichnung: Gen Protein alternativ
{ KLKI hK1 Gewebe-, pankreatisches-,renales- Kallikrein, hPRK )
4( KLK2 hK2 Humanes Grandulares Kallikrein/hGK )
—C KLK3 hK3 Prostata-spezifisches Antigen/PSA )
4< KLK4 hK4 Prostase, KLK-L1 Protein, EMSP1 )
{ KLK5 hK5 KLK-L2, Stratum corneum tryptic enzyme/SCTE )
4( KLK6 hK6 Neurosin, Zyme, Protease M )
—( KLK7 hK7 Stratum corneum chymotryptic enzyme/SCCE )
4< KLK8 hK8 Neuropsin, Ovasin, TADG-14 )
4< KLK9 hK9 KLK-L3 Protein )
4( KLK10 hK10 Normal epithelial cell-specific-1 Protein/NES1 )
{ KLKII  hK1l Hippostasin, TLSP )
— kkiz w2 KLK-LS )
(kkis KD KLK-L4 )
{ KLK14 — hK14 KLK-L6 )
4( KLKI15 hK15 Prostinogen )

Abbildung 1-2. Die Familie der humanen Gewebekallikreine. Die 15 humanen
Gewebekallikreine gehdren zur Klasse der Serinproteinasen. Angegeben sind die Gen- und
Proteinbezeichnungen nach YOUSEF und DIAMANDIS [2001], wie sie in dieser Arbeit verwendet
werden, sowie alternative Bezeichnungen, die ebenfalls in Veroffentlichungen verwendet werden.

Die Gewebekallikreine weisen untereinander starke Ahnlichkeiten sowohl auf Gen- wie
auch auf Proteinebene auf (Abb.: 1-3). So enthalten alle Gene fiinf kodierende Exons mit
dhnlicher GroBe und vier dazwischen liegende Introns, die in ihre Linge betrichtlich
variieren. Weiterhin besitzen die Kallikrein-Gene am 5" und 3° Ende untranslatierte
Regionen und die meisten Kallikrein-Gene zusitzlich noch ein oder mehrere 5’-terminale
untranslatierte Exons. Mit Ausnahme von KLK 14 hat jedes Kallikreingen mindestens eine
alternative Splicing Variante, sodass etwa 82 verschiedene Kallikrein-mRNA-Formen
bekannt sind. Die Kallikrein-Transkripte kodieren fiir Einzelstrang-Prd-Proenzyme von
248-293 Aminosduren. Das N-terminale 16 bis 57 Aminosduren lange Signalpeptid
(Préapeptid) ist fiir die Sekretion entscheidend. Danach folgt ein kurzes Propeptid (mit
Ausnahme von hK5, dessen Propeptid 37 Aminosduren lang ist) vor der eigentlichen
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Serinproteinasedoméne mit der charakteristischen katalytischen Triade von His57, Asp102
und Ser195.

Jedes Kallikrein-Protein enthilt 10 bis 12 Cysteinreste, die 5 (hK1-3, hK13) bzw. 6 (hK4-12,
hK14-15) Disulfidbriicken bilden. Generell weisen die Kallikreine untereinander eine
40%ige bis 80%ige Homologie in der Aminosiuresequenz auf. So enthalten beispielsweise
alle 15 Kallikreine 39 invariante Aminosduren im Bereich des reaktiven Zentrums. Das
theoretische Molekulargewicht der Pro-Kallikrein Proteine liegt zwischen 23 und 26 kDa.
Aufgrund von Glykosylierung und potentiellen weiteren posttranslationalen Modifikationen
wurde in vivo fiir die meisten Kallikreine ein hoheres Molekulargewicht beobachtet. Analog
zu anderen proteolytischen Enzymen werden alle Kallikreine nach der Abspaltung des
Prisignalpeptides als inaktive Pro-Kallikrein Zymogene sekretiert, deren Umwandlung in
die aktive Form durch proteolytische Abspaltung des Propeptides erfolgt. Dadurch kommt
es zur Konformationsédnderung im aktiven Zentrum und in der Substratbindungstasche. Die
Abspaltung des Propeptids erfordert im Allgemeinen (auBBer bei hK4) eine Trypsin-dhnliche
Aktivitdt, wobei in verschiedenen Studien gezeigt wurde, dass einige Kallikreine sich selbst
oder andere Kallikreine aktivieren kdnnen (Ubersicht bei YOUSEF und DIAMANDIS, 2001; YOUSEF et
al., 2005; EMANI und DIAMANDIS, 2007).

Die Substratspezifitidt der Kallikreine wird neben der S1-Pl-Interaktion (SCHLECHTER und
BERGER, 1967) insbesondere durch die Aminosaure in Position 189 bestimmt (HEDSTROM, 2002).
Zwolf Kallikreine haben, theoretisch bestimmt oder experimentell nachgewiesen, eine
Trypsin-dhnliche Spezifitit, da Aspartat (hK1, 2,4, 5,6, 8,10, 11, 12, 13, 14) bzw. Glutamat
(hK15) in Position 189 die Bindung von Lysin oder Arginin in der P1 Position unterstiitzen.
Im Gegensatz dazu besitzen hK3, hK7 und hK9 die Aminoséduren Ser189, Asnl89 bzw.
Gly189, die dafiir verantwortlich sind, dass diese Kallikreine wie Chymotrypsin C-terminal
von Aminosduren mit aromatischen oder volumindsen Seitenketten spalten. Sekundire
Interaktionen aufBlerhalb des aktiven Zentrums werden von sechs umliegenden, hoch
variablen Oberflachenschleifen vermittelt und sind fiir die diversifierte Substratspezifitét der
Kallikreine verantwortlich [Ubersicht bei YOUSEF et al., 2005; EMANI und DIAMANDIS, 2007].

Durch Rontgenstrukturanalysen konnte die 3D-Struktur einiger Kallikreine aufgeklart
werden. Diese ist in zwei hydrophobe Doménen aus sechs B-Faltblatt-Strangen und einer
a-Helix strukturiert. Die katalytische Triade ist an der Schnittstelle der beiden Doménen
lokalisiert.

Kallikreine werden in verschieden Geweben und Korperfliissigkeiten exprimiert und
nehmen Schliisselrollen in einem weiten Bereich von physiologischen Prozessen ein. Sie
nehmen einzeln oder als Teil von Enzymkaskaden an Prozessen der Blutkoagulation, der
Fibrolyse, der zelluliren und humuralen Immunantwort, der Fertilisation sowie der
embrionalen Entwicklung teil. Zudem sind sie an der Entstehung verschiedenster
Krankheiten beteiligt und werden zunehmend als Biomarker in der Krebsdiagnostik genutzt
[Ubersicht bei BORGONO und DIAMANDIS, 2004; CLEMENTS et al., 2004].
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Abbildung 1-3. Genomische und proteomische Organisation der Kallikreine. Die Kallikreine
weisen untereinander starke genomische und proteomische Homologien auf. Sie sind als Genkluster
auf Chromosom 19q13.4 lokalisiert. Jeder Pfeil entspricht einem bestimmten Kallikrein-Gen in
seiner Transkriptionsrichtung. Die 5° und 3" untranslatierten Regionen (UTR) sind im
mRNA-Transkript dargestellt. H, D, und S reprisentieren die katalytischen Triande. Im
mRNA-Schema stellen die Rechtecke Exons und die Linien Introns dar. Die Kallikrein-mRNA wird
als inaktives Prd-Pro-Protein translatiert, welches durch sein Prépeptid in den sekretorischen Pfad
zum Endoplasmatischen Retikulum derigiert wird. Die extrazelluldre Abspaltung des Propeptids
erfolgt durch Trypsin-dhnliche Proteinasen. Die erhaltenen maturen Kallikreine (Mat-hK) besitzen
eine Trypsin- oder Chymotrypsin-dhnliche enzymatische Aktivitat. [Darstellung nach YOUSEF et al.,
2005]

1.3 KALLIKREIN-KATALYSIERTE PROZESSE IN DER HAUT

In der Haut werden Kallikreine von granuldren Keratinozyten zwischen dem Stratum
granulosum und dem Stratum corneum sekretiert [ISHIDA-YAMAMOTO et al., 2005]. Sie sind in
der Lage verschiedene Substrate zu hydrolysieren und dienen damit als promiskuitive
Vermittler verschiedener Funktionen der Haut, wie der Desquamation, der antimikrobiellen
Abwehr sowie die Permeabilitit der Lipidbarriere. Weiterhin sind Kallikreine an der
Pigmentierung, der Tumorsupression (-progression) und an der Entstehung von
Entziindungen beteiligt, wobei sie ihre Wirkung nicht nur unmittelbar ausiiben, sondern z.T.
durch die Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs) vermitteln [Ubersicht bei EissA und
DiaMANDIS, 2008, 2009]. In der Epidermis sowie den dazugehorigen Adnexes werden
verschiedene Kallikreine sowohl als aktive Enzyme wie auch als inaktive Proform
exprimiert. Diese wurden als mRNA Transkripte und/oder als Proteine in den verschiedenen
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Schichten der Epidermis, in Talgdriisen, ekkrinen Schwei3driisen, Haarfollikeln und Nerven
nachgewiesen. Auflerdem wurden verschiedene Kallikreine in humanem Schweif3 gefunden
[KOMATSU et al., 2003, 2005ab, 2006b].

Da Kallikrein-mRNA im inneren und/oder dulleren Wurzelschaft von Haarfollikel-Epitheli-
en gefunden wurde [KoMATSuU er al, 2003], wird angenommen, dass Kallikreine an der
Entwicklung der Haare beteiligt sind. Ebenso nimmt man an, dass Kallikreine bei der
Differenzierung von Talgdriisen eine Rolle spielen, da sie in undifferenziertem Talgdriisen-
gewebe stark exprimiert sind [Eissa und DIAMANDIS, 2008].

Die Kallikreine 5 und 7 stehen im Zusammenhang mit der Prozessierung von antimikrobi-
ell-wirksamen Peptiden. In der Epidermis sezernieren Keratinozyten und neurophile
Granulozyten B-Defensine und Cathelizidin. Diese antimikrobiellen Peptide sind Effektor-
molekiile des angeborenen Immunsystems, die Bakterien, Pilze und bestimmte Viren
inaktivieren und abtoten konnen. Wéhrend B-Defensine in der Haut konstitutiv exprimiert
werden, wird Cathelizin als Propeptid gebildet und nur bei Entziindungsreaktion infolge
einer Infektion proteolytisch aktiviert und anschlieBend fragmentiert. HKS und hK7
regulieren die Wirkung von Cathelizidin, indem sie entweder die Pro-Cathelizidin Form
(hCAP18) oder die aktive, reife Form (LL-37) hydrolytisch spalten. Damit wirken die beiden
Kallikreine sowohl als Aktivator, wie auch als Inaktivator [ YAMASAKI et al., 2006]. Im Falle
einer Infektion fiihrt die Prozessierung des inaktiven hCAP18 zu aktivem LL-37. Dieses
wirkt antibakteriell [Zaiou et al., 2003], bindet LPS, induziert die Proliferation und Migration
von Epithelzellen und wirkt chemotaktisch auf Immunzellen. Anschlieend ermdglicht die
hydrolytische Spaltung von LL-37 zu proinflammatorisch unwirksamen Peptiden, der Haut,
zu ihrem normalen Gleichgewicht zuriickzukehren [ YAMASAKI et al., 2006; MOTTA et al., 1994].
Die Barrierefunktion der Haut wird zum Grofteil durch die Lipidschicht zwischen den
Korneosomen vermittelt. Die groffte Fraktion dieser Lipidschicht bilden Ceramide, die
zusammen mit Cholesterol und freien Fettsduren geordnete bilamellire Membranen mit
dicht gepackten Zwischenrdumen bilden. Ceramidvorstufen werden intrazelluldr gebildet
und von Lamellarkérperchen zusammen mit den hydrolytischen Enzymen, die fiir ihre
Gewinnung nétig sind, zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum exocytiert. An
der Synthese der Ceramide sind vor allem die B-Glucocerebrosidase und die saure
Spingomyelinase beteiligt [HACHEM et al., 2006]. Beide Enzyme kdnnen von hK7 hydrolysiert
und somit reguliert werden [HACHEM et al, 2005]. Eine Dysregulation fiihrt zu einer
Beeintrachtigung des Ceramidprofils des Stratum corneum, wie es bei Krankheiten wie
atopischen Dermatitis, Psoriasis und einigen Ichtyoseformen typisch ist [YamMamoTO et al,
1991; HAMANAKA et al., 1997].

Die physiologische Rolle der Kallikreine umfasst die ganze Epidermis. HK6 und hK8 stehen
im Zusammenhang mit der Degradation der extrazelluliren Matrix. Kallikreine sind in der
Lage Adhésionsmolekiile der Basalmembran der unteren Epidermis, sowie der extrazellula-
ren Matrix (ECM) zu spalten. /n vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass neben hK6 und
hK&8, auch die Kallikreine 5, 13 und 14 in der Lage sind, Bestandteile der ECM (Laminin,
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Fibronectin und Kollagen 1-4) zu hydrolysieren [BorRGONO und DIAMANDIS, 2004; GHOSH et al.,
2004; KAPADIA et al., 2004, RAJAPASKSE et al., 2005]. Fiir die Degradation der ECM sind vor allem
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) verantwortlich. hK8 ist ebenfalls in der Lage, die
einkettige Vorstufe des gewebespezifischen Plasminogenaktivator (t-PA) in das zweikettige
Protein umzuwandeln [RAJAPASKSE et al., 2005]. Mit Hilfe des t-PA wird aus Plasminogen
Plasmin, welches wiederum eine Vielzahl von Pro-MMPs in die aktive Form {iberfiihrt.
Wihrend der Metastasierung ist die Auflosung der Zell-Stroma-Adhéisionsverbindungen ein
wichtiger Punkt, der es Tumorzellen ermdglicht den Primértumor zu verlassen. Mittels
ELISA konnte im Zellkulturiiberstand von Brustkrebsepitelzellen auBer MMPs auch hK6
nachgewiesen werden [GHosH ef al., 2004]. Die durch Uberexpression von Kallikrein 6
beschleunigte Tumorprogression ist verbunden mit einer verstirkten Degradation der
Basal-Membran und der ECM, was vermutlich auf die Proteolyse der extrazelluldren
Doméne von E-Cadherin zuriickzufiihren ist [KLUCKY et al., 2007]. Damit stellen Kallikreine,
insbesondere hK6 und hK8, Angriffspunkte fiir eine epitheliale Antitumortherapie dar.
AuBlerdem wird angenommen, dass hK8 in die Keratinozyten-Proliferation involviert ist.
KISHIBE und Mitarbeiter [2007] konnten nachweisen, dass sich in der Haut von hKS
Knockout-Mausen weniger proliferierende Zellen befinden, als bei Wildtyp-Méusen.
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Abbildung 1-4. Bekannte Interaktionen der im Stratum corneum exprimierten Kallikreine.
Kallikreine bilden eine gewebespezifische Aktivierungskaskade, die durch die schwarzen Pfeile
dargestellt ist. Unbekannte Interaktionen sind durch Fragezeichen versehen. Nach ihrer Aktivierung
konnen Kallikreine Bestandteile der Korneodesmosomen (DSG, DSC und CDSN) degradieren, was
zur Desquamation fiihrt oder PAR-2 aktivieren. Die enzymatische Aktivitit der Kallikreine wird
durch die Serinproteinase-Inhibitoren (LEKTI, Elafin und SLPI) reguliert.[Ubersicht modifiziert nach
YOUSEF et al., 2005; EMAMI und DIAMANDIS., 2007]
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Kallikreine nehmen auf viele unterschiedlichen Aspekte der Hautphysiologie Einfluss.
Wichtige Wirkbereiche der Kallikreine stellen dabei der Prozess der Korneozytenabschilfe-
rung/Desquamation sowie verschiedene PAR-vermittelte Effekte dar. Diese sind in
Abbildung 1-4 zusammengefasst und werden im Folgenden genauer erldutert [Ubersicht bei
E1ssA und DIAMANDIS, 2008, 2009

1.3.1 DIE ROLLE VON KALLIKREINEN BEI DER DESQUAMATION

Unter Desquamation versteht man die Abschilferung von Zellen des Stratum corneum von
der Hautoberfliche. Dieser Prozess wird durch die Lipidsynthese, desmosomale
Verbindungen, Zellmorphologie, Zellproliferation, Proteinsynthese, sowie verschiedene
Proteinasen und ihre Inhibitoren beeinflusst [EGELRUD, 2000; SIMON et al., 2001].

Das Stratum corneum enthélt verschiedene Proteinasen, die bei der Desquamation eine
entscheidende Rolle spielen: zwei Cysteinproteinasen (Stratum corneum Thiol Protease,
SCTP/ Kathepsin L2 und Kathepsin L-dhnliche Proteinase), zwei Aspartatproteinasen
(Kathepsin D und Kathepsin E-dhnliche Proteinase) sowie Serinproteinasen aus der Gruppe
der Kallikreine [HANSSON et al., 1994, HORIKOSHI et al., 1998; EKHOLM et al., 2000, BERNARD et al.,
2003]. Die Zellen der Epidermis sind durch Adhésionsverbindungen miteinander verbunden.
Der Halt zwischen basalen Zellen und der Basal-Membran wird durch Hemidesmosomen
und fokale Adhision gewihrleistet. Wahrend Desmosomen und adhérente Verbindungen
dem interzelluldren Zusammenhalt dienen. Sie gewdhrleisten den widerstandsfahigen
Zusammenhalt der Zellen, indem zwei Gruppen von calciumabhéngigen transmenbranen
Cadherinen, Desmoglein (DSG1-4) und Desmocollin (DSC1-3) fiir die Adhdsion zwischen
benachbarten Epithelzellen sorgen. Wahrend der Differenzierungsvorgénge verédndern die
Desmosomen ihre Proteinzusammensetzung gemaf3 ihrer Funktion und werden im Stratum
corneum zu Korneodesmosomen [HAFTEK et al., 2006]. Die Korneodesmosomen beinhalten
Korneodesmosin (CDSN) als Glykoproteinbestandteil, sowie die Cadherine DSG1, DSG 4
und DSC1 [GREEN und SIMPSON, 2007; JONCO et al., 2009]. Im Zusammenhang mit dem proteoly-
tischen Abbau dieser Proteine werden insbesondere hK5 (frithere Bezeichnung: stratum
corneum tryptic enzyme/SCTE) und hK7 (friihere Bezeichnung: stratum corneum
chymotryptic enzyme/SCCE) genannt, da diese in der Lage sind die Proteine der
Desmosomen, DSC1 und CDSN abzubauen [SiMON et al., 2001]. Im Gegensatz zu hK7 kann
hKS5 zusétzlich DSG1 hydrolysieren [CAUBET er al, 2004]. HK7 ist das einzige
Chymotrypsin-dhnliche Kallikrein das in der Epidermis vorkommt. Neben hK5 werden noch
sechs weitere Trypsin-dhnliche Kallikreine (hK 1, 6, 8, 10, 11, 13 und 14) im Stratum
corneum exprimiert [Komatsu et al., 2005ab, 2006b; SON et al., 2009]. Die Arbeitsgruppe von
KOMATSU [2005a, 2006b] hat gezeigt, dass die absolute Trypsin-dhnliche Kallikreinkonzen-
tration im Stratum corneum etwa doppelt so hoch ist, wie die totale Chymotrypsin-dhnliche
Kallikreinkonzentration, so dass hK7 den Hauptteil der proteolytischen Aktivitit im Stratum
coreum ausmacht. hK8 und hK11 sind die Trypsin-dhnlichen Kallikreine mit der hochsten
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Proteinkonzentraion in Stratum corneum. Die Proteinkonzentration ist ca. 200 mal hdher
gegeniiber den gering exprimierten Kallikreinen 13 und 14 [KOMATSU et al., 2005a]. AuBBer hK5
konnen auch hK1, hK6, und hK14 DSG1 hydrolytisch spalten. Von diesen zeigt hK14 die
grofte Effizienz, deutlich mehr als hKS5. Das geringste Spaltvermdgen besitzt hK1 [BorGono
et al., 2007a].

Die im Stratum corneum vorkommenden Kallikreine wirken nicht nur unmittelbar durch den
Abbau korneodesmosonaler Strukturen, sondern iiben auch indirekt in Form von proteolyti-
schen Aktivierungskaskaden Einfluss auf den Prozess der Desquamation aus (Abb.: 1-4). So
ist beispielsweise hKS5 in der Lage Pro-hK7 und Pro-hK 14 sowie sein eigenes Zymogen in
die aktive Form zu tiberfiihren. Auch andere Kallikreine sind in dieses Aktivierungsnetzwerk
involviert, wobei die genaue Funktion der einzelnen Mitglieder noch weitgehen unbekannt
1St [BRATTSAND et al., 2005].

Die Wirkung der Kallikreine bei der Desquamation ist pH-Wert abhingig, wobei sowohl
deren Aktivitit wie auch die Hemmung durch den Serinproteinase-Inhibitoren LEKTI
dadurch beeinfluf3t werden [DERAISON et al., 2007]. hKS und hK7 zeigen bei neutralem pH-Wert
die optimale Aktivitit und behalten auch bei dem in den duBleren Schichten des Stratum
corneum leicht sauren pH-Wert von ca. 4,5 eine signifikante Aktivitit [CAUBET et al., 2004].
Eine experimentelle Erhohung des pH-Wertes fiihrt zur einer gesteigerten Aktivitdt der
Kallikreine was eine iiberméfige Degradation der Korneodesmosomen bewirkt [HACHEM et
al., 2005]. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass hKS mit Doménen des Inhibitors
LEKTI bei einem pH-Wert von 7,5, wie er an der Grenze von Stratum granulosum und
Stratum corneum vorhanden ist, stabile Komplexe bildet. Diese Komplexe dissoziiern bei
sinkenden pH-Wert von 7,5 zu 4,5 zunehmend [DERAISON et al., 2007]. Die Inhibierung der
Kallikreine in den unteren Schichten sowie deren Freigabe in den oberen Schichten des
Stratum corneum, aufgrund des pH-Gradienten, ermoglicht eine regulierte Degradation der
Korneodesmosomen und die Abschilferung der oberflichlichen Hautschichten.

1.3.2 PAR-VERMITTELTE EFFEKTE

Die Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs) sind eine Familie G-Protein gekoppelter
Rezeptoren, die durch Serinproteinasen irreversibel aktiviert werden. Sie bestehen aus
sieben transmenbranen Helices, wobei eine spezifische Aminosdurefolge am extrazelluléren
N-Terminus die Erkennungssequenz fiir Serinproteinasen bildet. Durch gezielte Proteolyse
entsteht ein neuer N-Terminus der als ,,Rezeptorgebundener” Ligand (tethered ligand)
fungiert. Dieser interagiert mit der zweiten extrazelluldren Schleife was eine Konformations-
anderung des Rezeptors herbeifiihrt. Dies resultiert im gebundenen heterotrimeren G-Protein
in einem Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) und
in einer Dissoziation in die a- und B/y- Untereinheit, wodurch intrazelluldre Signalkaskaden
initiiert werden [Ubersicht bei MACFARLANE et al., 2001].
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Die Familie der PARs umfasst vier verschiedene Rezeptoren, PAR-1 bis PAR-4. In der Haut
werden PARs von Keratinozyten (PAR-2), dermalen Endothelzellen (PAR-2), dermalen
Mastzellen (PAR-2), Melanozyten (PAR-1), Fibroblasten (PAR-2), Neuronen (PAR-2) und
dermalen Kapillaren (PAR-1) gebildet [RATTENHOLL und STEINHOFF, 2003]. Im Hinblick auf die
Wirkung von Kallikreinen ist besonders PAR-2 interessant, da dieser von Trypsin-dhnlichen
Proteinasen aktiviert wird [STEINHOFF e al, 1999]. PAR-2 steht im Zusammenhang mit
Zellproliferation, Tumorsuppression, Hautpigmentierung und dem Feuchtigkeitsbindever-
mogen der Haut. Er ist an der Wundheilung und am Prozess der Narbenbildung beteiligt.
Zudem ist PAR-2 von wesentlicher Bedeutung bei entziindlichen Reaktionen der Haut.
Keratinozyten exprimieren PAR-2 in einem hohen Ausmal, und sind wichtige Zielzellen, als
auch Generatoren fiir Entziindungsmediatoren. PAR-2 Agonisten induzieren die Expression
von proinflammatorischen Interleukinen wie IL-1f, IL-6 und IL-8 in verschiedenen
Zelltypen, darunter auch in Keratinozyten [Ubersicht bei STEINHOFF et al., 2005]. Studien an
PAR-2 Knock-out-Miusen bestétigen die wichtige Rolle von PAR-2 bei Entziindungen und
immunologischen Reaktionen. So zeigten Wildtyp-Méuse nicht aber PAR-2 defiziente
Maiuse nach der Behandlung mit Trypsin IV eine Infiltration von eosinophilen Granulozyten,
sowie Uberempfindlichkeitsreaktionen und ein gestdrtes Schmerzempfinden [KNECHT et al.,
2007]. STEINHOFF und Mitarbeiter [2003] konnten auch die Entstehung von Juckreiz (Pruritus)
in der Haut mit der Aktivierung von PAR-2 in Verbindung bringen. Weiterhin ist bekannt,
dass PAR-2 Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten negativ beeinflusst,
wihrend PAR-1 Agonisten die Proliferation stimulieren [DERIAN ef al., 1997].

Zusammen mit Kallikreinen ist PAR-2 im Stratum granulosum, in den Keratinozyten der
Haarfollikel und der Talgdriisen colokalisiert. Fiir hKS5, hK6 und hK14 konnte die
Aktivierung von PAR-2 nachgewiesen werden (Abb.: 1-4), wobei sich hK6 und hK14 als
wesentlich bessere Aktivatoren als hKS erwiesen. hK14 ist zusédtzlich in der Lage PAR-4 zu
aktivieren und PAR-1 zu inaktivieren [OIKONOMOPOULOU et al., 2006].

1.4 REGULATIONSMECHANISMEN DER KALLIKREINAKTIVITAT

1.4.1 TRANSKRIPTIONALE REGULATION

Verschiede transkriptionale und posttranskriptionale Mechanismen regulieren die
Kallikreinexpression bzw. deren proteolytische Aktivitit. Die Gen-Expression wird durch
eine Vielzahl von stimulierend oder inhibierend wirkenden Faktoren beeinflusst. Die am
besten untersuchten Regulatoren sind Steriodhormone. Die rezeptorvermittelte Wirkung von
Steroidhormonen spielt eine entscheidende Rolle bei der normalen Entwicklung
verschiedener Organe und bei der Pathogenese von endokrinen Tumoren.

Die Genregulation durch Steroidhormone wird durch die Bindung des Hormons an den
entsprechenden Rezeptor und die Freigabe von komplexiertem Hsp90 initiiert. Hsp90 ist ein
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ubiquitouses Chaperon, dass die Aktivitidt verschiedener Signalproteine, inklusive der
Steroidhormon-Rezeptoren, reguliert. Durch die Bindung des Hormons an den Rezeptor
kommt es zu einer Konformationsdnderung, welche die Freisetzung des Hsp-Komplexes
bewirkt und eine Dimerisierung des Rezeptors ermdglicht. Das aktive Rezeptordimer kann
dann an cis-regulierte DNA-Bereiche (Hormon-responsive-Elemente) binden. Der
Steroidhormonrezeptor kann selbst als Transkriptionsfaktor wirken und/oder andere
Transkriptionsfaktoren zum Promotor rekrutieren, welche die nachgeschaltete
Genexpression induzieren [Ubersicht bei BEATO, 1989; ROUSSEAU, 1994].

Diese transkriptionalen Ereignisse werden weiterhin durch Phosphorilierung der
Rezeptoren, durch Transkriptionsfaktor-relevante Kinasen, reguliert [ROCHETTE-EGLY, 2003].
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Mehrheit der Kallikrein-Gene durch
Steroidhormone reguliert wird (KLK 2, 3, 5, 6, 10, 11, 13, 14) [Ubersicht bei YOUSEF und
DiaMANDIS, 2002]. In einer Vielzahl von Zelllinien konnte die Expression von Kallikreinen
sowohl auf mRNA- wie auch auf Proteinebene, durch Behandlung mit Steroidhormonen,
induziert werden [SHAW und Diamanpis, 2008]. KLK2 und KLK3 sind typische
Androgen-regulierte Gene. Im KLK3-Promotor konnten zwei Androgen-responsive
Elemente (AREI -170 bp und AREII -400 bp) identifiziert werden [RIEGMAN et al, 1991,
CLEUTJENS et al., 1996]. Ein weiteres ARE (AREIII) wurde weiter stromaufwirts bei ca. -4000
bp gefunden und dient als Enhancer der KLK3-Expression [SCHUUR ef al., 1996]. Bei KLK2
wurden zwei dhnliche ARE in Position -300 und -3000 bp experimentell nachgewiesen
[MURTHA et al., 1993]. Weitere Studien belegen, dass zusétzliche regulatorische Faktoren in die
Transkription dieser Kallikreine-Gene involviert sind, z.B. ein Fos-enthaltender Proteinkom-
plex der distal zu den AREs im KLK2- und KLK3-Promotor bindet [SuN et al., 1997].

Im Gegensatz dazu sprechen andere Kallikrein-Gene, inklusive KLK5 und KLK6, starker auf
Ostrogen an. Eine interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass die Kallikreine-Gene in
verschiedenen Geweben durch unterschiedliche Hormone reguliert werden. So wird
beispielsweise die KLK4-Expression in Prostata- und Brustkrebs-Zelllinien durch Androgen
und in Endometerialkarzinom-Zelllinien (Krebs der Uterusschleimhaut) durch Ostrogen
hochreguliert [NELSON et al., 1999; MYERS und CLEMENTS, 2001]. Auch fiir die KLK2-Expression
wurde eine Hochregulation durch Androgen und Progestin in Prostatakrebs-Zelllinien und
durch Ostrogen und Progestin in Brustkrebs-Zelllinien nachgewiesen [YOUSEF et al., 2000a].
Alternativ kann die KLK-Expression auch durch epigenetische Faktoren, vor allem durch
DNA-Methylisierung, reguliert werden. So wird zum Beispiel die negative Regulation der
KLKI10-Expression mit der Hypermethylierung der CpG-Inseln bei Brustkrebs und
Lymphoblastischer Leukdmie in Zusammenhang gebracht [Li e al., 2001]. Ein dhnlicher
Regulationsmechanismus ist auch fiir KLK5, KLK6, KLK11 und KLK12 bekannt [PAMPALAKIS
et al., 2006ab]
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1.4.2 REGULATION DER PROTEOLYTISCHEN AKTIVITAT

Die irreversibele Natur der proteolytischen Aktivitidt von Proteinasen erfordert sorgfiltig
aufeinander abgestimmte Regulationsmechanismen, um schédlichen Effekten durch
unkontrollierte Proteinaseaktivititen entgegenzuwirken. Eine Dysregulation der Proteolyse
steht im Zusammenhang mit verschiedenen pathogenen Auswirkungen, wie der Amyloido-
genese bei Alzheimer, der intravaskuldren Koagulation bei Sepsis, sowie der neoplastischen
Progression verschiedener Tumoren [Ubersicht bei HOOSU-HAVA et al., 1997; AMARAL et al.,2004;
BORG, 2004]. Ein wichtiger Regulationsmechanismus der Kallikreine ist deren Produktion als
inaktive Zymogene und die gezielte Aktivierung [Ubersicht bei NEURATH und WALSH, 1976]. Die
Aktivierung der Kallikrein-Proenzyme findet in Form von genau regulierten Kaskaden statt,
wobei verschiedene Riickkopplungsmechanismen und endogene Inhibitoren orchestriert
sind. Die Aktivierung der Pro-Kallikreine kann intrazelluldr (z.B. im trans-Golgi-Netzwerk)
oder extrazellulir nach der Sekretion erfolgen. Mit Ausnahme von hK4 werden alle
Proformen der Kallikreine durch C-terminale Spaltung nach Arginin oder Lysin aktiviert,
was eine Trypsin-dhnliche Aktivitét erfordert. Trypsin kann hK5 und hK7 in die aktive Form
tiberfiihren. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass viele Kallikreine in der Lage
sind sich selbst und/oder andere Kallikreine zu aktivieren (Abb.: 1-4). Eine genaue Ubersicht
ist bei YOON und Mitarbeitern [2007] zu finden. Auf diese Weise sind Kallikreine in Form
von Aktivierungskaskaden an verschiedenen physiologischen Prozessen wie der Blutkoagu-
lation, der Samenverfliissigung und der Desquamation beteiligt [MICHAEL et al., 2006; EMAMI
und DIAMANDIS, 2008].

Ein negativer Kontrollmechanismus ist die Inaktivierung durch interne Spaltung und
anschlieende Degradation. Dieser Mechanismus, der bei den Kallikreinen 2, 6, 7, 11, 13
und 14 nachgewiesen wurde, kann autolytisch erfolgen oder durch andere Proteinasen
vermittelt werden [HANSSON et al., 1994; MAGKLARA et al., 2003; SOTIROPOULOU et al., 2003; MICHAEL
et al., 2006; BORGONO et al., 2007b; SANO et al., 2007]. AuBlerdem konnen divalente Ionen, wie Zink,
die Aktivitdt einiger Kallikreine inhibieren [Debela ef al., 2007]. Weitere wichtige negative
Regulatoren sind die endogenen Serinproteinase-Inhibitoren.

1.4.3 ENDOGENE KALLIKREININHIBITOREN

Endogene Inhibitoren stellen die natiirlichen peptidischen Gegenregulatoren der Proteinasen
dar. Ahnlich wie bei anderen Proteinasen erfolgt die Inhibierung der Kallikreine meist durch
eine direkte Blockierung des aktiven Zentrums, indem der Inhibitor auf eine dem Substrat
oder Produkt analoge Weise bindet [HUBER und BopEk, 1978]. Aber auch eine indirekte
Blockierung des aktiven Zentrums durch Bindung an eine dem aktiven Zentrum
benachtbarte Stelle und/oder zusétzliche Bindung an der MolekiilauBenseite (exosite
binding) sowie eine Inhibierung durch allosterische Wechselwirkung ist moglich.

In vitro konnte eine Vielzahl von potentiellen endogenen Kallikrein-Inhibitoren identifiziert
werden. Jedoch zeigen die meisten dieser Inhibitoren eine relativ geringe Spezifitit.
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Zum Beispiel konnte fiir den Protein C Inhibitor (PCI) eine effiziente Inhibition der
Kallikreine 1, 2, 3, 5, 7, 8, 11, 13 und 14 nachgewiesen werden [EsPANA et al., 1995; Luo L.Y.
und JIANG W., 2006b]. Die grofite bisher bekannte Hemmspezifitit zeigt Kallistatin, ein
Inhibitor fiir hK 1 und hK7 [CHEN et al., 2000; LUO L.Y. und JIANG W., 2006b].

In der Epidermis sind eine Reihe verschiedenen Serinprotease-Inhibitoren lokalisiert, von
denen in Bezug auf die Kallikreinwirkung insbesondere Elafin, SLPI und LEKTI interessant
sind [Ubersicht bei MAGERT et al., 2005].

Elafin (Skin-derived Antileukoprotease / SKALP)

Skin-derived Antileukoprotease, auch bekannt als Elafin, wurde urspriinglich aus humaner
psoriatischer Epidermis isoliert. Elafin gehort zur Trappin Familie, einer Gruppe von
Proteinen die Transglutaminase-Substrate sind und eine WAP(whey acid protein)-Doméne
aufweisen. Das Elafin-Gen ist 2,3 kb grof3 und liegt auf Chromosom 20q12-13 [SCHALKWIIK
et al., 1999]. Der Inhibitor wird als 12,3 kDa gro3e Proform gebildet, liegt jedoch als aktives
Enzym in einer 6 kDa groBen freien und 9,9 kDa groBen immobilisierten Form vor
[MOLHUIZEN et al, 1993]. In der normalen Epidermis ist Elafin kaum nachweisbar. Die
Expression ist jedoch nach Verletzungen, Infektionen und Entziindungen stark hochreguliert
[PFUNDT et al., 1996; TANAKA et al., 2000]. Besonders zeigt Haut mit dermaler Infiltration von
Leukozyten in der immunhistochemischen Firbung ein deutliches Elafin-Signal in der
subkornealen Dermis [TANAKA et al., 2000]. Es wird angenommen, dass proinflammatorische
Mediatoren wie IL-1p und TNF-a, die von dermalen Neurophilen sekretiert werden, an der
Uberexpression von Elafin in Keratinozyten beteiligt sind [YING und SIMON, 2001; VACHON et al.,
2002].

Elafin hemmt vor allem die von Leukozyten produzierte Elastase und Proteinase 3 [PFunDT
etal., 1996]. Die Relevanz dieses Inhibitors auf die Hemmung der Kallikreinaktivitét ist noch
unsicher. Dennoch zeigt Elafin einen schwachen inhibitorischen Effekt gegeniiber hK7
[FRANZKE et al, 1996]. Zusitzlich zu der Proteinase-hemmenden Funktion hat Elafin
Defensin-dhnliche Eigenschaften und besitzt eine antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien,
Pilze und moglicherweise gegen HIV [SALLENAVE et al., 2002].

Sekretorischer Leukozyten-Proteinase-Inhibitor/SLPI

Der sekretorische Leukozyten-Proteinase-Inhibitor (SLPI) auch Antileukoproteinase (ALP)
oder Human seminal inhibitor (HUSI-I) ist ein 11,7 kDa groB3es Glykoprotein, dass aus zwei
funktionalen Dominen besteht [SEEMULLER et al, 1986]. Wie Elafin gehort auch SLPI zur
Trappin Familie [RAWLINGS et al, 2004]. Er zeigt eine inhibitorische Aktivitit gegeniiber
Leukozytenelastase, Kathepsin G, Trypsin, Chymotrypsin sowie hK7 [THOMPSON und OHLSSON,
1986; EISENBERG et al., 1990; FRANZKE et al., 1996]. SLPI ist ein potenter hK7 Inhibitor, der eine
wichtige regulatorische Funktion in der Desquamation iibernimmt [FRANZKE et al., 1996]. 1988
haben LUNDSTROM und EGELRUND in einem in vitro Model gezeigt, dass SLPI die
Korneozytenabschilferung von humaner planer Haut komplett hemmt. Fiir andere an der
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Desquamation beteiligte Kallikreine wie hK5, hK6, hK13 und hK14 konnte keine Hemmung
durch SLPI festgestellt werden. Jedoch sind diese Kallikreine in der Lage SLPI zu
hydrolysieren, wodurch zwei oder vier kleinere inhibitorisch inaktive Degradations-
fragmente entstehen [BOrRGONO et al., 2007a]. AuBBer seiner inhibitorischen Funktion, konnte
eine antimikrobielle Aktivitit von SLPI nachgewiesen werden [HIEMSTRA et al., 1996].
Weiterhin beschrieben MULLIGAN und Mitarbeiter [2000] antiinflammatorische Effekte von
SLPI, wobei ein Zusammenhang mit der Reduktion der Akkumulation von Neurophilen und
der Unterdriickung der NF-xB Aktivierung besteht.

Lympho-epithelialer Kazal-Typ verwandter Inhibitor/LEKTI

LEKTI wurde 1999 in der Arbeitsgruppe von MAGERT entdeckt, als aus menschlichem
Héamofiltrat zwei bis dato unbekannte Proteine isoliert wurden. Sie wurden als Teile eines
1064 Aminosdure grofBen Vorlduferproteins identifiziert, das sich in 15 Doménen
(LD1-LD15), die partielle strukturelle Homologien zu Kazal-Typ Serinproteinase-
Inhibitoren aufweisen, einteilen ldsst. Das LEKTI-Protein besteht aus einem N-terminalen
kurzen Signalpeptid und 15 ihrer Aminosduresequenz nach homologen Serinproteinase-
Inhibitordomidnen von denen zwei (LD2 und LDI15) drei Disulfidbriicken mit
Kazal-typischem Verbriickungsmuster besitzen. Den anderen 13 Doménen fehlt das dritte
und sechste Kazal-typische Cystein. Das LEKTI-Vorlduferprotein wird posttranslational
proteolytisch prozessiert, wodurch bis zu 14 einzelne bioaktive Inhibitordoménen entstehen.
Zwischen den einzelnen Doméanen (ausgenommen zwischen Doméne 2 und 3) befinden sich
Erkennungssequenzen fiir Subtilisin-dhnliche Proproteinkonvertasen (SCP) (Lys/Arg
-X,-Lys/Arg (X = beliebige Aminosdure, n = Anzahl 0, 2, 4 und 6) bzw. Furin
(Arg-X-Lys-Arg) [Ubersicht bei MAGERT et al., 2002]. BITOUN und Mitarbeiter [2003] konnten
zeigen, dass das komplette offensichtlich glykosyliert LEKTI-Protein schnell prozessiert
wird und nach Verlassen des Endoplasmatischen Retikulums in wenigstens drei (42, 65 und
68 kDa) groflen Fragmenten vorliegt. Bei Anwesenheit eines Hemmstoffes gegen Furin
(SPC1), einen Vertreter der SCPs, wurde hingegen keine Fragmentierung beobachtet.
LEKTI wird von dem Gen SPINKS (serin protease inhibitor kazal-typ 5) codiert, dass auf
dem Chromosom 5q32 lokalisiert ist und sich in 33 Exons und 32 Introns organisiert.
CHAVANNAS und Mitarbeiter [2000] fand mit Hilfe der Kopplungsanalyse heraus, dass
Mutationen im SPINK5-Gen, die in einem vorzeitigen Stop der Translation resultieren, zu
der seltenen jedoch schweren Hautkrankheit Netherton Syndrom fiihren (weitere
Erlduterungen zum Netherton Sydrom siehe 1.5). Zusétzlich wurde von WALLEY und
Mitarbeitern [2001] berichtet, dass bestimmte Polymorphismen im Spink5-Gen mit Atopie,
Asthma und Ekzemen assoziert sind. LEKTI wird besonders stark in epidelialen Geweben
exprimiert und konnte bislang unter anderem in der Mundschleimhaut, im Osophagus, in den
Tonsillen, im Thymus, in den Glandulae Parathyroidea, in den Bartholinschen Driisen der
Vagina, im Ektozervix des Uterus und in der Epidermis nachgewiesen werden [MAGERT et al.,
1999].
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In der Epidermis ist LEKTI vor allem im oberen Stratum spinosum, im Stratum granulosum
sowie in den Haarfollikeln und Talgdriisen zu finden [BITOUN et al., 2003; ONG et al., 2004].

p Signalpeptid: MKIATVSVLLPLALCLIQDAAS P1| |P1 AS
1 KNEDQEMCHEFQAFMKNGKLFCPQDKKFFQSLDGIMFINKCATCKMI LEKEAKSQKR 79
2 ARHLARAPKATAPTELNCDDFKKGERDGDFICPDYYEAVCGTDGKTYDNRCALCAENAKTGSQIGVKSEGECKSSNP 156
3 EQDVCSAFRPFVRDGLGCTRENDPVLGPDGKTHGNKCAMCAELFLKEAENAKREGETRIRRNAEK 222
4 DFCKYEKQVRNGRLFCTRESDPVRGPDGRMHGNKCALCAEI FKRRFSEENSKTDONLGKAEEKTKVKR 291
5 EIVKLCSQYQONQAKNGILFCTRENDPIRGPDGKMHGNLCSMCOVYFQAENEEKKKAEARARNKR 355
6 ESGKATSYAELCNEYRKLVRNGKLACTRENDPIQGPDGKVHGNTCSMCEVFFQAEEEEKKKKEGESRNKR 425
7 0SKSTASFEELCSEYRKSRKNGRLFCTRENDPIQGPDGKMHGNTCSMCEAFFQOEERARAKAKR 489
8 EAAKEICSEFRDQVRNGTLICTREHNPVRGPDGKMHGNKCAMCASVFKLEEEEKKNDKEEKGKVEAEKVKR 560
9 EAVQELCSEYRHYVRNGRLPCTRENDPIEGLDGKIHGNTCSMCEAFFQQEEAKEKERAEPRAKVKR 625
10 EAEKETCDEFRRLLONGKLFCTREDPVRGPDGKTHGNKCAMCKAVFQKENEERKRKEEEDQR 689
11 NAAGHGSSGGGGGNTQDECAEYQEQMKNGRLSCTRESDPVRDADGKSYNNQCTMCKAKLEREAERKNEYSRSR 761
12 SNGTGSESGKDTCDEFRSQMKNGKLICTRESDPVRGPDGKTHGNKC TMCKEKLEREAAEKKKKEDEDR 831
13 SNTGERSNTGERSNDKEDLCREFRSMORNGKLICTRENNPVRGPYGKMHINKCAMCQS T FDREANERKKKDEEKS S SKPSNNAKNAK 916
14 DECSEFRNYIRNNELICPRENDPVHGADGKFYTNKCYMCRAVFLTEALERAKLQEKPSHVR 974

15 ASQEEDSSPDSFSSLDSEMCKDYRVLPRIGYL-CPKDLKPVCGDDGQTYNNPCMLCHENLIRQTNTHIRSTGKCEESSTPGTTAASMPPSDE 1064

Abbildung 1-5. Aminosduresequenz des LEKTI-Proteins. Die 15 Doménen (D) sind nach ihrem
Cystein-Muster (rot markiert) untereinander dargestellt.

In mehren Studien konnte die Hemmung verschiedener Serinproteinasen, wie, Subtilisin A,
Kathepsin G, Neutrophilen-Elastase, sowie von einigen Kallikreinen nachgewiesen werden
[MITSUDO et al., 2003; JAYAKUMAR et al., 2004; EGELRUD et al., 2005; SCHECHTER et al., 2005; BORGONO et
al., 2006; DERAISON et al., 2007]. Die einzelnen Dominen oder Fragmente bestehend aus
mehreren Doménen zeigen eine sehr unterschiedliche Spezifitit und Effiziens beziiglich der
Serinproteinase-Inhibition. In der, fiir die Proteinase-Spezifitdt bedeutenden P1-Position,
befindet sich bei den Doménen 3 bis 14 Arginin, was auf eine bevorzugte Hemmung von
Trypsin und Trypsin-dhnlichen Proteinasen hinweist. Eine Trypsin-Hemmung konnte fiir die
einzelnen LEKTI-Doménen 3, 5, 6, 8 und 15 [MAGERT et al., 1999; 2002; VITZITHUM et al., 2008],
sowie fiir die verbunden LD 2-3, 6-9, 8-11, 9-15 [DERAISON et al., 2007] festgestellt werden.
LD6 erwies sich als effizienter, allerdings nur tempordrer Inhibitor der Trypsinaktivitit
[KREUZMANN et al., 2004]. Fiir diese Domine die ebenfalls effiziente, jedoch permanente
Hemmung der Kallikreine hK5 und hK7 durch die Arbeitsgruppe um EGELRUD
nachgewiesen wurde [2005]. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass auch grof3e
LEKTI-Fragmente, bestehen aus LD 6-9 und LD 9-12, in der Lage sind hK5 zu inhibieren,
wéhrend nur LD 6-9 hK7 hemmt [SCHECHTER et al., 2005; BORGONO et al., 2006]. Dies konnte
durch DERAISON und Mitarbeiter [2007] bestdtigt werden, die in Untersuchungen mit
mehreren LEKTI-Fragmenten die stirkste Hemmung von hKS5 durch LD 8-11 mit einem sehr
niedrigen K;-Wert von 3,7 nM feststellten.

AuBer hK5 und hK7 konnte durch diese Arbeitsgruppen ebenfalls die Hemmung der
Kallikreine 6, 13 und 14 durch LEKTI-Fragmente nachgewiesen werden. Gegeniiber all
diesen Kallikreinen zeigen die untersuchten LEKTI-Fragmente ein individuelles selektives
Inhibitionsprofil.
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SPINK9/LEKTI-2

LEKTI-2 ist ein 7 kDa grofles Protein, das vom Gen SPINK9 codiert wird und grof3e
Homologien zu den LEKTI-Doménen 2 und 15 aufweist. LEKTI-2 besitzt mit P2-P2" His
His Met Tyr eine fiir Kazal-Inhibitoren ungewdhnliche Aminoséuresequenz des reaktiven
Zentrums, was auf eine hohe Selektivitit gegeniiber seiner Zielproteinasen hindeutet. 2003
wurde die SPINK9-mRNA Sequenz von WU, BARTELS und SCHRODER verdffentlicht
[http://www.ncbi.nlm.nih.go/entrez/viewer.fcgi?val=AY396740.1]. Die Arbeitsgruppe um Brattsand
konnten in einer Reverse-Phase-Chromatographie Fraktion aus planarem Stratum corneum
Extrakt, welche eine hK5 Inhibition zeigte, LEKTI-2 identifizieren [BRATTSAND et al, 2008].
Darauf hin wurde von der Arbeitsgruppe das inhibitorische Potential von rekombinatem
LEKTI-2 gegeniiber den Kallikreinen 5, 7, 8 und 14 sowie gegeniiber Thrombin, bovinem
Trypsin und bovinem Chymotrypsin untersucht. Dabei konnte nur eine physiologisch
relevante Inhibition von hKS5, mit einem K;-Wert von 65 nM, festgestellt werden. Analysen
mit Oberflache-Plasmon-Resonanz Spektroskopie zeigten eine heterogene Bindung von
LEKTI-2 mit hK5 und hKS8. Bei Verwendung von Fibrinogen als Substrat wurde auch eine
schwache Inhibition von hKS8 bei hohen LEKTI-2 Konzentrationen festgestellt, welche
jedoch auf eine sterische Behinderung zuriickgefiihrt wird. WU und Mitarbeiter beschreiben
auch eine antimikrobielle Aktivitit von LEKTI-2 [Wu et al, 2008].

1.5 KALLIKREIN BEI ENTZUNDLICHEN HAUTKRANKHEITEN

Die Wirkung von Kallikreinen in der Haut umfasst ebenfalls inflammatorische und
immunologische Reaktionen. So gehen verschiedenen entziindlichen Hauterkrankungen,
wie atopischen Dermatitis (AD), Netherton Syndrom (NS), Peeling Skin Syndrom Typ B
(PSS) und Psoriasis vulgaris mit Abweichungen im Kallikrein Level und/oder der
Kallikreinaktivitidt einher [KOMATSU et al, 2002, 2005b, 2006ab, 2007ab]. Ein gemeinsames
Charakteristikum dieser Hauterkrankungen ist die abnormale Desquamation und, damit
verbunden, eine massive Storung der natiirlichen Hautbarriere.

In Hautlidsionen von atopischer Dermatitis wurde eine Uberexpression von verschiedenen
Trypsin- und Chymotrypsin-dhnlichen Kallikreinen, hKS5, hK6, hK7, hK8, hK10, hK13 und
hK14 gefunden, wobei die Chymotrypsin-ihnliche Erhohung auffilliger ist. Uberraschender
Weise spiegelt sich diese Erhohung nicht in einer signifikanten Zunahme der Trypsin- oder
Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit im Stratum corneum wieder [KOMATSU et al., 2007a]. Eine
dhnliche Uberexpression von Kallikreinen wurde auch bei Patienten mit Psoriasis und PSS
beobachtet [KOMATSU ef al., 2006a, 2007b]. Besonders bei psoriatischer Haut konnte eine
deutliche Hyperaktivitdt von hK7 nachgewiesen werden. Studien an transgenen Maiusen
haben gezeigt, dass die Uberexpression von hK7 zur Ausbildung einer juckenden Dermatitis
fiihrt, die durch Hyperkeratinose, sowie durch dermale Entziindungsreaktionen und Pruritus
(Juckreiz) gekenntzeichnet ist [HANSSON et al., 2002; NY und EGELRUD, 2004]. Die Rolle von hK7
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bei der Entstehung von entziindlichen Hauterkrankungen beruht moglicherweise auch auf
der Fahigkeit, proinflammatorisch wirkenden Zytokine, wie IL-1p, in die aktive Form zu
iberfiihren [NYLANDER-LUNDQVIST und EGELRUD, 1997].

Die Bedeutung der Regulation von Kallikreinen durch Serinproteinase-Inhibitoren der Haut
wird am Beispiel vom Netherton Sydrom deutlich. Die Ausbildung von Netherton Syndrom
steht im direkten Zusammenhang mit Mutationen im SPINK5-Gen, die zu einem nicht
vollstindig gebildeten LEKTI-Protein fiihren [CHAVANAS et al., 2000; SPRECHER et al., 2001;
DESCARGUES et al. 2005]. Da bei Patienten mit Netherton Syndrom auch eine erhdhte
Trypsin-dhnliche proteolytische Aktivitdit im Stratum corneum festzustellen ist, wird
angenommen, dass eine unzureichende Inhibierung von Kallikreinen, aufgrund des
LEKTI-Mangels, die Ursache fiir die charakteristische iibermiBig starke Hautschuppung
darstellt [KOMATSU et al., 2002; DESCARGUES et al., 2006]. Zudem bestdrken mehrere Studien an
SPINKS5 defizienten Mausen die Bedeutung von LEKTI fiir die Regulation der proteoly-
tischen Prozesse und der Differenzierung der Haut, da SPINK 5" Miuse eine beeintrachtigte
epidermale Barrierefunktion zeigen und eine erhéhte proteolytische Aktivitit der Haut
aufweisen [YANG et al., 2004; DESCARGUES et al., 2005; HEWETT et al., 2005].

Das Netherton Syndrom und die anderen erwihnten Kallikrein-assoziierten Hautkrankheiten
werden im Folgenden kurz beschrieben.

Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis, auch bekannt als Neurodermitis oder atopisches Ekzem, ist eine
chronisch entziindliche Hauterkrankung, die in Abhédngigkeit vom Lebensalter und dem
Krankheitszustand ein individuell komplexes Symptomspektrum zeigt. Diagnostische
Hautkriterien der Erkrankung sind sprode, trockene und rissige Haut, die stark zu
Entziindungen neigt, Puritus, sowie ein chronischer Verlauf der Dermatitis. Zudem konnen
Patienten atopische Manifestationen, wie allergisches Asthma bronchiale oder allergische
Rhinitis, entwickeln. Bei 70 bis 80% der Betroffenen findet man erhohte IgE-Titer. Die
atopische Dermatitis setzt meist im Kindesalter ein. Weltweit sind 10 bis 20% der Kinder
und 2 bis 3% der Erwachsenen daran erkrankt. Oft vermindern sich die Symptome mit dem
Alterwerden, wobei es in der Pubertiit hiufig zu einer spontanen Abheilung der Krankheit
kommt. Die Ursachen der atopischen Dermatis sind multifaktional und derzeit noch nicht
vollstindig geklért.

Es besteht eine starker Zusammenhang von AD mit Mutationen im Filaggrin-Gen, die zu
einer Verminderung von Filaggrin in den @uflersten Hautschichten fithren [O'REGAN et al.,
2008]. Filaggrin ist entscheidend fiir die Aggregation der Keratinfilamente und deren
Vernetzung durch Disulfidbriicken. Ein Mangel an Filaggrin bedingt eine gestorte Differen-
zierung und Kornifikation der Keratinozyten. Charakteristisch ist auch ein Ungleichgewicht
der natiirlichen Hautflora, so wird die Haut von AD-Patienten teilweise massiv von
Bakterien, wie Staphylococcus aureus, und Hefepilzen, wie Candida und Malassezia,
besiedelt [JOHANSSON et al., 2003; RIPPKE et al., 2004]. Die gestorte Hautbarriere erleichtert das
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Eindringen von Allergenen und Mikroorganismen, was Entziindungsreaktionen der Haut
verstarkt [Ubersicht bei Fritsch, 2003; LEUNG und BIEBER, 2003, ALTMEYER und BACHARACH-BUHLES,
2010].

Psoriasis

Bei Psoriasis (Schuppenflechte) handelt es sich um eine hdufig vorkommende Hautkrank-
heit, die hauptséchlich durch epidermale Hyperproliferation und (auto)-immunologische
Entziindungsprozesse gekennzeichnet ist. Sie kann sowohl chronisch stationér, wie auch
rezidivierend in Schiiben verlaufen. Die am haufigsten vorkommende Form ist die Psoriasis
vulgaris oder Plaque-Psoriasis bei 90% der Betroffenen. Zum typischen Erscheinungsbild
dieser Form gehoren die verdickten, gerdteten, scharf begrenzten Plaques mit silbrig-weiflen
Schuppen, die durch die iiberméBige Keratinozytenproliferation entstehen Die am haufigsten
betroffenen Hautstellen sind Ellenbogen, Kniescheiben, Kopthaut, sowie Hande und Fiif3e.
Die Atiologie der Krankheit ist bisher nicht vollstindig geklirt. Eine genetische Disposition
gilt als gesichert, wobei verschiedene Faktoren wie mechanische Reize, chronische
Schadigungen, bakterielle Infekte, Stoffwechselstorungen oder Stress zum erstmaligen
Ausbruch oder zu Krankheitsschiiben fithren kénnen.

Psoriasis ist gekennzeichnet durch einen stark gesteigerten epidermalen Turnover. Der
Zellzyklus ist auf zwei bis vier Tage verkiirzt, was in einer unvollstdndigen Differenzierung
der Keratinozyten resultiert. Neuere Erkenntnisse zur Psoriasisentstehung [Ubersicht bei
FRITSCH, 2003; LINHART, 2003; WEYERS, 2003] gehen davon aus, dass es sich um eine Autoimmun-
reaktion handelt, wobei eine Interaktion von aktivierten dendritischen Zellen und
T-Lymphozyten zur Auslosung einer Th-1 vermittelten Entziindung fiihrt. In psoriatischen
Hautldsionen wurde eine erhdhte Anzahl an T-Lymphozyten, sowie dendritischen Zellen
und neurophilen Granulozyten beobachtet [BoNIFATI und AMEGLIO, 1999]. Zudem sezernieren
stimulierte Keratinozyten proinflammatorische Zytokine, INF-y (Interferon y), und
Transforming growth factor o (TGFa), die als Entziindungsmediatoren dienen. Neben der
Hyperproliferation und den bestehenden lokalen Entziindungsreaktion sind psoriatische
Plaques durch das Fehlen des Stratum granulosum, durch subkorneale Mikroabszesse und
durch eine verstirkte dermale Angiogenese charakterisiert [Ubersicht bei ALTMEYER und
BACHARACH-BUHLES, 2010].

Netherton Syndrom und Peeling Skin Syndrom

Netherton Syndrom und Peeling Skin Syndrom sind erbliche Hautkrankheiten, die zur
Gruppe der Ichthyosen gehoren. Der Begriff ,,Ichthyose leitet sich vom altgriechischen
ichthys, fiir Fisch, ab und heifit wortlich iibersetzt ,,Fischschuppenkrankheit”. Heutzutage ist
Ichthyose ein Uberbegriff fiir eine Vielzahl hereditirer Verhornungsstdrungen mit
unterschiedlichen genetischen Ursachen und variablem Erscheinungsbild. Die meisten
Ichthyosen bestehen lebenslidnglich und stellen, je nach Auspridgung, fiir die Betroffenen
schwere Erkrankungen dar.
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Das Netherton Syndrom (auch Cormél-Netherton Syndrom) ist eine seltene, autosomal
rezessive Genodermatose, die mit Verhornungsstorungen, Haarschaftanomalien und
Atopien kombiniert einhergeht. Die Inzindenz betrdgt 1 zu 200 000. Unmittelbar nach der
Geburt zeigt sich in den ersten Lebenswochen eine ichthyosiforme Erythrodermie
(kleinféormige Schuppung), was in schweren Fillen zu hypernatridmischer Dehydration,
Infektionen, Wachstumsretardierung und Nierenversagen fiihren kann. Die Erythrodermie
kann lebenslang bestehen oder entwickelt sich nach und nach in eine Ichtyosis linearis
circumflexa mit polyzyklisch wanderenden Plaques, die hdufig eine doppelkantige
Schuppung am Rand aufweisen. Nicht obligat, aber charakteristisch, ist der Haardefekt
Trichorrhexis invaginata, auch als Bambushaar bezeichnet, der aus voriibergehenden, aber
wiederkehrenden Defekten der Keratinisation herrithrt und zum leichten Abbrechen der
Haare fithren kann. Ahnlich wirken sich auch andere Haaranomalien, wie Pili torti und
Trichorrhexis nodosa, bei NS aus. Dariiberhinaus besteht eine atopische Diathese mit
deutlich erhohtem IgE Spiegel und Pridispositionen fiir Uberempfindlichkeitsreaktion wie
Heuschnupfen und Asthma [Ubersicht bei TRAUPE H., 1989; HOGER, 2007; NIRK Netzwerk Ichthyose].
Wie schon erwihnt steht NS in direktem Zusammenhang mit Mutation im LEKTI-kodieren-
den Gen SPINK5. Es wurden verschiedene Mutationen im SPINK5-Gen bei NS beschrieben,
die zu vorzeitigen Stop-Codons fiihren, was einen frithzeitigen Abbruch der Translation zur
Folge hat. Dadurch entsteht ein LEKTI-Mangel, der fiir Auspragung von NS entscheidend
iSt [SPRECHER et al., 2001; BITOUN et al., 2001, DESCARGUES et al., 2005).

Das Peeling Skin Syndrom ist ebenfalls eine seltene kongenitale ichthyosiforme
Dermatose, die sich in eine nicht-entziindliche (Typ A) und eine entziindliche (Typ B)
Variante unterteilt. Bei Typ A handelt es sich um eine nicht-entziindliche Form, die durch
eine wiederholte und spontane Ablosung des Stratum corneum charakterisiert ist. Besonders
hdufig sind die Extremitidten davon betroffen. Die mit der Geburt oder innerhalb der ersten
Lebensjahre beginnende Verhornungsanomalie, bleibt meist zeitlebens bestehen. Die
Ablosung der obersten Hautschicht kann in eignen Fillen symptomlos erfolgen, wéahrend es
von anderen Patienten als juckend oder brennend empfunden wird. Die entziindliche Form
des PSS zeichnet sich durch eine exfolative Erythrodermie aus und ist mit Wachstums-
storungen und stindigen Hautinfektionen verbunden. Histologisch ist die Epidermis
psoriasisformer ohne oder mit stark reduzierten Stratum granulosum und einer deutlichen
Hyperkeratose verbunden. Die Annahme, dass es sich beim PSS Typ B wahrscheinlich um
eine Variante des Netherton Syndroms handelt, geht auf Prof. Traupe vom NIRK-Netzwerk
zuriick. Jedoch liegen beiden Krankheiten, trotz der Ahnlichkeit in der phinotypischen
Ausbildung, unterschiedliche genetische Ursachen zugrunde [KOMATSU et al., 2006a]. So
fiihren CASSIDY und Mitarbeiter [2005] die Adhirenzdefiziens innerhalb des Stratum
corneums bei akralem PSS auf einen Mangel an Transglutaminase 5 zuriick, der durch
Mutationen im entsprechenden Gen 7GMS5 bedingt ist [Ubersicht bei ALTMEYER und
BACHARACH-BUHLES, 2010; NIRK Netzwerk Ichthyose].
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1.6 ZIELE

In der menschlichen Haut werden mehrere Kallikreine exprimiert die an verschiedenen
Aspekten der Hautphysiologie beteiligt sind und einen wichtigen Beitrag zum Erhalt ihrer
Barrierefunktion leisten. Eine Dysregulation dieser Serinproteinasen steht im
Zusammenhang mit einer Reihe entziindlicher Hautkrankheiten. Unter den endogenen
Kallikreininhibitoren ist insbesondere der Multidoménen-Serinproteinase-Inhibitor LEKTI
als Regulator der Kallikreinaktivitdt von Interesse, da ein durch Mutationen bedingter
LEKTI-Mangel ursédchlich fiir die Auspridgung der seltenen jedoch schweren Hautkrankheit
Netherton Syndrom ist. Bei Patienten mit Netherton Syndrom wurde eine erhohte
Trypsin-dhnliche Aktivitdt festgestellt, welche auf eine unzureichende Hemmung der
Kallikreine 5 und 7 zuriickgefiihrt wurde.

Um das regulatorische Zusammenspiel von Kallikreinen und LEKTI besser charakterisieren
zu konnen, war das Hauptziel dieser Arbeit die Durchfiihrung von in vitro Hemmtest mit den
in der Haut vorkommenden Kallikreinen und ausgewihlten LEKTI-Doménen. Dafiir sollten
sowohl die cDNA-Fragmente der LEKTI-Doméinen, wie auch der Kallikreine kloniert
werden und diese dann durch heterologe Expression rekombinant herzustellen. Um fiir die
Untersuchungen ausreichende Mengen an rekombinanten Proteinen zur Verfiigung zu
haben, war es erforderlich effiziente Expressions- und Reinigungsysteme zu etabliert, wobei
der Erhalt der biologischen Aktivitit besondere Prioritét hatte. Mit Hilfe chromogener
Peptid-Substrate sollten die hydrolytischen Eigenschaften der Kallikreine charakterisiert
werden. Anschlieend sollte auf diese Weise auch das Hemmpotential der LEKTI-Doménen
gegeniiber den Kallikreinen untersucht werden.

Im Mittelpunkt der Arbeit stand zundchst Kallikrein 11, da dieses zwar stark in der Haut
exprimiert wird, es aber bis dato keine Hinweise aus auf physiologische sowie pathologische
Funktion in der Haut existieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dem besseren Verstindnis der komplexen
Kallikrein/LEKTI-Interaktionen dienen und damit mittel- und langfristig zur Entwicklung
von Kallikreininhibitoren fiir die Therapie entziindlicher Hautkrankheiten beitragen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Alle im folgenden Kapitel verwendeten Medien, Puffer, Chemikalien und Gerdte sind
beziiglich ihrer Hersteller, Zusammensetzung und/oder Anfertigung im Anhang ausfiihrlich
aufgefiihrt.

2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Die meisten molekularbiologischen Methoden wurden in Anlehung an die Beschreibung von
SAMBROOK und Mitarbeitern [1989] durchgefiihrt, daher werden diese im Folgenden nur kurz
beschrieben.

2.1.1 AGAROSEGELELEKTROPHORESE ZUR DNA-AUFTRENNUNG

Zu praparativen und analytischen Zwecken wurden DNA-Fragmente nach ihrem Molekular-
gewicht in horizontalen, 1,0 - 1,7%igen (w/v) Agarose/1XTAE-Gelen aufgetrennt. Zur
Visualisierung der DNA unter UV-Licht wurde den Gelen vor der Polymerisierung 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid hinzugefiigt. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,2 Volumen 5x
DNA-Gelladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte mit TAE-Laufpuffer in Mini- oder
Midigelen bei 90V bzw. 110V in FElekrophoresekammern der Firma Biometra. Zur
Dokumentation der Gele wurde das Fotodokumentationsprogramm Argus X1 (Biostep
GmbH) genutzt. Zur Abschétzung der relative Grofle der DNA wurden die Molekularge-
wichtsstandards 100 bp (Roth), 1 kbp (Roth) oder Quantitas DNA Leiter (Biozym)
verwendet.

2.1.2 NUKLEINSAUREISOLIERUNG

Priparation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Samtliche Arbeiten mit RNA wurden mit sterilen, gestopften Pipettenspitzen sowie RNase
freien Losungen und Materialien durchgefiihrt. Aus den kultivierten Zelllinien HaCaT bzw.
CHO wurde die Gesamt-RNA mittels Peq-Gold RNAPure (Peqlab), All Prep RNA/Protein
Kit (Quiagen) oder SV Total RNA Isolation System (Promega) gemdfl den Angaben der
Hersteller isoliert. Bei Verwendung der Kits Peq-Gold RNAPure und All Prep RNA/Protein
Kit schloB sich ein DNase-Verdau mit dem Turbo DNA-free Kit (Ambion), nach dem
mitgelieferten Standardprotokoll, an. Pro 10 ug RNA wurden dabei 1 pl DNase eingesetzt.
Durch Gelelektrophorese wurde die RNA-Isolierung iiberpriift. Die RNA-Proben wurden
zundchst bei 65°C fiir 15 min inkubiert. Im Anschluss daran wurde zu einem Probenvolumen
von 2,5 ul jeweils 7,7 ul RotiLoad RNA (Roth) hinzugefiigt und das Probengemisch in die
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Ladetaschen eines 1,7%igen (w/v) Agarose/1x TAE-Geles pipettiert. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte wie unter 2.1.1 beschrieben. Die Reinheit und Konzentration der
RNA-Prézipitate wurde anschlieBend photometrisch bestimmt.

Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen erfolgte mittels Plasmid Mini-Prep-Kit
(Peqlab),Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) oder Prep Pro Plasmid Miniprep Kit (Biozym)
aus 1-5 ml iiNKultur nach dem jeweilige Protokoll des Herstellers. Die DNA-Konzentration
wurde spektralphotometrisch ermittelt.

Isolierung genomischer DNA aus P. methanolica

Die Praparation genomischer DNA wurde mit dem DNeasy-Tissue-Kit (Qiagen)
durchgefiihrt. Die Arbeiten erfolgten laut Protokoll des Herstellers. Die isolierte genomische
DNA wurde anschlieBend mittels PCR tiberpriift.

2.1.3 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Die Quantifizierung der Nukleinsduren erfolgte photometrisch durch Bestimmung der
Absorption bei einer Wellenlinge von 260 nm. Die Messung erfolgte mit dem NanoDrop ™
1000 (Thermo Fisher Scientific) mit automatischer Quantifizierung oder mit einem
Einstrahlphotometer Cadas 100 (Dr Lange), wobei UV-Einmal-Plastikkiivetten (Brand) mit
einer Schichtdicke (d) von 1 cm verwendet wurden. Dabei wurde zu Grunde gelegt, dass eine
Absorptionseinheit bei 260 nm (A260 = 1,0) einer dsDNA-Konzentration von 50 pg/ml,
einer ssDNA-Konzentration von 33 pg/ml bzw. einer RNA-Konzentration von 42 pg/ml
entspricht [SAMBROOK et al., 1989]. Der Grad der Reinheit kann photometrisch aus dem
Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm (A260/A280) bestimmt werden. Fiir die
weiteren Arbeiten wurden nur Proben verwendet bei denen dieser Quotient zwischen 1,5 und
2 lag.

2.1.4 PCR ANWENDUNGEN

Standard-PCR

Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) [MuLLs er al., 1986] dient der selektiven
exponentiellen Amplifikation definierter DNA-Sequenzen in vitro. Im Rahmen dieser Arbeit
fanden, in Abhéngigkeit des Versuches, verschiedene DNA-Templates, Oligonukleo-
tid-Primer, sowie DNA-Polymerasen Verwendung.Die Temperatur zur Oligonukleotidanla-
gerung wurde in Abhidngigkeit der Schmelztemperatur der Primer gewéhlt. Wenn nicht
anders erwdhnt wurde zur Amplifikation eine 7ag-Polymerase in einem Mastermix mit
dNTPs und dem entsprechenden Puffer der Firmen Promega, Quiagen oder Peqlab
verwendet. Die Polymerasen der verschiedenen Hersteller wurden als gleichwertig

25



Material und Methoden

angesehen. Die PCR-Reaktionen zur Amplifikation der Kallikrein-Konstrukte fiir die
Transformation von P. methanolica erfolgte mit Hilfe der Pfu-Polymerase (Peqlab). Das
Pro-hK11 3S/2AS-Konstrukt wurde mit KOD-Polymerase (Merck) amplifiziert.
Exemplarisch sind drei Standardreaktionsansétze (50ul) mit den verwendeten Polymerasen
angegeben.

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3

DNA-Template (1 - 500 ng/ul) 1 ul 1 ul 1l
Sense-Primer (10 pmol/ul ) 2 ul 2 ul 1,5 ul
Antisense-Primer (10 pmol/pul) 2 ul 2 ul 0,75 wl
Tag-Master Mix (0,05 U/ul 25 ul

Tagq-Polymerase, 0,4 mM

dNTP-Mix, Puffer)

KOD Hot Start DNA Polymerase 1l
(1,0 U/ul)

KOD-Master Mix 13 pl
Pfu-Polymerase (5 U/pl) 0,5 ul

dNTP-Mix ( 40 mM) 1ul

10x Pfu-Puffer Sul

ddH,0 ad 50 pl ad 50 pl ad 50 pl

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler GeneAmpPCR System 9700 (Applied
Biosystems) unter Verwendung variierender Programme. Die Synthesezeit richtete sich nach
der Lénge des herzustellenden DNA-Fragmentes. Ein typischer Ablauf erfolgte unter

folgenden Bedingungen:
Initiale Denaturierung 95 °C 120 s
Denaturierung 95 °C 20s

Oligonukleotidanlagerung 50°C-65°C 15-30s

Elongation 72 °C! 30-120s 20 - 40 Zyklen
End-Elongation 72 °C! 300 s
Reaktionsende 4°C

1) bei Verwendung von KOD-Polymerase 68°C
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Kolonie-PCR

Mit Hilfe der Kolonie-PCR konnten Transformanten ohne vorherige Plasmidisolierung auf
eine erfolgreiche Klonierung hin getestet werden. Bakterienkolonien dienten dabei als
Quelle fiir die Matrizen-DNA und wurden vorsichtig mit einem sterilen Zahnstocher von der
Platte genommen, auf einer neuen Selektivagarplatte vereinzelt und der Zahnstocher
anschliefend in ein mit 11 pl bidest. Wasser gefiilltes PCR-Reaktionsgefal iiberfiihrt. Die
Zellen wurden fiir 10 min bei 99°C aufgeschlossen Dann wurden die restlichen
Reaktionkompomenten hinzugegeben (sieche Standard PCR, die Hélfte des Ansatz 1). Als
Primer dienten der jeweilige fragmentspezifische Senseprimer (10 pmol/ul) und ein
vektorspezifischer Antisenseprimer (Invitrogen, nach Herstellerangabe). Die Amplifikation
erfolgte wie bei der Standard-PCR.

RT-PCR

Die reverse Transkription ist eine abgewandelte Form der PCR in deren Verlauf mit Hilfe des
retroviralen Enzyms Reverse-Transkriptase aus einer RNA komplementire DNA (cDNA)
generiert wird. Die ¢cDNA-Synthese erfolgte mit dem RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas Life Science) oder dem SuperScript First Strand Synthesis System
Kit (Invitrogen). Fiir einen 20 ul Ansatz wurde jeweils 2-5 ng Gesamt-RNA und 1-2pg
Oligo(dt)18-Primer in 12 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert und fiir 10 min bei 70°C
denaturiert. Das weitere Vorgehen erfolgte nach der Herstellerangabe. Die erhaltene cDNA
wurde mittels Standard-PCR mit dem Primerpaar b-Tubulin-1S/b-Tubulin-2AS iiberpriift.

Sequenzier-PCR

Fiir die Erzeugung von Kettenabbruchfragmenten zur Kapillarsequenzierung wurde das
DTCS-Quick Start-Kit (Beckmann-Coulter) verwendet. In Abhéngigkeit von der
DNA-Lange wurden zwischen 30 ng und 100 ng gereinigtes PCR-Fragment bzw. 400 ng
Plasmid als DNA-Matrize eingesetzt. Plasmide wurden zusitzlich fiir 10 min bei 85°C
denaturiert. In einen 10 ul Reaktionsansatz wurde 4 pl DTCS-Mastermix, 50 pmol Sense-
oder Antisenseprimer und bidest. Wasser zugegeben. Die Amplifikation erfolgte nach

folgenden Bedingungen:
Denaturierung 94 °C 30s
Oligonukleotidanlagerung 50 °C 30s
Elongation 60 °C 4 min 30 Zyklen
End-Elongation 60 °C 10 min
Reaktionsende 4°C
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Nach Abschlufl der PCR wurden alle Reaktionsansdtze durch DNA-Prézipitation aufgerei-
nigt.

2.1.5 REINIGUNG VON DNA

Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um die DNA wieder aus Agarosegelen zu isolieren und zu reinigen, wurden die Kits
NucleoSpin Kit (Macherey-Nagel) und QIAEX II Gel Extraction Kit (Quiagen) verwendet.
Nach Auftrennung der DNA durch Agarosegelelektrophorese, wurden die jeweiligen
Banden unter UV-Beleuchtung mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten, in ein Reaktions-
gefdl} tiberfiihrt und gewogen. Mit der ausgeschnittenen Bande wurde nach Herstelleranga-
ben weiter verfahren. Die Reinheit wurde per Agarosegelelektrophorese iiberpriift.

Aufeinigung von DNA iiber Silikagel

Zum Entsalzen der DNA und Abtrennung eingesetzter DNA-modifizierender Enzyme
wurden die Kits, NucleoTrap Kit (Macherey-Nagel) und MiniElute ™ Reaction Clean up Kit
(Qiagen) mit Silikagel nach Herstellerangaben verwendet.

Aufreinigung durch DNA-Prizipitation

Zur Féllung der DNA wurde der Reaktionsansatz mit bidest. Wasser auf 80 pl aufgefiillt und
anschlieBend 10 pl 3 M Natriumacetatlosung, pH 5,2 und 250 pl 96%igen Ethanol
zugegeben. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei -20°C wurde der Ansatz fiir 15 min bei 12
000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, das
DNA-Prézipitat zweimal mit 1 ml 70%igem Ethanol bei 12 000 x g fiir 10 min zentrifugie-
rend gewaschen und anschlieBend bei 37°C luftgetrocknet.

2.1.6 MODIFIKATION VON DNA

Restriktion

Zur Klonierung wurde sowohl der jeweilige Vektor pBADgIII, pMetaA oder pZeoSV2 wie
auch das entsprechende DNA-Fagment mit Restriktionsendonukleasen der Firmen
NEBioLabs oder Invitrogen hydrolysiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Restriktio-
nen in diversen Enzym-Kombinationen und unter variierenden Bedingungen durchgefiihrt.
Die Zusammensetzung der Reaktionsansitze richtete sich nach den vom Hersteller
angegebenen Vorschriften. Die Inkubation erfolgte in der Regel im Brutschrank bei 37°C fiir
3h. Eine gleichzeitige Restriktion der DNA mit unterschiedlichen Enzymen war moglich,
falls diese bei gleichen Pufferbedingungen aktiv waren. Anderfalls erfolgte der Verdau
nacheinander. Die DNA wurde nach jedem Inkubationsschritt gereinigt. Eine Agarosegel-
elektrophorese diente zur Kontrolle.
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Ligation mit T4-DNA-Ligase

Fiir die Ligation wurde das jeweilige DNA-Fragment in 2-5 molarem Uberschuss zum
Vektor mit Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen) im 10 ul Ansatz gemischt.
Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei RT und anschlieend iiN bei 4-8°C. Die so erhaltene
Plasmid-DNA wurde gereinigt und anschlieBend zur Transformation von E. coli-Zellen
eingesetzt.

Ligation mit Topoisomerase

Die Ligation der DNA-Fragmente mit dem pBAD/Thio-TOPO Vektor (Invitrogen) erfolgte
nach dem Protokoll des Herstellers.

Linearisierung der Plasmid-DNA

Zur Vorbereitung der Transformation der Hefe P. methanolica wurden, die nach Restriktions-
analysen ausgewdhlten Plasmide (8 pg), durch einen Verdau mit der Restriktionsendo-
nuklease Ascl (10 U, NEBioLabs) in entsprechendem Puffer linearisiert. Der Ansatz wurde
iiber Nacht bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert.

2.1.7 DNA-SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA erfolgte mit dem
8-Kapillar-Sequenzierer CEQ 8000 (Beckmann-Coulter). Da das Gerdt nach dem
Sanger-Prinzip arbeitet [SANGER et al., 1977], mussten alle Proben zuvor eine Sequenzier-PCR
mit nachgeschalteter DNA-Préizipitition (2.1.4 und 2.1.5) durchlaufen. Die eigentliche
Sequenzierung erfolgte automatisiert nach der Standardmethode LFR-1, jedoch ohne
vorangegangene Denaturierung durch den CEQ 8000. Die Auswertung der Fluoreszenz-
diagramme wurde mit der SEQ 8000 Genetic Analysis System-Software
(Beckmann-Coulter) durchgefiihrt.

Alternativ wurde die Sequenzierung von Plasmid-DNA von der Firma MWG durchgefiihrt.

2.2 TRANSFORMATIONSMETHODEN

Transformation von E. coli-Zellen

Nachdem die transformationskompetenten E. coli Top 10 oder XL2 blue Zellen leicht auf Eis
angetaut waren, wurden 5 pl des Ligationsansatzes zugegeben, vorsichtig gemischt und fiir
5 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fiir 30 s bei einer Temperatur von
42°C. Die Zellen wurden sofort wieder auf Eis iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 250 pl
vorgewarmtes S.0.C. Medium (Invitrogen) zugegeben und der Ansatz fiir 10 min bei 37°C
inkubiert. Dann erfolgte eine Inkubation bei 37°C schiittelnd bei 140 rpm. Auf selektiven
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LB-Platten mit Ampicillin (100 pg/ml) oder Zeocin (25 pg/ml) wurden nun jeweils 25 ul und
200 pl ausplattiert und die Platten iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Transformation von P. methanolica-Zellen

Nach Protokollangaben des P. methanolica Expressionskits (Invitrogen) wurden
elektrokompetente P. methanolica Hefezellen, der Stdmme PMADI16 und PMAD11 mit ca.
2 pg linearisierter Plasmid-DNA mittels Elektroporation transformiert. Die Elektroporation
erfolgte mit folgenden Einstellungen am EasyJecT Prima (EquiBio):

Spannung: 1800 V , Kapazitit: 50 uF , Widerstand:

Danach erfolgte das Ausplattieren von je 50 pl transformierter Hefesuspension auf 2
MD-Nihragarplatte. Die Platten wurden fiir 3 d bei einer Temperatur von 30°C inkubiert.

Transfektion von CHO-Zellen

Fiir die Transfektion der CHO-Zellen wurde das Roti-Fect PLUS (Roth) Transfektionsrea-
genz nach Herstellerangaben verwendet. In Zellkulturflaschen (25 cm?) wurden die Zellen
mit einer Dichte von 2,5-10° Zellen ausgesit und mit 5 ml frischem HAM's F12-Komplett-
medium fiir 24 h in Kultur gehalten. Ab einer Konfluenz von 50-90 % wurden diese mit 1x
PBS gewaschen und anschlieend mit einer Losung aus 5 pg Plasmid-DNA, 60 ul Roti-Fect
PLUS in ca. 5 ml HAM's F12-Medium mit 10% BS gleichmiBig iiberschichtet. Nach einer
Inkubation von 6 h bei 37°C wurde das Transfektionsmedium entfernt und durch 5 ml
frisches HAM's F12-Komplettmedium ersetzt. Die Zellkulturflaschen wurden erneut fiir 20
h bei 37°C inkubiert, bevor ein weiterer Medienwechsel mit zeozinhaltigem HAM's
F12-Komplettmedium erfolgte. Zur Selektion wurden die Zellkulturflaschen mit 0, 50, 250,
500, 750 und 1000 pg/ml Zeozin iiber fiinf Tage inkubiert. Als Negativkontrolle dienten
dabei untransfizierte CHO-Zellen.

2.3 MIKROBIOLOGISCHE ARBEITEN

2.3.1 E. cOLI-KULTUREN

Allgemeine Kulturbedingungen

RoutinemiBig erfolgte die Anzucht aller verwendeter E. coli-Zellen in LB-Fliissigmedium
bzw. auf LB-Agarplatten (Luria/Miller) aerob bei 37°C. Bei transformierten Klonen mit
(pBADgIIIA und ThioTopo) war zusitzlich 100 pg/ml Ampicillin enthalten. Bei Klonen die
mit ZeoSV2 transformiert waren, wurde LB-Medium/LB-Agarplatten (Lennox) mit 25
ng/ml Zeocin verwendet. Fliissigkulturen wurden bei 140 rpm schiittelnt inkubiert. Von
positiven Klonen wurde fiir die Konservierung iiber ldngere Zeitrdume Aliquots mit 30%
Glycerin hergestellt und bei -80°C eingefroren.
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Herstellung kompetenter E. coli XL2 blue-Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli XL2 blue-Zellen kam die PEG-Methode zum Einsatz
[NISHIMURA et al., 1990]. Eine E. coli-iN-Kultur wurde mit Medium A 1:100 verdiinnt und bis
zu einer ODg( von 0,5 schiittelnt inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen 10 min auf
Eis inkubiert und dann fiir 10 min bei 2 000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde in 0,01 Volumen eiskaltem Medium A resuspendiert und tropfenweise mit 0,05
Volumen Medium B vermischt, aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Expression der LEKTI-Domiinen

Die rekombinaten LEKTI-Doménen wurden mit Hilfe des Vektors pBAD/Thio-TOPO bzw
pBADgIIIA exprimiert. In Ampicillin-haltigem (100 pg/ml) LB-Medium wurden
iN-Kulturen aus einzelnen Bakterienklonen bis zu einer ODg( = 1-2 inkubiert. Anschlie-
end wurden die Expressionsansétze mit der iiN-Vorkultur (1:100 Verdiinnung) beimpft. Die
Zellen wurden bei einer ODg(y = 0,5-0,6 durch Zugabe von Arabinose induziert und
anschlieBend weiter inkultiviert. Um die optimalen Bedingungen fiir die Expression zu
erhalten, wurden Versuche unter Variation der Arabinosekonzentration (0,002-0,2%),
Induktionsdauer (4-24 h) und Induktionstemperatur (RT und 37°C) gemacht. Als Grundlage
fiir die verdanderlichen Parameter wurden die Herstellerangaben des pBAD/glII A, B, and C
Expressionskits (Invitrogen) genommen.

2.3.2 P METHANOLICA-KULTUREN

Die folgenden Protokolle sind im Wesentlichen dem Handbuch des Pichia Expression Kits
(Invitrogen) entnommen.

Allgemeine Kulturbedingungen

Die routineméfige Anzucht erfolgte in YPAD-Fliissigmedium bzw. YPAD-Agarplatten bei
30°C. Nach Transformation wurden die Hefeklone auf Adenin-freiem Minimalmedium,
MD-Agarplatten, selektiert. Die weitere Kultivierung der P. methanolica-Klone erfolgte in
MD-Fliissigmedium bei 30°C und 220 rpm. Zur Langzeitaufbewahrung wurden Aliquots mit
15% Glycerin bei -80°C eingefroren.

Herstellung kompetenter Hefezellen

Die Herstellung kompetenter P. methanolica-Zellen der Stimme pMADI11 und pMADI16
erfolgte nach der im Handbuch des Pichia Expression Kits (Invitrogen) beschriebenen
Methode.
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Expression der Kallikreine

Die rekombinaten Kallikreine wurden mit Hilfe des Vektors pMETaA exprimiert und
anschlieBend ins Medium sekretiert. Dazu wurde BMDY-Medium mit einzelnen Hefekolo-
nien, von MD-Selektionsagar, beimpft und bei 30°C und 220 rpm im Schiittler {iber Nacht
inkubiert. Diese Vorkulturen wurden zum Beimpfen der Expressionsansitze
BMDY-Medium mit Zusatz von 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin in Erlenmeyer-Kolben
verwendet. Zur Optimierung der Kallikreinexpression wurden die im Handbuch des Pichia
Expression Kits (Invitrogen) angegebenen Bedingungen variiert und einzeln oder in
verschiedenen Kombinatationen getestet:

» Sauerstoff-Eintrag: durch Verwendung von Erlenmeyerkolben mit oder ohne Schi-
kanen

 Induktionszeitpunkt: MeOH-Zugabe nach vollstindigem Glukoseverbrauch oder
bei einer Restglukosekonzentration von 2 g/l

 Induktionsart: abzentrifugieren der Zellen und resuspendieren in BMMY-Medium
oder supplementieren des alten Mediums mit MeOH (Endkonzentration 0,5% (v/v))

* Induktionsdauer: 3-5 d

* Methanolzugabe: alle 24 h 0,1 Volumen 5%igen MeOH oder nach Bedarf einstellen
auf eine Endkonzentration von 0,5% (v/v)

Der Verbrauch der Glukose- und Methanolkonzentration wurde mit dem YSI 2700 Select
(YSI Incorporated) unter Verwendung entsprechender Messzellen nachvollzogen. Zur
Ermittlung der Methanolkonzentration wurde eine Ethanolmesszelle verwendet. In Vorver-
suchen mittels einer Methanolverdiinnungsreihe wurde eine Kalibrierfunktion erstellt. Die
Methanolkonzentration wurde bei allen Messungen mit Hilfe der nachfolgenden Formel
(Kalibrierfunktion) berechnet.

€ Methanol — 0,22 CEthanol™ 0,028

Overlay-Assay

Einzelkolonien wurden von einer MD-Agarplatten auf eine MM-Agarplatten {ibertragen und
kultiviert. Auf die MM-Argarplatte wurde eine PVDF-Membran (Roth) gelegt und diese
dann weitere 3 d bei 30 °C inkubiert. Zur ausreichenden Versorgung der Zellen mit MeOH
wurde tdglich 1 ml 100% MeOH in den Deckel der umgedrehten Kulturplatte gegeben. Die
anschliefende Immunodetektion erfolgte analog zum Western Blot (siehe 2.5.3).

In situ-Zymographie mit Proteinase-Indikator-Platten

Die Hefeklone wurden auf MM-Agarplatten, die 1% (w/v) Magermilchpulver als Proteinase-
substrat enthielten, ausgestrichen. Die Platten wurden anschlieBend fiir 9 d, bei tiglicher
Zugabe von 1 ml 100% MeOH (in den Deckel der umgedrehten Kulturplatte), inkubiert.
Proteinaseaktivitét fithrt zur Entstehung klarer Hofe um die Hefekolonien. Zur besseren
Visualisierung wurden die Hefekolonien mit dest. Wasser abgespiilt, die Platten 2 min mit
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Coomassie Brilliant Blau-Farbelosung and anschlieBend mit Entfarbe-Losung schiittelnd
inkubiert.

2.4 ZELLKULTURARBEITEN

Allgemeine Zellkulturtechniken

Im Rahmen der Arbeit wurden die Zelllinie CHO (Chinese-Hamster-Ovarialzellen) [Kao und
PuUCK, 1968], fiir die Transfektion mit dem Vektor pZeoSV2 und die Expression von Pro-hK11
sowie die humanen Keratinozytenzellinie HaCaT [Boukamp ez al., 1988] als mRNA-Quelle fiir
die cDNA-Synthese verwendet.

Samtliche Arbeiten erfolgten nach den von LINDL [2002] publizierten Empfehlungen fiir den
Umgang mit eukaryotischen Zellen.

Die Kultivierung der HaCaT-Zellen erfolgte in Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM)
dem 10% Rinderserum (BS) und 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden.
CHO-Zellen wurden in Ham's F12 mit 10 % BS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Bei transfizierten CHO-Zellen wurde dem Medium als Antibiotikum 250 pg/ml Zeocin
zugegeben. Die verwendeten Zelllinien wuchsen als adhidrente Monolayer und wurden in
25cm? bzw. 75 cm? Kulturflaschen bei 37°C in mit Wasserdampf geséttigter Luft und 5 %
CO, im Brutschrank CB 150 (Memmert) inkubiert, mindestens zweimal wochentlich mit
frischen Medium versorgt und nach Bedarf mit 0,25%igem Trypsin-EDTA abgelost und
verdiinnt neu ausgesdt. Die Zellzahl wurde in einer Zdhlkammer nach Neubauer (LO
Laboroptik) bestimmt und dabei die Vitalitit der Zellen mittels Trypanblaufiarbung [LinoL
2002] Uberpriift. Die Langzeitaufbewahrung der Zelllinien erfolgte in entsprechendem
Medium mit 10% DMSO in fliissigem Stickstoff.

Expression von hK11 in CHO-Zellen

Die heterologe Expression von Pro-hK11 erfolgte sekretorisch mit Hilfe des Vektors
pZeoSV2. 1,5-10% transfizierte CHO-Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesét
und mit 15 ml HAM's F12-Medium mit Zusatz von 10% BS iiber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zwei mal mit PBS gewaschen und fiir 24 h in 8§ ml
serumfreien Medium kultiviert.
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2.5 ARBEITEN AUF PROTEINEBENE

2.5.1 PROBENAUFBEREITUNG

Zellaufschluf

Da die verwendeten E. coli-Expressionssysteme nur eine intrazelluldre Proteinproduktion
ermOglichen, war es nétig, die Bakterien-Zellen aufzuschlieBen. Dafiir wurde die Bakterien-
suspension fiir 20 min bei 1 500 x g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert oder direkt im Puffer resuspendiert. Als Puffer wurden die
jeweiligen fiir die nachfolgende Aufreinigung verwendeten Bindungspuffer mit Zusatz von
4 mg/ml Lysozym und 25 mM Magnesiumchlorid verwendet. Das Gemisch wurde 30 min
bei RT inkubiert und anschlieBend mechanisch aufgeschlossen. Alle weiteren Arbeiten
fanden auf Eis bzw. bei 4°C statt. Mittels Ultra-Turrax T18 basic (IKA) wurde die
Suspension 4-5 mal fiir je 30 s bei 18000 m’! homogenisiert. Alternativ erfolgte der
ZellaufschluB sonographisch mit dem Sonopuls (Brandelin) durch 5-6 Zyklen von 10 s
Beschallung und 30 s Abkiihlphase. Zum Abtrennen von Zelltriimmer erfolgte eine
Zentrifugation bei 1 500 x g fiir 15 min. Der erhaltene Uberstand stand fiir weitere Analysen
bzw. fiir die chromatografische Aufreinigung zur Verfiigung.

Konzentrierung zellfeier Kulturiiberstinde durch Ultrazentrifugation

Die P. methanolica-Kulturen wurden bei 2 500 x g zentrifugiert und der zellfreie Kulturiiber-
stand weiter verwendet. Der CHO-Medieniiberstainde wurde durch Sterilfiltration (0,22 um)
von restlichen Zellen und Zelltrimmern befreit. Die Konzentrierung der Kulturiiberstinde
erfolgte mittels Centricon, Ultrafiltrationseinheiten (Millipore Corporation) mit einer
Ausschlussgrenze von 3 kDa, durch Zentrifugation bei 2 500 x g und 4°C.

Aktivierung der Pro-Kallikreine durch Thermolysin

Um die Pro-Kallikreine in ihre aktive Form zu {iiberfiihren, wurde jeweils pro 100 pl
Kulturiiberstand bzw. pro 10 pg gereinigtem Pro-hK11 1 pg Thermolysin sowie CaCl,
(Endkonzentration 1 mM) zugegeben und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von
EDTA (Endkonzentration 10 mM) wurde die Reaktion gestoppt.

2.5.2 PROTEINAUFREINIGUNG

Im Nachfolgenden werden nur die Chromatographiemethoden beschrieben die letztlich zur
Aufreinigung der heterolog iiberexprimierten Proteine aus E. coli-Lysat bzw. aus P
methanolica- und CHO-Kulturiiberstdnden verwendet wurden. Optimierungsschritte sowie
nicht weiter verfolgte Chromatographiemethoden werden nicht aufgefiihrt. Als Chromato-
graphiesystem diente die FPLC-Anlage AKTAprime plus (GE-Haelthcare).

34



Material und Methoden

Die Aufzeichnung und Dokumentation der durchgefiihrten Versuche erfolgte unter
Verwendung der Software PrimeView 5.0 (GE-Haelthcare).

Ni2+-Afﬁnitﬁtschr0matographie

Zur Isolierung der rekombienanten Proteine mit Hexa-Histidin-Fusionsanteil wurde eine 1ml
HisTrap FF crude Saule (GE Healthcare) genutzt. Die Siule wurde mit Bindungspuffer
(20mM Natriumphosphat-Puffer, 0,5 M NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,5) dquilibriert. Nach
Applikation von 5 ml Proteinsupension (bei Kulturiiberstinden 1:2 mit Bindungspuffer
gemischt) wurde die Sdule mit Bindungspuffer gewaschen. Die Proteine wurden durch
Imidazolstufenelution von der Sdule gelost. Der Elutionspuffer (20 mM
Natriumphosphat-Puffer, 0,5 M NaCl, pH 7,5) enthielt 0,25 M Imidazol fiir die
LEKTI-Doménen bzw. 0,5M Imidazol fiir Pro-hK11. Die Flussrate betrug 1 ml/min.

Kationenaustauschchromatographie

Als Séule wurde der starke Kationenaustauscher HiTrap SP XL (GE Healthcare) verwendet.
Die Sdule wurde mit Natriumphosphat-Bindungspuffer dquilibriert. Danach erfolgte die
Applikation der Proteinsuspension und das Waschen der Sdule mit Bindungspuffer. Die
Proteinelution erfolgte im Gradientenverfahren mit steigender NaCl,-Konzentration. Die
FluBrate betrug 1 ml/min. Bei der Isolierung der LD7/8 aus 5 ml E. coli-Lysat wurde als
Bindungspuffer 20 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 5,5 verwendet. Die maximale
Salzkonzentration bei der Elution betrug 1 M NaCl. Fiir die Aufreinigung von Pro-hK11
wurden 25 ml CHO-Kultivierungsiiberstand zusammen mit 25 ml Bindungspuffer auf die
Sdule aufgetragen. Der Bindungspuffer bestand aus 50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 5,5.
Die maximale Salzkonzentration bei der Elution betrug 0,5 M NaCl.

2.5.3 PROTEINDETEKTION

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes erfolgte unter Verwendung der Methode nach
BRADFORD [1976] mit Hilfe des Bradford-Reagenz Roti-Nanoquant bzw. Roti-Quant
universal (Roth) laut den Anweisungen des Herstellers.

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden mittels SDS-PAGE unter Verwendung der Methode nach
LAEMMLI [1970] analysiert. Die Auftrennung erfolgte in 14%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen
mittels Vertikalelektrophorese in der Aparatur X-Cell sure Lock (Invitrogen). Die
Proteinproben wurden zu gleichen Teilen mit 2fach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer
versetzt, fiir 10 Minuten bei 99°C denaturiert, und anschlieBend auf Eis abgekiihlt.
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Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V durchgefiihrt (Elektrodenpuffer:
25mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS). Zur Abschétzung des Molekulargewichts
diente der Proteinmarker Broad Range P7708S (NEBioLabs).

Zymographie

Bei der Zymographie handelt es sich um eine Spezialform der SDS-PAGE unter
nicht-reduzierenden Bedingungen [HEUSSEN und DOWDLE, 1980; KLEINER und STETLER-STEVENSON,
1994]. Im Trenngel war zusdtzlich 0,01% Trockenmilch als Enzym-Substrat enthalten. Die
Proben wurden vor dem Auftragen zu gleichen Teilen mit Zymographie-Probenpuffer
versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die
Gele fiir 1h in Triton X-100haltigem Renaturierungspuffer und anschlieend iN bei 37°C in
Inkubationspuffer inkubiert. Die Detektion der Aktivitdt erfolgte durch Coomassie-Féarbung.

Protein-Firbung mit Coomassie Brilliant Blau

Fiir das Anféarben der Proteine wurden die Gele iN in Coomassie Brilliant Blau Féarbelsung
schiittelnd inkubiert und anschlieBend bis zum gewiinschten Kontrast mit Entfarbe-Losung
gewaschen.

Protein-Fiarbung mit Silbernitrat

Die Silberfarbung wurde mit dem Roti-Black N Kit (Roth) nach Herstellerangaben mit dem
Protokoll fiir "freie PAA -Gele" durchgefiihrt.

Westen-Blot und Immunodetektion

Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe des XCell II™ Blot
Modul (Invitrogen) fiir 90 min bei 15 Volt auf eine PVDF-Membran (Roth) transferriert. Die
Membran wurde auf eine, dem SDS-PAA-Gel angepassten Grofie, zugeschnitten, fiir 30 s in
MeOH inkubiert. Alle Bestandteile wurden mit Transferpuffer dquilibriert. Zum Zusammen-
bau des Blots wurde ein Blotting-Pad (Invitrogen) sowie mind. zwei Lagen Filterpapier
(3mm, Whatman) auf die Anode gelegt. Darauf wurden luftblasenfrei die PVDF-Membran,
das SDS-PAA-Gel und weitere mind. zwei Lagen Filterpapier und Blotting-Pad als
Verbindung zur Kathode geschichtet.

Die geblottete Membran wurde zur Absittigung freier Bindungsstellen mit 3%iger
Magermilchlosung (w/v) in PBS (Gibco Life Technologies) schiittelnd iiber Nacht inkubiert
und anschlieBend fiir je 10 min mit PBS und PBS mit 0,05% Tween 20 gewaschen. Danach
wurde die Membran mit den in PBS mit 1% (w/v) Magermilchpulver verdiinnten
Primir-Antikorpern (nach jeweiligen Herstellerangaben) 2 h bis iiN inkubiert. Nach einem
weiteren  Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem Sekundérantikdrper
Ziege-Anti-Kaninchen IgG mit alkalischer Phosphatase (2mg/ml) (Molecular Probes)
schiittelnd in PBS-Puffer mit 1% (w/v) Magermilchpulver in der Verdiinnug 1:500 fiir 1-2 h.
Die Membran wurde danach erneut, einmal mit PBS und einmal mit TBS-Puftfer pH 9,0 fiir
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10 min gewaschen. AbschlieBend wurde die Membran in 10 ml TBS-Puffer pH 9,0, 66ul
NBT (50mg/ml) und 33ul BCIP (50mg/ml) inkubiert, bis eine Farbung zu erkennen war. Um
die Reaktion zu stoppen wurde fiir 30 min mit dest. Wasser gespiilt.

2.6 ENZYMKINETISCHE UNTERSUCHUNGEN

2.6.1 AKTIVITATSBESTIMMUNG DER KALLIKREINE

Die Quantifizierung der enzymatischen Aktivitdt der heterolog exprimierten Kallikreine
erfolgte durch Aktivititsbestimmungen unter Verwendung der chromogenen Substrate:
S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA), S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA), S2251
(H-D-Val-Leu-Lys-pNA) und S2586 (MeO-Suc-Arg-Pro-Try-pNA) von Chromogenix. Bei
der Hydrolyse der Peptidbindung entsteht p-Nitroanilin, welches bei einer Wellenlédnge von
405 nm spektralphotometrisch detektiert werden kann. Die zeitliche Zunahme der Absorpti-
onsinderung (DA/Dt [min'l]) ist somit ein MaB fiir die Proteinaseaktivitit. Ein Standardmes-
sansatz (100 pl) bestand aus 50 ul Reaktionspuffer, 25 pl Substrat und 25 pl (konzentriertem)
Kulturiiberstand. Die jeweiligen genauen Bedingungen (Pufferzusammensetztung, Substrat-
konzentration, Enzymkonzentration) sind den entsprechenden Punkten im Ergebnis Teil zu
entnehmen. Wenn nicht anderes erwihnt, fanden alle Messungen im Einstrahlphotometer
Cadas 100 (Dr Lange), unter Verwendung einer Mikro-Einmal-Plastikkiivetten (Brand) mit
einer Schichtdicke von 1 cm bei RT statt. Zum besseren Vergleich wurden die Ergebnisse als
Volumenaktivitidt angegeben und auf die unkonzentrierten Kulturiiberstinde bezogen. Ein
katal (kat) entspricht dabei der Enzymmenge, die unter den verwendeten Parametern
benétigt wird, um ein Mol p-Nitroanilin pro Sekunde freizusetzen. Die Berechnung der
Volumenaktivitit (uyerfolgte nach der Formel:

u-AA4

Ly kal]= ==

u = Gesamtvolumen des Messansatzes
w = Ausgangsvolumen der Enzymlosung
d = Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

& = molare Absorptionskoeffizient (9450 | mol-1 cm-1)
A = Absorption

2.6.2 BESTIMMUNG DER KINETISCHEN PARAMETER

Fiir die Ermittlung der kinetischen Parameter wurden von jeweils 200 ng aufgereinigtem und
aktiviertem hK11 bzw. hK7-Inkubationen (siehe unten) mit verschiedenen Substratkonzen-
trationen in Mikrotiterplatten bei 37°C im Plattenreader Infinite M 200 (Tecan) oder Synergy
2 (BioTek) die Absorptiondnderung bei 405 nm iiber die Zeit bestimmt. Die Ermittlung der
Parameter K, und V., erfolgte graphisch nach der Methode von HANES [1932], wobei der
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Quotient Substratkonzentration/Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration
aufgetragen wurde. Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Abzissenachse

entspricht dem negativen K, -Wert und der Anstieg der Geraden dem reziproken V ., -Wert.

max
Die Reaktionsgeschwindigkeit (v) wurde zuvor nach folgender Formel berechnet.

— M
d-e
Mit den ermittelten Parametern wurden dann die katalytische Konstante (Wechselzahl)
Keat™Vmax/ CEnzym und die Spezifittskonstante K, /K, berechnet.

Enzyminkubation hK11 hK?7
Enzymkonzentartion 200 ng 100 ng
Substrat S2288 S2586
Reaktionspuffer 20 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8
10 mM EDTA; 0,01% Tween 20;
pH 7,5

2.6.3 INHIBITIONSUNTERSUCHUNGEN

Hemmung der Trypsinaktivitit

Zur Bestimmung der Hemmaktivitit wurden 100 ng/ml Trypsin im Reaktionspuffer
(Endkonzentration: 80 mM Tris-HCI, 80 mM NaCl, pH 8) mit 2,3 mM S2288 und steigender
Inhibitorkonzentration bei 37°C inkubiert und die Absorption jede Minute iiber einen
Zeitraum von 20 min gemessen. Die Messung erfolgte im Plattenreader Infinite M 200
(Tecan) oder in einer temperierbaren Mikro-Quarzkiivette im Photometer (Cadas 100). Die
Absorptionszunahme je Zeiteinheit (DA/Dt) ohne Zugabe eines Inhibitors stellt die 100%ige
Proteinaseaktivitdt dar. Alle anderen Aktivititen wurden zu diesem Wert ins Verhiltnis
gesetzt.

Hemmung der Kallikreinaktivit

Die Untersuchungen zur Inhibition von hK5- und hK7 in P. methanolica Kulturiiberstinden
fanden mit den unter Punkt 2.6.1 beschriebenen Bedingungen statt. Der Kulturiiberstand,
wurde 1:2 mit Reaktionpuffer (Endkonzentration im Ansatz: hK5: 50 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, pH8; hK7: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8) gemischt, Substrat (hK5 S2288;
hK7 S2586) mit einer Endkonzentration von 2,3 mM und Inhibitor in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben und wie oben beschrieben gemessen und ausgewertet.
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Bestimmung der I1C5, und K;-Werte

Fiir die Aktivititshemmung von gereinigtem und aktiviertem hK11 aus CHO-Zellen und
hK7 aus E. coli wurden die kinetischen Parameter ICsy und K; bestimmt. Zur Ermittlung des
IC5o-Wertes wurden Enzyminkubationen mit konstanter Substratkonzentration (2,3 mM)
und steigender Inhibitorkonzentration mit den unter Punkt 2.6.2 angebenenen Bedingungen
durchgefiihrt. Die prozentuale Restaktivitidt bezogen auf den Ansatz ohne Inhibitor wurde
gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen und der ICsy-Wert durch nicht lineare
Regression bestimmt. Aus den K, -Werten und den 1C5-Werten wurde die Dissoziations-
konstante (K;), entsprechend der Gleichung von CHENG und PRUSOFF [1973] berechnet:

_ 1Cy,
T

S=Substratkonzentration

Zusitzlich wurde die Reaktionsgeschwindigkeit der Ansitze bei verschiedenen Substratkon-
zentrationen bestimmt und diese reziprok gegen die Inhibitorkonzentration im
Dixon-Diagramm aufgetragen [Dixon, 1953]. Der negative K;-Wert enspricht dem
Schnittpunkt der Geraden.

2.7 BERECHNUNGEN

Die Signifikanz wurde unter Verwendung des Student’s-t-Test fiir unverbundene Stich-
proben berechnet. Als signifikant verschieden gelten Werte mit p < 0,05.

Berechnungen zu proteinbiochemischen Eigenschaften, wie Molekulargewicht und
isoelektrischer Punkt, erfolgten anhand der Aminosduresequenz mit dem Programm
VectorNTI, Version 10 von Invitrogen.
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3 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit sollten die in der menschlichen Haut vorkommenden Kallikreine
5,7, 8, 11 und 14, sowie verschiedene Dominen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI
rekombinat produziert werden. Das iibergeordnete Ziel war die Durchfiihrung von
Hemmversuchen mit LEKTI-Doméinen und den verschiedenen Kallikreinen, wodurch
weitere Einblicke in die Interaktion dieser beiden, an der Physiologie und Pathophysiologie
der Haut essentiell beteiligten Proteine erhalten werden sollten. Besonderes Augenmerk lag
dabei auf hK11, welches zwar stark in der Haut exprimiert wird, dessen biologische
Bedeutung jedoch noch weitgehen unklar ist.

3.1 HETEROLOGE EXPRESSION VON LEKTI-DOMANEN IN E. COLI

Um Untersuchungen zur Kallikrein-LEKTI-Interaktion vornehmen zu kdnnen, wurden im
Verlauf dieser Arbeit eine Vielzahl verschiedener LEK TI-Doménen und Kombinationen von
LEKTI-Dominen rekombinant hergestellt. Zugunsten der Ubersichtlichkeit werden im
Nachfolgenden nur die Ergebnisse der letztlich verwendeten LEKTI-Doménen aufgefiihrt.

3.1.1 SYNTHESE UND KLONIERUNG DER LEKTI-CDNA

Als Basis fiir die Amplifikation diente cDNA aus humaner Haut, die von der Firma
Invitrogen bezogen wurde. Die relevanten cDNA-Fragmente wurden mit Hilfe spezifischer
Primer (Tabelle 3-1) und Tag-Polymerase ( 2.1.4, Ansatz 1) amplifiziert. Es wurde auch ein
cDNA-Fragment erzeugt, das die Konsensussequenz der Doménen 4 bis 12 codiert. Die
gereinigten PCR-Produkte der LEKTI-Doménen 6 und 7-8 wurden unter Verwendung der
Ncol- und Xbal-Restriktionsenzyme in den Vektor pBAD/gIIIA kloniert. Dieser von
pBR322-Plasmid abgeleitete Vektor ermoglicht durch die Genlll-Signalsequenz, die
Sekretion der rekombinanten Proteine in den periplasmatischen Raum [BOEKE ez al., 1982]. Der
Vektor verfiigt iiber den arabinoseinduzierbaren Promotor araBAD sowie iiber ein Ampicil-
linresistenz-Gen. Durch Verwendung eines Antisense-Primers ohne Stop-Sequenz wurden
am C-Terminus von LD6 die vektorkodierten Sequenzen fiir ein myc-Epitop und einen
Hexa-Histidin-tag  (His6-tag) angefiigt. Alle weiteren cDNA-Fragmente der
LEKTI-Doménen wurden direkt in den Vektor pBAD/Thio-TOPO ligiert. Die kovalent
gebundene Topoisomerase I ermoglicht eine schnelle und einfache Ligation von den mit
Tag-Polymerase amplifizierten PCR-Produkten mit dem Vektor. Weiterhin besitzt der
Vektor ebenfalls ein Ampicillinrestistenz-Gen. Die rekombinanten Proteine waren
N-terminal mit Thioredoxin und C-terminal mit einem V5-Epitop und einem His6-tag fusio-
niert.
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Thioredoxin bewirkt eine erhohte Translationseffizienz sowie eine Zunahme der Loslichkeit
der rekombinanten Proteine und wirkt damit der Bildung unloslicher Proteinaggregate
(inclusion bodies) entgegen. Die Fusionierung mit dem V5-Epitop und His6-tag ermoglicht
eine spitere Reinigung der Expressionsprodukte iiber Ni2+—Afﬁnitéitschromatographie sowie
den Nachweis der Proteine, da keine spezifischen Antikorper fiir die einzelnen Doménen zur
Verfiigung standen.

Die generierten Expressionsplasmide wurden zur Transformation der E. coli-Stimme XL2
blue bzw. Top10 verwendet. Der Nachweis der erfolgreichen Transformation erfolgte durch
Selektion auf ampicillinhaltigen Agarplatten und anschlieender Kolonie-PCR der erhal-
tenen Klone. Die als positiv identifizierten Klone wurden im Anschluss sequenziert um
Mutationen auszuschlieBBen.

Tabelle 3-1: Zusammenstellung der klonierten und zur Transformation von E. coli
eingesetzten cDNAs der LEKTI-Domiinen

zur Amplifikation der cDNA
- verwendete Primerkombina- . transformierter
LEKTI-Doméne(n) . Expressionsvektor .
tion E. coli-Stamm
Sense-/Antisense-Primer
4 LD4-1S/LD4-3AS pBAD/Thio-TOPO TOP10
6 LD6FM-1S/LD6FM-3AS pBAD/gIIIA TOP10
7-8 MALD7-3S/MALDS-7AS pBAD/glIIA TOP10
8 LD8-1S/LD8-3AS pBAD/Thio-TOPO XL2 blue
8-9 LD8-1S/LEKTID9-2AS pBAD/Thio-TOPO XL2 blue
9 LEKTID9-1S/LEKTID2-2AS | pBAD/Thio-TOPO XL2 blue
11 LEKTID11-3S/LEKTID11-4AS | pBAD/Thio-TOPO TOP10
LEKTI6JL-1S/LEKTI6JL-2AS
LEKTI6JL-1S/LEKTI6JILMM-7AS .
Konsensus LEKTIOILMT-SS/LEKTIGNL2AS pBAD/Thio-TOPO TOP10
LEKTI6JL-1S/LEKTI6JL-2AS

3.1.2 HETEROLOGE EXPRESSION DIVERSER LEKTI-DOMANEN IN E. COLI

Die heterologe Expression der LEKTI-Doménen erfolgte durch E. coli in ampicillinhaltigem
LB-Medium nach Induktion durch Arabinose. In ergénzenden Versuchen wurde als optimale
Arabinosekonzentration fiir die Induktion 0,02% (w/v) ermittelt. Zusitzlich wurde abwei-
chend von der Herstellerangabe die Syntheserate durch Reduktion der Kultivierungstempe-
ratur nach der Induktion auf 25°C herabgesetzt, was der Proteinfehlfaltung und Bildung von
inclusion bodies entgegenwirken sollte. Die Ausbeute an rekombinantem Protein betrug
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maximal 50 mg/l Kultur. Die Reinigung, der mit His6-tag fusionierten LEKTI-Doménen,
erfolgte durch Ni2+-Afﬁnitéitschromatographie mit einem Imidazol-Stufengradienten. Die
gereinigten Proteine wurden anschlieBend durch Ultrazentrifugation entsalzt und konzen-
triert. Eine Ausnahme bildeten die zusammenhidngenden Domidnen 7-8, welche ohne
His6-tag vorlagen und daher iiber Kationenaustauschchromatographie aus dem Zelllysat
isoliert wurden. Die Optimierung der chromatographischen Reinigung ist in der Bachelor-
arbeit von HANEL [2009] ausfiihrlich beschrieben.

Die Detektion der LEKTI-Doménen erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot Analysen
(Abb.: 3-1).

Coomassie-Fiarbung Western Blot
M LD9 LD8 LD8-9 LD7-8 LD6

" LD4 LD6 LD9 LD11 Konsensus
) o
5- Nt . : :
—

Abbildung 3-1. Expression der LEKTI-Domiinen in E. coli. Die Proteine wurden nach der chro-
matographischen Reinigung in einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und mit Coomassie angeférbt oder
durch Western Blot und Immunodetektion mit dem Sekundarantikérper Anti-Histidin-IgG detek-
tiert.

Fir LD6 wird eine temporire inhibitorische Wirkung gegeniiber Trypsin beschrieben
[MAGERT et al., 2002]. Um die Funktionalitit der in E. coli exprimierten rekombinanten
LEKTI-Doménen zu liberpriifen, wurden in Anlehung an die von EGELRUD und Mitarbeitern
[2005] beschrieben Testbedingungen Trypsininhibitionsuntersuchungen mit LD6 durchge-
filhrt. Zur Bestimmung der Trypsinaktivitdt wurde das synthetische Peptidsubstrat S2288
(H-D-Ile-Pro-Arg-pNA) verwendet. Durch Hydrolyse der Peptidbindung entsteht p-Nitro-
anilin, das bei einer Wellenldnge von 405 nm detektiert werden kann. Die zeitliche Zunahme
der Absorption korreliert dabei mit der Enzymaktivitdt. Trypsin mit einer Konzentration von
100 ng/ml wurde in Reaktionspuffer (Endkonzentration: 80 mM Tris-HCI, 80 mM NaCl) mit
2,3 mM Substrat und steigender Inhibitorkonzentration bei 37°C inkubiert und die
Absorption jede Minute iiber einen Zeitraum von 20 min gemessen. Zur graphischen
Darstellung wurde AA/min als prozentuale Enzymaktivitit angegeben, wobei der Quotient
der Messungen ohne Inhibitor 100% entspricht. Aus den erhaltenen Messpunkten konnte
durch nichtlineare Regression die zu 50% inhibitorisch wirkende Konzentration (IC5,-Wert)
von 1,2 uM ermittelt werden.
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100

Abbildung 3-2. Hemmung der
Trypsinaktivitit durch LD6. Fiir
die Messung wurden 100 ng/ml
Trypsin und 2,3 mM Substrat S2288
im  Reaktionspuffer (80 mM
Tris-HCl, 80 mM NaCl) bei 37°C
inkubiert mit steigenden Inhibitor-
konzentrationen  inkubiert.  Die
Reaktionsgeschwindigkeit wurde in
Abhéngigkeit von der Inhibitorkon-
zentration spektralphotometrisch bei
405 nm bestimmt. Die Reaktionsge-
schwindigkeit ohne Inhibitor wurde
als 100% definiert. Der ICs,-Wert
betrdgt 1,2 pM.
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Um einen negativen Einfluss des Fusionsanteils auf die Hemmeigenschaften auszuschlie3en,
wurden korrespondierende Trypsininhibitionsversuche mit der nativen LD6-Doméne durch-
gefiihrt. Die cDNA wurde unter den leichen Bedingungen wie die cDNA von LD6 mit
His6-tag amplifiziert, wobei der zur Amplifikation verwendete Antisense-Primer
(LD6FM-4AS) eine Stopcodon-Sequenz enthielt. Sowohl die native wie auch die Doméne
mit Fusionsanteil wurden fiir die Inhibitionversuche als vorgereinigtes Rohextrakt nach der
Bakterienlyse verwendet. Fiir beide Varianten konnte eine anndhert gleiche inhibitorische
Wirkung gegeniiber Trypsin festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt), weshalb

aufgrund der einfacheren und schnelleren Reinigungsmoglichkeit die Variante mit His6-tag
vorgezogen wurde.

3.2 HETEROLOGE EXPRESSION VON REKOMBINATEN HUMANEM
KALLIKREIN 11 UND UBERPRUFUNG DER PROTEOLYTISCHEN
AKTIVITAT

3.2.1 MATURE HK11-VARIANTEN

In den folgenden Kapiteln werden die hier dargestellten Abkiirzungen fiir die maturen
hK11-Varianten verwendet (Tabelle 3-2). Ebenfalls sind die zur Amplifikation der cDNA
verwendeten Primerkombinationen, sowie die dadurch bedingten Restriktionsenzyme
angegeben. In Abbildung 3-3 ist die Aminosduresequenz von hK11 (Isoform 1) gezeigt, die

unterschiedlichen Varianten des Proteins sind durch ihre Anfangsbereiche farbig gekenn-
zeichnet.
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Tabelle 3-2: Zusammenstellung der hK11 Varianten

Primer zur Amplifikation der verwendete
Abkiirzung | entsprechende AS-Sequenz jeweiligen cDNA Restriktionsen-
Sense-/Antisense-Primer donukleasen
hK11 4S/1AS | L?? - N**Y ohne His6-tag KLK11JD-4S/KLK11JD-1AS Xhol; EcoRI
hK11 4S/2AS | L?% - N2 mit His6-tag KLK11JD-4S/KLK11JD-2AS Xhol, Spel
hK11 5S/1AS | L* - N2°% ohne His6-tag KLK11JD-5S/KLK11JD-1AS |  Xhol; EcoRI
hK11 5S/2AS | L* - N2 mit His6-tag KLK11JD-5S/KLK11JD-2AS Xhol, Spel
hK11 6S/1AS | W6 - N2°0 ohne His6-tag KLK11JD-6S/KLK11JD-1AS |  Xhol; EcoRI
hK11 6S/2AS | W26 - N20 mit His6-tag KLK11JD-6S/KLK11JD-2AS Xhol, Spel

1 MRILQLILLALATGLVGGETR CKPHSQPWQAALFEKTRLLCGATLIAPRWLLTA
61 AHCLKPRYIVHLGQHNLQKEEGCEQTRTATESFPHPGFNNSLPNKDHRNDIMLVKMASPV
121 SITWAVRPLTLSSRCVTAGTSCLISGWGSTSSPQLRLPHTLRCANITIIEHQKCENAYPG
181 NITDTMVCASVQEGGKDSCQGDSGGPLVCNQSLQGIISWGQDPCAITRKPGVYTKVCKYV
241 DWIQETMKNN

Abbildung 3-3. Aminosiuresequenz (Einbuchstabencode) von humanem Kallikrein 11 (Iso-
form 1): Dargestellt ist das Prd-Proenzym, wobei das Prépeptid einfach- und das Propeptid doppelt
unterstrichen ist. Die Anfangssequenzen der hK11 Varianten durch Verwendung unterschiedlichen
Sense-Primer sind farbig geschrieben: Griin: hK11 4S/; Blau: hK11 5S/; Pink: hK11 6S/

Synthese und Klonierung der maturen hK11-Varianten

Fiir die Amplifikation des Kallikreins wurde als Ausgangsmaterial cDNA verwendet, die aus
der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT gewonnen wurde. Zu diesem Zweck wurde die
Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und zur reversen Transkription eingesetzt. Ob die dabei
generierte cDNA das gewiinschte Kallikrein kodiert, wurde mittels PCR {iberpriift, wobei
nur ein Abschnitt der hK11-cDNA amplifiziert wurde (Abb.: 3-4 ). Die aus HaCaT-Zellen
generierte cDNA wurde mit Hilfe verschiedener hK11-spezifischer Primer amplifiziert (
2.1.4, Ansatz 2) und durch diese auch mit den zum Expressionsvektor pMETo A kompa-
tiblen Restriktionsschnittstellen versehen. Durch die Auswahl der Sense-Primer wurden
unterschiedliche Amplifikate erzeugt, die fiir sich hinsichtlich ihrer N-terminalen Anfangs-
Kallikreins kodieren. Da der Vektor die
DNA-Sequenz fiir einen C-terminalen His6-tag tridgt, wurden durch Verwendung von

bereiche unterscheidende Varianten des

Antisense-Primern ohne Stop-Codon-Sequenz zusétzlich hK11-Amplifikate erzeugt, die
Varianten des Proteins mit V5-Epitop und His6-tag am carboxyl-Terminus ermoglichen. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch tiberpriift (Abb. 3-5).
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Abbildung 3-4. Kontrolle der generierten cDNA nach PCR mit der
Primerkombination KLK11-RT15S/KLLK11-RT16AS. Die Abbildung
zeigt die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem

1000 bp-—- 2%igem Agarosegel. [M] Molekulargewichtsstandard 100 bp [1] Das
. hK11 Amplifikat [1] besitzt eine GréBe von ca. 200 bp.

400 bo-

300 bp--

200 bp--

1 2 3 M 4 5 6 M

Abbildung 3-5. Darstellung der matu-
ren-hK11 PCR-Produkte amplifiziert mit
Pfu-Polymerase u. den Primerkombinationen
[1]JKLK11JD-4S/KLK11JD-1AS,  (692bp)
0wy [2JKLK11JD-5S/KLK11JD-1AS,  (620bp)
-400bp  [3]KLK11JD-6S/KLK11JD-1AS,  (590bp)
2000 [4]JKLK11JD-4S/KLK11JD-2AS,  (689bp)
00bp  [S]KLK11JD-5S/KLK11JD-2AS,  (617bp)
[6]KLK11JD-6S/KLK11JD-2AS,  (587bp)
[M]Molekulargewichtsstandard 100 bp nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem
1,2%igem Agarosegel.

1000 bp

Nach der Aufreinigung der cDNA-Amplifikate wurden diese zusammen mit dem Expressi-
onsvektor durch entsprechende Restriktionsendonukleasen (Tabelle 3-2 ) hydrolysiert und
anschlieBend ligiert. Da es sich bei dem Vektor pMEToA um einen shuttle-Vektor handelt,
der iiber eine Replifikationsfahigkeit in E. coli sowie in P. methanolica verfiigt, wurden zur
Vermehrung der generierten Plasmide zunéchst E. coli XL2 blue-Zellen mit diesen transfor-
miert und auf Selektivagarplatten kultiviert. Mehrere positive Transformanden wurden per
Kolonie-PCR auf erfolgreiche Insertion der hKI11-cDNA-Amplifikate {iberpriift. Von
Klonen mit gewiinschter Amplifikationsldnge wurde die jeweilige Plasmid-DNA isoliert.
Die auf diese Weise in ausreichender Menge erhaltenden Konstrukte wurden durch
Restriktion mit dem Enzym Ascl liniarisiert und von bakterieller DNA abgeleiteten
Sequenzen befreit. Dadurch steigt die Insertionsrate bei der anschlieBenden Transformation
des Hefeexpressionsstammes pMADI11. Die Selektion der transformierten Hefezellen
erfolgte durch rot-weill-Screening auf MD-Agarplatten (Adenin-Mangel-Platten), was durch
die im Vektor enthaltende ADE2-Gensequenz ermdglicht wird. Die verwendeten
Hefestamme besitzen das ade2-11 Allel und sind phinotypisch ADE". Durch erfolgreiche
Transformation wird dieses Allel komplettiert, das Genprodukt 5-Aminoimidazol Ribonu-
cleotid-Carboxylase ~ wird  gebildet und die ADE'-Klone erscheinen auf
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Adenin-Mangel-Platten wei3. ADE™-Klone erscheinen rot und wurden fiir die weiteren
Analysen ausgeschlossen.

Auf diese Weise konnten von den Varianten hK11 4S/2AS, hK11 5S/1AS, hK11 5S/2AS
und hK11 6S/1AS Klone erhalten werden, die zur Expression der entsprechenden rekombi-
naten Proteine verwendet wurden.

Vorauswahl geeigneter Expressionsklone

Die rekombinaten Varianten des hK11 wurden von der fakultativ methylotrophen Hefe
Pichia methanolica unter Verwendung des Vektors pMETaA exprimiert und sekretiert. Der
verwendete  Vektor  zeichnet sich durch den  starken  Pichia  metha-
nolica-alcohol(oxidase)-utalization-gene Promotor (AUGI) aus, der eine kontrollierbare
Genexpression ermoglicht. Durch Glucose im Medium wird der Promotor reprimiert. Der
Wechsel zu Methanol als Kohlenstoffquelle induziert die Expression des gewiinschten
Proteins. Die a-Faktor-Signalsequenz (a-mating factor aus Saccaromyces cerevisiae)
ermoglicht die Sekretion des Zielproteins ins Kulturmedium. Die Integration erfolgt zu liber
90% durch nicht-homologe Rekombination an verschiedenen Stellen des P. methanolica
Genoms. Die Hefe ist in der Lage, mehrer Kopien der transformierenden DNA zu
integrieren, wodurch sich die Expressionsrate erhoht. P. methanolica wurde als eukaryonti-
scher Wirtsorganismus gewéhlt, da dieser in der Lage ist, die Expressionsprodukte im
nativen Zustand, d.h. mit korrekter Konformation und Disulfidverbriickung, zu exprimieren.
In wieweit die erhaltenen Klone die rekombinaten Proteine bildeten, wurde mit einem
Overlay-Assay tiberpriift (Tabelle 3-3). Die Detektion der Proteine erfolgte colorimetrisch,
mit Hilfe eines spezifischen gegen hK11 gerichteten Primérantikdrpers und einem mit alkali-
scher Phosphatase konjugiertem Sekundérantikorper.

Bei allen Klonen konnte die Expression von hK11 nachgewiesen werden, wobei jedoch
deutliche Unterschiede, auch zwischen den Doppelbestimmungen, in der Intensitit der
Farbreaktion zu erkennen waren. Eindeutige Aussage iiber die Stirke der rekombinanten
Expression sind durch diesen Assay nicht mdglich

Die erzeugten Klone sollten hK11 in aktiver Form exprimieren, wodurch ein nachtrdglicher
Aktivierungsschritt umgangen werden kann. Zum Nachweis der proteolytischen Aktivitit
wurde eine In situ-Zymographie mit Proteinase-Indikator-Platten (Tabelle 3-3) durchge-
fiihrt. Dazu wurden die einzelnen Klone auf MM-Platten mit Magermilchpulver als Proteina-
sesubstrat kultiviert. Wird das im Magermilchpulver enthaltene Casein hydrolysiert, bilden
sich auf der undurchsichtigen Agarplatte transparente Lysehdfe um die Hefekolonien. Zur
besseren Visualisierung wurden die Platten nach der Inkubation kurz mit Coomassie-Brillant
Blue gefirbt. Als Negativkontrolle wurden zum Expressionskit zugehdrige transformierte
P.methanolica-Zellen, die humanes Serumalbumin (HSA) exprimieren, mit einbezogen.
Dadurch sollte eine Degradation des Caseins durch konstitutiv exprimierte Hefeproteinasen
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse des Overlay-Assays und der /n situ-Zymographie
sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.
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Tabelle 3-3: Zusammenfassung der Ergebnisse von Overlay-Assay und In situ-Zymographie.
Overlay-Assay und in situ-Zymographie wurden wie in Material und Methoden beschrieben
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Doppelbestimmung (Ausnahme hK11 5S/1AS 3; hK11
5S/2AS 7; hK11 6S/1AS 3) dargestellt. n.d.= nicht durchgefiihrt; N.K. = Negativ Kontrolle
HSA exprimierende Hefezellen (Invitrogen). Zur besseren Darstellung wurden die
Abbildungen der in situ Zymographie farblich invertiert.

hK11 Variante Klon Overlay-Assay in situ Zymographie
hK 11 4S/2AS 1 @
hK11 4S/2AS 2 , n.d.
L2 —
hK11 5S/1AS 1
hK11 5S/1AS 3
hK11 5S/1AS 10 (1
w
hK11 5S/2AS 2
hK11 5S/2AS 4
hK11 5S/2AS 7
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Tabelle 3-3: Zusammenfassung der Ergebnisse von Overlay-Assay und In situ-Zymographie.
Overlay-Assay und in situ-Zymographie wurden wie in Material und Methoden beschrieben
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Doppelbestimmung (Ausnahme hK11 5S/1AS 3; hK11
5S/2AS 7; hK11 6S/1AS 3) dargestellt. n.d.= nicht durchgefiihrt; N.K. = Negativ Kontrolle
HSA exprimierende Hefezellen (Invitrogen). Zur besseren Darstellung wurden die
Abbildungen der in situ Zymographie farblich invertiert.

hK11 Variante Klon Overlay-Assay in situ Zymographie
hK11 6S/1AS 1
A
hK11 6S/1AS 3 n.d.
hK11 6S/1AS 5
N.K. n.d.

Alle hK11 Varianten zeigten bei der in situ-Zymographie proteolytische Aktivitit. Sowohl
die verkiirzten hK11 5S/ und hK11 6S/ wie auch die Varianten mit C-terminalen His6-tag
sind in der Lage Casein zu degradieren. Unter den verschiedenen Klonen der einzelnen hK11
Varianten ergaben sich jedoch deutliche Unterschiede.

Die stérkste proteolytische Aktivitit sowie die intensivste Farbreaktion im Overlay-Assay
zeigte der Klon 10 der Variante hK11 5S/1AS. Auch hK11 6S/1AS Klon 1 zeigte eine starke
proteolytische Aktivitit gegeniiber Casein. Bei beiden Klonen handelt es sich um Varianten,
die um die jeweils ersten 23 bzw. 33 AS verkiirzt sind. Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass
diese N-terminalen Aminosduren nicht essentiell an der Substratumsetzung beteiligt sind.
Auch bei zwei Klonen die mit einem His6-tag fusioniert waren, hK11 4S/2AS 1 und hK11
5S/2AS 7, konnte in der In situ-Zymographie enzymatische Aktivitit nachgewiesen werden.
Bei den Klonen hK11 5S/1AS 1 und hK11 5S/2AS 4 wurde keine Degradation des Casein
festgestellt. Im Overlay-Assay war bei beiden Klonen eine deutliche Farbreaktion sichtbar.
Es ist davon auszugeben, dass zwar hK11 gebildet wird, dieses jedoch nicht enzymatisch
aktiv ist. Eine Sequenzierung sollte Aufschluss dariiber geben, ob die korrekte
DNA-Sequenz in das Hefe-Genom integriert wurde. Dabei ergab sich, dass bei hK11 5S/1AS
1 eine Insertion von vier zusdtzlichen Nucleotiden erfolgt war, was zur Verschiebung des
Leserasters und dadurch zur Bildung eines fehlerhaften Proteins fiihrt. Bei hK11 5S/2AS
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zeigte die DNA-Sequenzierung, dass an verschiedenen Stellen Punktmutationen vorhanden
waren, die auf Proteinebene zum Aminosdure-Austausch (139 Ala zu Val; 142 Ser zu Arg;
227 Thr zu Tyr) fiihren.

Fiir die weiteren Versuche wurde fiir jede hK11 Variante der Klon mit der grof3ten proteoly-
tischen Aktivitdt verwendet: hK11 4S/2AS 1; hK11 5S/1AS 10; hK11 6S/1AS 1

3.2.2 HETEROLOGE EXPRESSION MATURER HK 11 VARIANTEN IN DER HEFE
PICHIA METHANOLICA

Die erfolgreich transfizierten und hinsichtlich der Expression von aktiven Kallikreinen
positiv getesteten Hefezellen wurden zunéchst fiir eine rasche Zellvermehrung in dem gluco-
sehaltigen Anzuchtmedium BMDY kultiviert. Nach Verbrauch der Glucose wurde durch
Methanolzugabe die Expression induziert. Die Kultivierung der Hefezellen erfolgte iiber
einen Zeitraum von drei Tage unter Schiitteln (220 rpm) bei 30°C, wobei tédglich 0,1
Volumen 5%igem Methanols zugegeben wurde (Endkonzentration 0,5% (v/v)). Die im
Expressionsvektor codierte Sekretionssignalsequenz (a-Faktor), ermoglicht dass die rekom-
binanten Proteine in das endoplasmatische Retikulum exportiert wird, weiter im
Golgi-Apparat posttranslational modifiziert und unter Abspaltung des a-Faktors schlieBlich
in das Kulturmedium sekretiert wird. Das Kulturmedium wurde sterilfiltiert und durch Ultra-
zentrifugation konzentriert (2.5.1). Der Nachweis der hK11-Expression erfolgte durch
SDS-PAGE und Western Blot Analysen (Abb. 3-6 ).

A B C

M 4S/2AS M  6S/1AS 5S/1AS N.K.
175-

03 P 6S/1AS 5S/1AS
62-

475-

-€— 325

6,5-
kDa e s kDa

Abbildung 3-6. Nachweis der hK11 Expression durch P methanolica. Aufgetragen wurden die
konzentrierten Kulturiiberstdnde 72 h nach der Induktion (A) 10fach konzentrierter Kulturiiberstand
von hK11 4S/2AS in einem SDS-Polyacrylamidgel nach Coomassiefarbung. (B) Sfach konzentrier-
ter Kulturiiberstand von hK11 6S/1AS und hK11 5S/1AS in einem SDS-Polyacrylamidgel nach Sil-
berfarbung (C) Sfach konzentrierter Kulturiiberstand von hK11 6S/1AS und 5S/1AS in einem
Western Blot und Immunodetektion mit einem gegen hK11 gerichteten Primérantikérper und einem
mit alkalischer Phosphatase konjugierten Sekundérantikorper. [M] Proteinmarker P7708S; [N.K.]
Negativ Kontrolle (5fach konzentrierter Kulturiiberstand von hK11 5S/1AS vor der Induktion); [P]
Positivkontrolle (hK11 R&D Systems ca. 40 kDa, 2,5 nug); Die relevanten Banden sind durch Pfeile
markiert.
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Sowohl in den SDS-PAGE wie auch bei den Western-Blots waren schwache spezifische
hK11 Banden zu erkennen. Als Negativkontrolle fungierte bei allen Analysen der
Kulturiiberstand eines HSA exprimierenden P. methanolica Klons (Invitrogen). Anhand der
Proteinkonzentration des Standardmarkers von 0,5 - 1 ug pro Bande und der zur Gelelektro-
phorese eingesetzten Probenmenge wurde eine durchschnittliche Rohausbeute von 1 bis 5
mg rekombinanten Protein pro Liter Kulturiiberstand ermittelt.

Fiir hK11 5S/1AS und 6S/1AS wurden Banden bei ca. 30 kDa detektiert. Das aus der Primér-
struktur ermittelte Molekulargewicht betragt ca. 22 kDa. Im Fall von hK11 4S/2AS (theore-
tisches Molekulargewicht 25 kDa) ist das Fusionsprotein aufgrund des C-terminalem
V5-Epitop und His6-tag zusétzlich um ca. 3 kDa vergrof3ert. Beriicksichtigt man weiterhin,
dass hK11 vier potentielle N-Glykosylierungssequenzen besitzt, kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den detektierten Proteinen um glykosylierte Formen handelt. Der
Glykosylierungsmechanismus von P. methanolica ist bisher nicht ausreichend charakteri-
siert. Von der ebenfalls methylotropen Hefe Pichia pastoris ist bekannt, dass diese
tiberwiegend N-Glykosylierungen vom mannosereichen Typ mit durchschnittlich 8-10
Zuckerresten vornimmt [GRINNA und TscHopp, 1989]. Im Gegensatz zu anderen Hefen, wie
Saccaromyces cerevisiae, findet jedoch keine Hyperglykosylierung statt. Zum Nachweis der
Glykosylierung wurden die Proben mit der Deglykosylase Endopeptidase H behandelt und
anschlieend erneut im Western Blot analysiert. Wahrscheinlich aufgrund der sehr geringen
Mengen an hK11 waren keine Banden detektierbar (Ergebnisse nicht gezeigt). In den
SDS-PAA-Gelen waren zudem im hohermolekularen Bereich von 65-150 kDa hefespezi-
fische Proteine zu erkennen, die schon vor der Induktion mit Methanol exprimiert wurden
(Abb. 3-6 A).

Zur Ermittlung der proteolytischen Aktivitdt wurden Untersuchungen mit chromogenem
Substrat durchgefiihrt. Davon ausgehend, dass es sich bei hK11 um ein Trypsin-dhnliches
Enzym handelt, welches synthetische Peptide nach Arginin, nicht aber nach Lysin spaltet
[MITSUI et al, 2000; LUO et al., 2006a] wurde das Substrat S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA)
gewihlt. Dieses Substrat wurde von der Arbeitsgruppe um EGELRUD [2005] ebenfalls zum
Nachweis der enzymatischen Aktivitit von hKS5 genutzt. Gleiche Volumina der hK11
Kulturiiberstinde wurden verdiinnt im Reaktionspuffer (Endkonzentration: 80 mM
Tris-HCI, 80 mM NaCl, pH 8) mit 1,2 mM Substrat versetzt. Die enzymatische Umsetzung,
bei der p-Nitroanilin frei wird, wurde durch die Zunahme der Absorption bei A = 405 nm
spektralphotometrisch bei Raumtemperatur gemessen. Als Negativkontrolle diente wieder
der HSA exprimierende Kontrollklon des Expressionskits. Im Diagramm (Abb. 3-7 ) wurde
die Absorption gegen die Zeit aufgetragen. Sie Steigung AA/At der resultierenden Geraden
beschreibt die Substratumsetzung pro Minute und diente zur Berechnung der Volumenakti-
vitdt pro ml Kulturiiberstand (2.6.1).
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Abbildung 3-7. Vergleich der Enzymaktivitit von hK11 Varianten in 5fach konzentrierten P.
methanolica Kulturiiberstdinden durch proteolytische Spaltung des chromogenen Substrates S2288
(1,2 mM) bei RT. Der Anstieg der Absorption bei A = 405 nm gegen die Zeit (AA/t ermittelt durch
lineare Regression) diente zur Berechnung der Volumenaktivitit [uy]. Als Negativkontrolle [NK]
diente der Kulturiiberstand von HSA exprimierenden P. methanolica Zellen. Die Kurven der hK11
Varianten zeigen eine signifikante hohere Steigung als die der Negativkontrolle (p< 0,05).

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass die kiirzeste Variante hK11 6S/1AS die stérkste
Enzymaktivitit zeigt. Bei hK11 4S/2AS und hK11 5S/1AS ist ebenfalls eine Zunahme der
Absorption mit anndhernd gleichem Anstieg erkennbar. Die proteolytische Aktivitdt der
Negativkontrolle ist dagegen vernachlissigbar gering. Die Versuche wurden mit Kulturiiber-
stainden verschiedener Expressionen sowie in unterschiedlicher Konzentrierung durchge-
fiihrt. In nahezu allen Féllen zeigte sich eine Enzymaktivitit, die signifikant verschieden
(p<0,05) zur Negativkontrolle war. Zwischen den einzelnen hK11 Varianten konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Chromatographische Reinigung der rekombinanten hK11-Varianten

Es wurde versucht, die in Pichia methanolica rekombinant hergestellten hK11 Varianten
durch unterschiedliche chromatographische Verfahren anzureichern und zu reinigen. Hierbei
zeigte sich, dass keine der angewendeten Methoden, Kationenaustausch-, Umkehrphasen-
oder Affinititschromatographie mit Benzamidin zu befriedigenden Resultaten fiihrte,
danach der Reinigung keine oder nur noch sehr geringe Proteinaseaktivitit detektiert werden
konnte. Versuche, die mit einem C-terminalen Hexa-Histidin-tag fusionierte Variante hK11
4S/2AS iber Ni2+—Afﬁnitﬁtschromatographie zu isolieren, scheiterten ebenfalls. Ein
generelles Problem bei der chromatographischen Reinigung stellte die geringe Menge des
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zur Verfiigung stehenden Ausgangsmaterials, sowie das ungilinstige Mengenverhéltnis
zwischen gewiinschten Expressionsprodukten und unerwiinschten Hefeproteinen und
Néhrmedienbestandteilen dar. Zudem ist davon auszugehen, dass die wihrend der Reinigung
herrschenden Bedingungen wie organisches Losungsmittel, hohe Ionenstdrke oder starke
pH-Wert Anderung, einen Verlust der Proteinaseaktivitit bedingen.

3.2.3 PRO-HK 11 VARIANTEN

Kallikrein 11 wird natiirlicherweise als enzymatisch inaktives Zymogen sezerniert. Da fiir
die Durchfiihrung von Hemmversuchen die Produktion einer moglichst authentischen Prote-
instruktur gewihrleistet sein sollte, wurden DNA-Konstrukte erzeugt, welche fiir die hK11
Proform codierten. Fiir diese Form wurden zwei verschiedene Expressionsstrategien
gewihlt. Pro-hK11 sollte sowohl in der Hefe P. methanolica wie auch in der Sdugerzelllinie
CHO sekretorisch exprimiert werden.

Fiir die heterologe Expression in P. methanolica wurde die fiir die Pro-und Serinpro-
teinase-Domine kodierende cDNA amplifiziert (Abb. 3-8 A) und, analog zu den maturen
Varianten ( 3.2.1), in den Hefevektor pMETaA kloniert (Tabelle 3-4). Als Sekretionssignal
diente der im Vektor enthaltene o-Faktor. Durch die Wahl des Antisense-Primers waren die
resultierenden rekombinanten Proteine mit einem C-terminalen V5-Epitop und His6-tag
fusioniert, was eine spétere Reinigung der Expressionsprodukte aus dem Hefekulturmedium
erleichtern sollte.

Zusétzlich dazu wurde fiir die Expression in CHO-Zellen die komplette hK11 cDNA ampli-
fiziert, die fiir die Pri-, Pro- sowie die Serinproteinase-Domine kodiert (Abb. 3-8 B). Uber
die Restriktionsstellen Kpnl und Spel wurde das PCR-Produkt in den Expressionsvektor
pZeoSV2 ligiert. Der verwendete Vektor ermdglicht eine konstitutive Expression in Sduger-
zellen unter Kontrolle des Simian Virus 40 (SV40) Promoter. Zur Selektion verfiigt er iiber
ein  Sh-ble-Gen (Streptoalloteichus  hindustanus bleomycin gene) gegen des
Bleo-/Pheomycin-Antibiotikum Zeocin aus Streptomyces, das stark toxisch auf Proka-
ryonten und Eukaryonten wirkt. Dem zu exprimierenden Pro-hK11 geht eine Signalsequenz
(Préa-Peptid) voran, welche die rekombinanten Proteine in den sekretorischen Pfad durch das
endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat dirigiert. Es wird kurz vor der
Sekretion ins Medium entfernt.

Abgeleitet von der Bezeichnung der aktiven hK11-Varianten wurden die Pro-hK11
Varianten mit hK11 2S/1AS und hK 11 3S/2AS abgekiirzt. Tabelle 3-4 gibt einen Uberblick
iber die wesentlichen Charakteristika dieser Konstrukte.
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A ™ 2s1as B M 3snas

Abbildung 3-8. Nachweis der Pro-hK11 PCR-
Produkte. (A) Elektrophoretische Auftrennung der hK11
2S/1AS PCR-Produkte (762 bp) amplifiziert mit Tag

10000 bp

1000 bp- -Polymerase (2.1.4, Ansatz 1) in einem 1,7%igem
800 bp — Agarosegel. [M] Molekulargewichtsstandard 100 bp (B)

1000 bp; Elektrophoretische ~ Auftrennung der hKI11 3S/2AS
500 80055 PCR-Produkte (697bp) amplifiziert mit KOD Hot

Start-Polymerase (2.1.4, Ansatz 3) in einem 1,7%igen

200 bp Agarosegel. [M] Quantitas DNA Leiter

100 bp

Tabelle 3-4: Zusammenfassung der wesentlichen Charakteristika der Pro-hK11-Varianten.

hK11 2S/1AS hK11 3S/2AS

entsprechende AS-Sequenz M- N?°Y ohne His6-tag E"- N%Y mit His6-tag

Primer zur Amplifikation der
jeweiligen cDNA Zosch1S/Zosch2AS KLK11JD-3S/KLK11JD-2AS
Sense-/Antisense-Primer

verwendete Restriktionsendo-

nukleasen Kpnl, Spel Spel, Xhol
verwendeter Vektor pZeoSV2 pMETaA
Expressionsorganismus CHO-Zellen Pichia methanolica

Mit beiden erzeugten Plasmide wurden E. coli TOP10 bzw. XL2 blue-Zellen transformiert.
Nach der Selektion positiver Klone wurde die Plasmide isoliert und zur DNA-Sequenzierung
eingesetzt. Dabei wurde bei dem Plasmid fiir hK11 2S/1AS eine Punktmutation festgestellt,
die im Protein zu einem Aminosdureaustausch von Valin zu Alanin an Position 132 fiihrt.
Um diese zu beseitigen wurde eine Mutagenese-PCR durchgefiihrt, die durch Verwendung
von spezifischen Oligonukleotidprimern (SShK11C2S/SShK11C1AS) eine gezielte Basen-
substitution ermoglicht. Nach erneuter Klonierung und E. coli-Transformation konnte durch
DNA-Sequenzierung die korrekte hK11 Basensequenz des Plasmides bestdtigt werden.

3.2.4 HETEROLOGE EXPRESSION VON PRO-HK 11 IN P METHANOLICA

Durch Elektroporation von P. methanolica-Zellen des Stammes PMAD11 wurden aus zwei
linearisierten Plasmiden, bei denen durch Sequenzierung die korrekte Insertion der
Pro-hK11 ¢cDNA nachgewiesen wurde, jeweils vier Hefeklone erhalten. Aus diesen acht
Hefeklonen wiederum zeigte eine Probeexpressionen im Selektivmedium bei zweien die
stabile Integration ins Hefegenom. Fiir die heterologe Expression wurde der Klon mit der
hoheren proteolytischen Aktivitit weiterverwendet.
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Die Kultivierung der Hefezellen erfolgte bei 30°C und 220 rpm auf glukosehaltigem
Medium (BMDY). Nach dem Verbrauch der Glukose wurde durch Zugabe von 0,5% (v/v)
Methanol die Expression induziert. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen wurde jeweils nach
Verbrauch 0,5% (v/v) Methanol zugegeben. Zur Kontrolle der Expression wurden tiglich
Proben entnommen, durch Ultrazentrifugation konzentriert und anschlieBend in einem
SDS-PAA-Gel untersucht (Abb.: 3-9 A).

A B

P 3S/2AS

32,5-

25-
16,6-
kDa

Abbildung 3-9. Nachweis der Pro-hK11 Expression durch P. methanolica. (A) Sfach konzen-
trierte Kulturiiberstande von hK11 3S/2AS jeweils 0 bis 5 Tage nach der Induktion durch MeOH in
einem SDS-Polyacrylamidgel nach Coomassiefarbung. [M] Proteinmarker P7708S (B) Western
Blot mit anschlieBender Immunodetektion mit einem gegen hK11 gerichteten Primérantikérper und
einem mit alkalischer Phosphatase konjugierten Sekundérantikdrper des 2fach konzentrierter Eluent
nach affinitidtschromatographischer Abtrennung von hK11 3S/2AS. [P] Positivkontrolle (Pro-hK11
R&D Systems, ca. 40 kDa); Die relevanten Banden sind durch Pfeile markiert.

Im Coomassie-gefarbten SDS-PAA-Gel konnten fiir hK11 3S/2AS nur sehr schwache
Banden detektiert werden. Vom ersten bis dritten Tag nach der Induktion lieBen sich sehr
schwache distinkte Proteinbanden bei etwa 40 kDa erkennen. Ab dem vierten Tag nach der
Induktion waren in dieser Grofle keine Banden mehr sichtbar. Deshalb wurde fiir weitere
Versuche die Kulturzeit auf drei Tage beschrinkt. Die Ausbeute an rekombinaten Protein
wurde in Relation zum Proteinmarker bestimmt und betrug bis zu 2 mg /1.

Fiir die Reinigung der Variante hK11 3S/2AS bot sich aufgrund der sechs Histidin-Reste am
C-Terminus die Ni2+-Afﬁnitéitschromatographie an. Das Eluat wurde durch Ultrazentri-
fugation entsalzt und konzentriert. Nach SDS-PAGE und Coomassie-Firbung war das
Zielprotein im PAA-Gel nicht sichtbar. Zusétzlich erfolgte die Detektion des Zielproteins
durch Western-Blot (Abb.: 3-9 B). Durch einen gegen hK11 gerichteten Primarantikdrper
wurde die Positivkontrolle (Pro-hK11, R&D Systems), die nach Herstellerangabe ein
Molekulargewicht von ca. 40 kDa besitzt, sowie eine etwas hoher gelegene Bande, die dem
Pro-hK11 Fusionsprotein entspricht, detektiert.
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Bestimmung der proteolytischen Aktivitiat

Zur Uberpriifung der biologischen Aktivitit wurde eine Zymogramm angefertigt.
Zymographie ist eine Methode zur Detektion proteolytischer Aktivitét, die auch bei inhomo-
genen Proben mit hoher Sensitivitit angewendet werden kann. Als Substrat diente Casein
aus Trockenmilch, die dem PAA-Gel zugegeben war. Bei der Coomassie-Farbung erscheint
das intakte (nicht hydrolysierte) Casein im Gel farbig, wodurch die Bereiche mit proteolyti-
scher Aktivitét als farblose Areale sichtbar wurden. Zusétzlich zum Nachweis der Aktivitét
erlaubt die Zymographie die Abschédtzung des Molekulargewichts einer aktiven Proteinase.
Da hK11 als Zymogen mit Pro-Peptid (ETR) exprimiert werden sollte, ist eine nachtragliche
Aktivierung zur Gewinnung der vollstindigen Enzymaktivitdt notig. In verschiedenen
Veroffentlichungen wurde Thermolysin zur Aktivierung von rekombinant hergestellten
Pro-Kallikreinen, darunter auch Pro-hK11 (Sano), verwendet. Thermolysin ist eine Metallo-
proteinase die auf der Aminoseite nach groBen hydrophoben Resten wie Phenylalanin,
Leucin und Isoleucin hydrolysiert. Der Zusatz von EDTA als Inhibitor fiihrt zur Inakti-
vierung des Enzyms. Abbildung 3-10 zeigt das Zymogramm von unkonzentrierten und
Sfach konzentrierten P. methanolica Kulturiiberstand mit und ohne Aktivierung durch
Thermolysin. Dabei wurde bereits im unkonzentrierten Uberstand nach Thermolysinakti-
vierung proteolytische Aktivitit detektiert. Im gefarbten Gel waren transparente Areale im
Bereich bis etwa 40 kDa sichtbar. Im Sfach konzentrierten Kulturiiberstand waren diese,
etwas stirker, bereits vor der Aktivierung zu erkennen. Daher ist anzunehmen, dass hK11,
zumindest teilweise, in aktiver Form im P. methanolica Kulturiiberstand vorlag.

Abbildung 3-10. Detektion der proteolytischen
Aktivitit von hK11 3S/2AS im Zymogramm. Auf-
getragen wurden ungereinigte P. methanolica Kul-
turiiberstande. [1] unkonzentriert; [5] durch
Ultrazentrifugation 5fach konzentriert. Bei den mit
Plus gekennzeichnete Proben wurden jeweils 100pl
mit 1 pg Thermolysin 20 min bei 37°C inku-
biert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10
mM EDTA. [M] Proteinmarker P7708S; Die rele-
vanten Banden sind durch den Pfeil markiert. Zur
besseren Darstellung wurde die Abbildung farblich
invertiert.

Um die Aktivitit von hK11 3S/2AS zu quantifizieren, wurde das gereinigte Protein in
kinetischen Untersuchungen zur Spaltung des synthetischen chromogenen Substrates S2302
(H-D-Pro-Phe-Arg-pNA) eingesetzt. Anhand der Zunahme der Absorption bei 405 nm {iber
die Zeit konnte ein Umsatz des chromogenen Substrates nachgewiesen werden. Der
P.methanolica Kulturiiberstand wurde durch Ni2+—Afﬁnitéitschromatographie gereinigt.
AnschlieBend erfolgte durch Ultrazentrifugation der Pufferaustausch, sowie eine Konzen-
trierung der Probe. Aus 5 ml Kulturiiberstand konnten durch Ni?'-Affinititschromato-
graphie etwa 3 pg gereinigtes Protein erhalten werden, was einer Ausbeute an gereinigtem
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Protein von 0,6 mg/l Kulturiiberstand entspricht. Zusétzlich bleibt zu beriicksichtigen, dass
aufgrund des ungiinstigen Verhiltnisses von rekombinanten Protein zu konstitutiv in das
Medium sekretierten P. methanolica-Proteine die chromatographische Reinigung nicht bis
zur volligen Homogenitit erfolgen konnte (Abb.: 3-14 B). Auf weitere Reinigungsschritte
wurde zugunsten der Proteinausbeute verzichtet.

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitdit wurden 200 nM gereinigtes hK11
3S/2AS zusammen mit 1 mM Substrat im Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
pH 8) bei 37°C inkubiert. Die Zunahme der Absorption bei A =405 nm wurden spektralpho-
tometisch (Plattenreader) iiber einen Zeitraum von 10 Stunden gegen eine proteinasefreie
Referenz bestimmt. Abbildung 3-11 zeigt den Vergleich von Thermolysin-aktiviertem und
unaktiviertem hK11 3S/2AS.

0,10

aktiviert v ,.,= 120 pkat/mg

spez

unaktiviert vg,., = 100 pkat/mg
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I I I I
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Abbildung 3-11. Bestimmung der Enzymaktivitit von hK11 3S/2AS durch proteolytische Spal-
tung des chromogenen Substrates S2302 (1 mM). Der Anstieg der Absorption bei A =405 nm gegen
die Zeit (AA/At ermittelt durch lineare Regression) diente zur Berechnung der spezifischen Aktivitit
[Uspez]- Eingesetzt wurden 200 nM hK11 [unaktiviert] ohne Aktivierung sowie [aktiviert] nach Akti-
vierung mit 10 pg/ml Thermolysin. Der Anstieg beider Proben ist nahezu identisch.

Wie schon anhand der Zymographie zu erwarten war, konnte fiir die mit Thermolysin
aktivierte, wie auch die unaktivierte hK11 3S/2AS Probe, eine Zunahme der Absorption, mit
anndhernd gleichem Anstieg festgestellt werden. Die proteolytische Aktivitdt beider Proben
war jedoch vergleichsweise gering.
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Optimierung der Expression

P. methanolica ist in der Lage hK11 zu exprimieren, wobei dieses, zumindest teilweise,
schon in der aktiven Form vorlag. Die Rohausbeuten an rekombinanten hK11 waren mit ca.
2 mg/l jedoch gering. Daher wurde versucht durch Optimierung der Expression die Ausbeute
an rekombinanten hK11 zu erhéhen. Zundchst wurde das Wachstumsverhalten der Hefe
durch Bestimmung der optischen Dichte bei A = 600 iiber einen Zeitraum von 6 Tagen
charakterisiert (Abb.: 3-10). Nach Herstellerangabe entspricht eine ODg, etwa 5-10
Zellen/ml. Die Wachstumskurve zeigte zu Beginn des Wachstums auf Glukose eine
Zuwachsrate von 1,5:107- 2:107 Zellen pro Stunde. Nach dem Wechsel der Kohlenstoft-
quelle auf Methanol nach 24 h ist ein deutliches Abflachen der Kurve zu erkennen. In dieser
Phase setzten die Zellen das zugegebene Methanol zwar um, nutzen es aber nur teilweise zur
Biomassebildung. Die Zuwachsrate betrdgt mit 0,19:107 - 0,25:107 Zellen pro Stunde nur
rund ein Zehntel des Zuwachses an Zellen auf glukosehaltigem Medium. Dieses Stagnieren
der Wachstumsgeschwindigkeit ist jedoch nicht alleine auf die Umstellung des Organismus
von der Umsetzung von Glukose auf Methanol zuriickzufiihren, sondern auch auf die grof3e
Zelldichte im Kolben, die zur Flokkulation der Hefezellen filihrte. Durch den regelméBigen
Verbrauch des Methanols im Medium ist zu erkennen, dass die Hefeklone sich an Methanol
als neue Kohlenstoffquelle gut assimilieren und dieses zur Biomassebildung nutzen. Der
Stoffwechselweg des Methanols ist bei allen methylotrophen Hefen gleich. Im Peroxisom
wird Methanol durch die, bei P.methanolica im AUG1-Gen kodierte Alkoholoxidasen zu
Formaldehyd und Wasserstoffperoxid oxidiert. Durch die peroxisomale Katalase erfolgt die
katalytische Aufspaltung des toxischen Wasserstoffperoxids in Wasser und molekularen
Sauerstoff, wihrend das gebildete Formaldehyd zur Energiegewinnung und zum Aufbau von
Biomasse verwendet wird [GELLISSEN, 2000].

Die mikroskopischen Bilder (Abb.: 3-10) der Hefen bei 1000facher VergroBerung zeigen
deutlich den Unterschied zwischen dem Erscheinungsbild der Hefenzellen auf glukosehal-
tigem Medium (A) im Vergleich zum Wachstum auf methanolhaltigem Medium (B).

Die Hefezellen haben am Ende der exponentiellen Wachstumsphase nach Verbrauch der
Glukose noch die typische ovale Hefezellform, wohingegen die Zellen in Bild (B), auf Grund
der hdufigen Teilung durch Sprossung schon vernarbte Zellformen ausweisen und mehr
Zellorganellen besitzen. Ursache dafiir ist das Methanol, dass nur in den Peroxisomen der
Hefezelle umgesetzt wird, weshalb die Peroxisomenproliferation bei Assimilation an das
neue Medium verstirkt wird [GEeLLissEN, 2000]. Zur Erhohung der Ausbeute an rekombi-
nantem Protein wurden verschiedene Kultivierungsbedingungen getestet. Durch die
Verwendung von Schikanenkolben sollte der Sauerstoffeintrag verbessert werden und der
Flokkulation der Hefezellen entgegen gewirkt werden. Die Bestimmung des
MeOH-Gehaltes und die bedarfgerechte Zugabe sollte sicher stellen, dass es wéhrend der
Expression weder zu MeOH-Mangel noch zur Anreicherung des toxischen MeOHs kam.
Zudem sollte durch die Einfithrung einer Bisubstrat- bzw. MeOH-Induktionsphase, die
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bessere Adaption der Hefe an MeOH als neue Kohlenstoffquelle erreicht werden
[DupDA-BoOHM, 2007].

Durch die Variation der Wachstumsbedingungen waren jedoch nur graduelle, schlecht repro-
duzierbare Verdnderungen in der Menge an rekombinantem Protein zu erkennen.
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Abbildung 3-12. Wachstum und Morphologie von P. methanolica hK11 3S/2AS. Das Wachstum
der Hefen auf Glukose- (BMDY) und Methanolhaltigem (BMMY) Mediym wurde anhand der
Bestimmung der optischen Dichte (ODgq) verfolgt, wobei eine ODg 5-10" Zellen/ml entspricht.
Die gestrichelten Linien zeigen die Zugabe von 0,5% (v/v) Methanol an. Die mikroskopischen
Abbildungen zeigen die Hefezellen bei 1000fachen VergréBerung (A) nach 24 h und (B) nach 72 h.

Eine weitere Mdoglichkeit die Ausbeute von rekombinantem hK11 aus P. methanolica zu
erhohen, bietet die Fermentation, die bei sehr hoher Zelldichte und optimaler Sauerstoffver-
sorgung eine bessere Expressionsrate ermoglicht. Die Fermentation von P. methanolica im
5-Liter-Riihrreaktor wurde bereits in der Diplomarbeit von DUDDA-BOHM [2007] etabliert
und fiir hK11 3S/2AS im Zuge einer Projektarbeit von EICHHORN durchgefiihrt [2009].

Die Verwendung des sythetischen MBS (Minimal Basal Salts)-Medium erleichtert
zusitzlich die nachfolgende chromatographische Aufreinigung, da es weniger storende
Medienbestandteile wie Hefeextrakt und Pepton enthélt. Die Abbildung 3-13 stellt den
Expressionsverlauf von hK11 3S/2AS im SDS-PAA-Gel nach Coomassiefiarbung dar. Nach
der Induktion mit Methanol konnen in der fiir hK 11 erwarteten Grof3e von etwa 40 kDa, zwei
unterschiedlich grof3e Banden detektiert werden. Anhand der vorhergehenden Ergebnisse ist
anzunehmen, dass es sich dabei um die Proform und die mature Form von hK11 handelt.
Obwohl die Rohausbeute an rekombinanten Protein deutlich gesteigert werden konnte (etwa
15 bis 20 mg/l), ist weiterhin ist zu erkennen, dass trotz optimierter Bedingungen ein

deutliches Missverhéltnis zwischen gewiinschtem Protein und konstitutiv sekretiertem
Hefe-Protein besteht.
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MeOH-Induktion
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Abbildung 3-13. Nachweis der heterologen hK11 3S/2AS Expression durch P. methanolica im
51-Fermentor durch SDS-PAGE und Coomassiefarbung. Aufgetragen wurden Proben des unkon-
zentrierten Fermentationsiiberstandes iiber einen Zeitraum von 152 h. [M] Proteinmarker P7708S;
Die relevanten Banden sind durch Pfeile markiert.
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Abbildung 3-14. Detektion von hK11 3S/2AS nach Ni2+-Affinititschromatographie durch
Zymographie (A) und SDS-PAGE nach Coomassiefarbung (B). Aufgetragen wurden der ungerei-
nigte P. methanolica Fermentationsiiberstand [orig.] und der 20fach konzentrierte Eluent [E] der
Chromatographie. Die mit Plus gekennzeichnete Proben wurden mit 1 ug Thermolysin 20 min
bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 10 mM EDTA. [M] Proteinmarker
P7708S; Die relevanten Banden sind durch Pfeile markiert. Zur besseren Darstellung wurde Abbil-
dung A farblich invertiert.

Im Zymogramm zeigten sich wie erwartet sowohl bei dem nicht aktivierten, wie auch bei
dem mit Thermolysin aktivierten Fermentationsiiberstand transparente Banden. Diese waren
im konzentrierten Eluenten wesentlich stirker. Da die Pro-Form von hK11 nur eine sehr
geringe proteolytische Aktivitdt besitzt [SANO et al., 2007], entspricht diese Bande der maturen

59



Ergebnisse

hK11-Form. Nach der Aktivierung erscheint die Bande etwas tiefer, was wahrscheinlich auf
eine weitere Prozessierung von hK11 durch Thermolysin zuriickzufiihren ist. Wie schon
anhand der Variante hK11 6S/1AS gezeigt wurde, besitz hK11 trotz Verlust von 33 AS am
N-Terminus keine beeintrachtigte proteolytische Aktivitit.

3.2.5 HETEROLOGE EXPRESSION VON PRO-HK 11 IN CHO-ZELLEN

Die Transfektion von CHO-Zellen mit dem hKI11 2S/1AS Plasmid erfolgte
Liposomen-vermittelt. Durch Zugabe von verschiedenen Zeozin-Konzentrationen (50-1000
pg/ml) in das Kulturmedium war eine Selektion der Transformanden mdéglich. Als Negativ-
kontrolle dienten untransfizierte CHO-Zellen, die durch Zeozin-haltiges Medium nach drei
Tagen komplett abstarben. Zusétzlich wurde fiir den Nachweis der erfolgreichen Trans-
fektion eine RNA-Isolierung mit anschlieBender cDNA-Synthese durchgefiihrt. Die gerei-
nigten RNA-Prézipitate aus transfizierten, sowie unbehandelten CHO-Zellen wurden in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb.: 3-15 A). Die ribosomale 28S- und
die 18S-RNA, welche ungefihr 80% der Gesamt-RNA ausmachen, diente dabei als interner
Marker fiir eine intakte mRNA. Nach anschlieBender reverser Transkription wurde,
ausgehend von der cDNA eine Amplifikation mit hK11 spezifischen Primern
(Zosch1S/Zosch2AS) durchgefiihrt ( 3-15 B). Gleichzeitig wurde mit -Tubulin-Primern
(B-Tubulin-1S/b-Tubulin-2AS) ein 461 bp groBes cDNA-Fragment amplifiziert, das die
erfolgreiche reverse Transkription bestétigte. Fiir die heterologe Expression wurden die
Zellen fiir 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert. Die Expression von Pro-hK11
wurde in einem SDS-PAA-Gel mit anschlieBender Coomassie-Farbung iiberpriift (Abb.:
3-16).

B B-Tubulin Zosch1S/Zosch2AS

A N.K. 2S/1AS N.K.2S5/1AS M N.K. 2S/1AS

28s

2000 bp-
1600 bp-
1000 bp-

800 bp-

500 bp-

18s

200 bp-
100 bp-

Abbildung 3-15. Nachweis der erfolgreichen Transfektion von CHO-Zellen. (A) Elektrophoreti-
sche Auftrennung der isolierten RNA aus transfizierten [2S/1AS] und nicht transfizierten [N.K.]
CHO-Zellen in einem 1,7%igen Agarosegel. (B) Kontrolle der generierten cDNA nach PCR mit der
Primerkombination Zosch1S/Zosch2AS [2S/1AS] und B-Tubulin-1S/B-Tubulin-2AS [B-Tubulin]
durch elektrophoretische Auftrennung in einem 1,7%igen Agarosegel. [M] Molekulargewichtsstan-
dard 1 kbp
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Die Reinigung der CHO-Medien Uberstiinde erfolgte aufgrund des theoretische errechneten
isoelektrischen Punktes von 8,7 durch Kationenaustauschchromatographie. Fiir die Chroma-
tographie wurden 25 ml CHO-Medieniiberstand mit einem Aquilibrierungspuffer (50 mM
Natrium-Phosphat) bei pH 5,5 an die SP-Sepharose-Matrix gebunden. Durch einen linearen
Ionenstiarkegradienten bis 0,5 M NaCl wurden die Proteine von der Séule eluiert und fraktio-
niert. Die das Zielprotein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und durch Ultrazentri-
fugation entsalzt und konzentriert. Nach der Reinigung war fiir das 10fach konzentrierte
Eluat im SDS-PAA-Gel keine Bande sichtbar. Da die Proteinkonzentration wahrscheinlich
die Nachweisgrenze der Coomassiefarbung unterschritt, erfolgte der Nachweis von hK11 in
einer korrespondierenden Zymographie (Abb.: 3-18 ). Da in der SDS-Page nach der Kation-
enaustauschchromatographie keine Bande detektiert wurden, kann prinzipiell nicht ausge-
schlossen werden, dass noch andere Proteine in der Probe vorhanden sind, die unterhalb der
Nachweisgrenze liegen. Unter dem Vorbehalt relativer Reinheit wurde die Gesamtpro-
teinkonzentration bestimmt. Die Ausbeute an gereinigten hK11 2S/1AS war mit 0,64 mg/l
CHO-Kulturiiberstand vergleichbar mit dem gereinigten hK11 3S/2AS aus P. methanolica.

Bestimmung der proteolytischen Aktivitit

Die enzymatische Aktivitit des durch CHO-Zellen exprimierten hK11 2S/1AS wurde
zymographisch nachgewiesen (Abb.: 3-17 ). Wie auch bei dem durch P. methanolica expri-
mierten hK11 3S/2AS wurde zur proteolytischen Aktivierung Thermolysin verwendet. Um
sicherzugehen, dass es sich bei der detektierten Enzymaktivitit nicht um CHO-spezifische
Proteinasen handelt, dienten untransfizierte CHO-Zellen als Negativkontrolle.
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Abbildung 3-17. Detektion der proteolytischen Aktivitit von hK11 2S/1AS im Zymogramm.
Aufgetragen wurden ungereinigte CHO-Medieniiberstande. [hK11 2S/1AS] von transfizierten Zel-
len und [N.K.] von untransfizierten Zellen. Die Medieniiberstdnde durch unterschiedliche Konzen-
trationen von Thermolysin 20 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von
10 mM EDTA. [M] Proteinmarker P7708S; Die relevanten Banden sind durch den Pfeil markiert.
Zur besseren Darstellung wurde die Abbildung farblich invertiert.

Aus dem Zymogramm wird deutlich, dass hK11 2S/1AS erst nach Aktivierung proteoly-
tische Aktivitét zeigt. Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei dem durch CHO-Zellen
exprimierten hK11 um die Pro-Form handelt. Weiterhin ist zu erkennen, dass bei niedrigen
Thermolysinkonzentrationen mehrere distinkte Banden zwischen 32,5 kDa und 47,5 kDa
(Proteinmarker) zu erkennen sind. In einer Verdffentlichung von SANO und Mitarbeitern
[2007] wird fiir rekombinantes hK11 aus CHO-Zellen ein Molekulargewicht von 40 kDa
beschrieben. Die im Zymogramm detektivierte unterste Bande bei etwa 32,5 kDa kdnnte
moglicherweise dhnlich wie bei 3S/2AS aus P. methanolica, durch Thermolysiniiberschuss
degradiertes hK11 sein. Im Gegensatz dazu war nach der lonenaustauschchromatographie
im unaktivierten Eluat eine schwache Degradationsbande bei etwa 40 kDa zu erkennen, die
hK11 zugeordnet werden kann (Abb.: 3-18 ). Nach Aktivierung durch Thermolysin war die
Bande auf gleicher Hohe wesentlich stdrker sichtbar. Es ist davon auszugehen, dass geringe
Mengen hK11 bereits in aktivierter Form vorlagen.
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Abbildung 3-18. Detektion der von hK11 2S/1AS nach Kat-
ionenaustauschchromatographie durch Zymographie. Auf-
getragen wurden der 10fach konzentrierte Eluent [E] der
Chromatographie. Die mit Plus gekennzeichnete Probe wurden
mit 1 pg Thermolysin 20 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 mM EDTA.
[M] Proteinmarker P7708S; Die relevanten Banden sind durch
Pfeile markiert. Zur besseren Darstellung wurde die Abbildung
farblich invertiert.
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Die heterologe Expression von hK11 2S/1AS in CHO-Zellen und die Sekretion ins Medium
konnte nachgewiesen werden. Die Expression zeigte jedoch hinsichtlich der Menge an
rekombinanten Protein und dem Verhiltnisses von enzymatisch aktivem und inaktivem
Pro-hK11 grofe Unterschiede. Aus diesem Grund wurde versucht, die Expressionbedin-
gungen zu optimieren und zu standardisierten. Dabei erwies sich eine moglichst kurze (max.
48 h) Inkubationsdauer in serumfreien Medium als entscheidend fiir den Erhalt von hK11 als
Pro-Form (Abb.: 3-19 ). Zudem konnte durch den Zusatz von 0,5% w/v BSA (Bovines
Serum Albumin) im Kulturmedium eine Erhohung der Pro-hK11 Ausbeute erreicht werden.
Da sich der Zusatz von BSA jedoch negativ auf die nachfolgende Chromatographie
auswirkte, wurde auf eine Ausweitung dieser Option verzichtet.
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Abbildung 3-19. Abhingigkeit der hK11-Aktivitit von Kultivierungsdauer. Transfizierte
CHO-Zellen [2S/1AS], sowie untransfizierte Zelle [N.K.] wurden 4 Tage in serumfreien Ham's
F12-Medium kultiviert. Téglich wurden Proben genommen und zur Bestimmung der Enzymaktivi-
tdt durch proteolytische Spaltung des chromogenen Substrates S2302 (1 mM) eingesetzt. Der
Anstieg der Absorption bei A = 405 nm gegen die Zeit (AA/At ermittelt durch lineare Regression)
diente als MaB zur Bewertung der Enzymaktivitdt. Getestet wurde der unaktivierte, sowie der mit 10
pg/ml Thermolysin aktivierte Kulturiiberstand. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte (+STD) von
zwei unter gleichen Bedingungen kultivierten Ansétzen. *signifikant verschieden zur Negativ Kon-
trolle (N.K.) p< 0,05

3.2.6 CHARAKTERISIERUNG DER PROTEINASEAKTIVITAT VON HK11

Nachdem die hK11-Expression durch P. methanolica und CHO-Zellen nachgewiesen
wurde, war ein wichtiger Schritt zur Etablierung von Hemmtests die Auswahl geeigneter
Parameter zur Bestimmung der Enzymaktivitdt und nachfolgend die Charakterisierung der
hK11-Aktivitit. Ein praktikabler Test zur Bestimmung der Proteinaseaktivitit ist die
Absorptionsmessung zur Spaltung von synthetischen Peptidsubstraten. Fiir hK11 fanden
sich entsprechende Daten in einigen Originalarbeiten.

Da sich die publizierten Testbedingungen aber zum Teil erheblich unterscheiden und bisher
keine vergleichenden Untersuchungen vorliegen, wurde mit Voruntersuchen zur Abhin-
gigkeit der Enzymaktivitit von unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen und
pH-Wertenbegonnen (Abb.: 3-20). In den bisherigen Veroffentlichungen zur Bestimmung
der hK11-Aktivitat wird Tris-Puffer unter Zusatz von NaCl verwendet. Da kein Unterschied
in der Enzymaktivitidt von hK11 bei den verwendeten Puffern zu erkennen war, wurde fiir
die weiteren Versuche der Puffer nach LUO [2006a] (20 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl, 0,01%
Tween 20 pH 7,5) unter Zugabe von 10 mM EDTA verwendet.
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Abbildung 3-20. Vergleich der hK11-AKktivitiit in Abhiingigkeit von der Pufferzusammenset-
zung durch proteolytische Spaltung des chromogenen Substrates S2302 (1 mM) bei RT. Eingesetzt
wurde hK11 2S/1AS CHO-Kulturiiberstand nach Aktivierung mit 10 pg/ml Thermolysin. Der
Absorptionsanstieg ist bei allen Proben nahezu identisch.

Fir die bisherigen Untersuchungen wurde das synthetische Peptidsubstrat S2302
(H-D-Pro-Phe-Arg-pNA) verwendet, das auch in den Veroffentlichungen von LUO [2006a]
und MITSUI [2000] Anwendung fand. Da die bestimmte Enzymaktivitidt mit diesem Substrat
generell gering war, wurden auch andere kommerziell erhiltlichen Substrate getestet. Ein
Substrat mit der Aminosduresequenz Val-Leu-Lys (S2251, H-D-Val-Leu-Lys-pNA) wird
von R&D System [2006] flir rekombinantes hK11 empfohlen und auch von EMAMI [2007] und
Yoon [2007] verwendet. S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA), das bereits bei der Aktivititsbe-
stimmung der maturen hK11-Varianten ( 3.2.2) eingesetzt wurde, kam in mehreren Verof-
fentlichungen, unter anderem bei der Detektion der hK5 und hK14-Aktivitdt, zur
Anwendung [EGELRUD et al., 1999; BRATTSAND et al., 2005; DERAISON et al., 2007]. Da fiir hK11 in
einer Publikation von DEBELA und Mitarbeitern [2007] zur Substratspezifitit von Gewebe-
kallikreinen eine ambivalente Spezifitit, die sowohl basische wie auch groB3e aliphatische
P1-Position erlaubt, beschriecben wird, wurde auch das
Chymotrypsin-spezifische Substrat S2586 (MeO-Suc-Arg-Pro-Try-pNA) getestet.

Aminosduren in der

65



Ergebnisse

1 S2288(H-D-Ile-Pro-Arg-pNA)
600 - AA/At = 1,012 min™!
500 -
= ]
=
w400 4
>
T ]
£ 300-
N
(=3
I
g 200
< i S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA)
100 AA/At = 0,24 min™!
o —¥ 7
0 100 200 300 400 500 600

Zeit [min]

Abbildung 3-21. Bestimmung der hK11-Aktivitit durch proteolytische Spaltung der chromo-
genen Substrate S2302 (1 mM) und S2288 (1ImM). Eingesetzt wurde hK11 2S/1AS CHO-Kul-
turiiberstand nach Aktivierung mit 10 pg/ml Thermolysin. Die angegebenen Werte sind durch
Abzug der Negativkontrolle (untransfizierte CHO-Zellen) korrigiert. Der Anstieg der Absorption
bei A =405 nm gegen die Zeit (AA/At ermittelt durch lineare Regression) diente als Mal zur Bewer-
tung der Enzymaktivitdt. Der Anstieg der Probe mit S2288 ist etwa vier mal so grof3 wie bei dem
bisher verwendeten S2302. Bei Verwendung der Substrate S2251 und S2586 konnte kein signifikant
erhohter Anstieg zur Negativkontrolle festgestellt werden.

Aus Abbildung 3-21 ist ersichtlich, dass die Zunahme der Absorption und somit die proteo-
lytische Spaltung des Substrates S2288 etwa vier mal so grof3 war, wie bei S2302. Bei
Verwendung der Substrate S2251 und S2586 konnte kein signifikant erhohter Anstieg zur
Negativkontrolle festgestellt werden. Daher wurde flir die weitere Charakterisierung das
Substrat S2288 verwendet.

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K, wurde der lineare Umsatz des
chromogenen Substrats S2288 bei verschiedenen Konzentrationen (0,4 bis 4 mM) gemessen
(Abb.: 3-22 ). Die Michaelis-Menten-Konstante und die Maximalgeschwindigkeit (V,,x)
wurden aus den Werten der Absorptionsmessung entsprechend dem Verfahren nach HANES
[1932] bestimmt.

Anhand der Werte fiir K, und V
Spezifititskonstante k.,/K,, berechnet werden. In Abbildung 3-22 ist vergleichend die

max konnten dann die katalytische Konstante k., und die
Michaelis-Menten-Kinetik und das Hanes-Diagramm zur Quantifizierung der proteolyti-
schen Aktivitdt von hK11 3S/2AS und 2S/1AS dargestellt. Jeweils 200 nM Enzym wurden
nach Aktivierung mit 10 pg/ml Thermolysin im Reaktionspuffer (20 mM Tris-HCL; 150 mM
NaCl; 10 mM EDTA; 0,01% Tween 20; pH 7,5) bei 37°C inkubiert. Die Zunahme der
Absorption bei A =405 nm wurde im Plattenreader gemessen.
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Abbildung 3-22. Quantifizierung der hK11-Aktivitit durch (A) Michaelis-Menten-Kinetik
und (B) Hanes-Auftrag. Gemessen wurden jeweils 200 nM hK11 nach Aktivierung mit 10 pg/ml
Thermolysin im Reaktionspuffer (20 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,01%
Tween 20 pH 7,5) bei unterschiedlichen Konzentrationen von S2288 [S]. Die Werte von
hK11 2S/1AS stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 3 MeBwerten dar, die Geraden ent-
sprechen der linearen Regression.

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit von hK11 2S/1AS aus CHO-Zellen betrug 2,1
uM/min und war damit um den Faktor 6 hoher als fir hK11 3S/2AS aus P. methanolica. Die
Michaelis-Menten-Konstante war fiir beide hK11-Varianten anndhert gleich. Dem entspre-
chend ist die katalytische Effizienz, der Quotient k,/K ,, fiir hK11 2S/1AS ebenfall deutlich
grofer als fiir hK11 3S/2AS.
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3.3 HETEROLOGE EXPRESSION WEITERER KALLIKREINE IN PICHIA
METHANOLICA UND UBERPRUFUNG IHRER PROTEOLYTISCHEN AKTI-
VITAT IN VITRO

Neben hK11 sollten auch die in der Haut verkommenden Kallikreine 5, 7, 8 und 14 heterolog
in P. methanolica exprimiert werden. Durch die Wahl der Primer wurden fiir die Kallikreine
5, 8 und 14 cDNA-Fragmente erzeugt, die fiir die maturen aktiven Enzyme kodieren. Fiir
hK7 wurde ein cDNA-Fragment amplifiziert, das der Pro-Form entspricht, sowie ein
weiteres, welches fiir eine N-terminal um 34 Aminosiuren verkiirzte Variante des Enzyms
kodiert. Abbildung 3-23 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden analog zu der oben beschrieben Klonierung von hK11
nach Restriktion in den Expressionsvektor pMETaA ligiert. Die generierten Plasmide
wurden nach der Zwischenklonierung in E. coli zur Transformation von P. metha-
nolica-Zellen der Stimme pMADI11 oder pMAD16 verwendet. Positiv identifizierte Klone
wurden zur heterologen Expression eingesetzt. Die rekombinanten Proteine konnten durch
SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie Farbung bzw. bei hK14 Western-Blot und
Immunodetektion nachgewiesen werden (Abb.: 3-24). Tabelle 3-5 gibt einen Uberblick iiber
die wesentlichen Charakteristika der hergestellten Klone.

M hKS M Pro-hK7 hK7 M hKS8 M hK14

1000bp- 1000bp-
800bp- 800bp-
500bp- 500bp-

Abbildung 3-23. Nachweis der Amplifikation der Kallikrein cDNAs. Die Abbildung zeigt die
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte (amplifiziert mit Pfu-Polymerase, 2.1.4 Ansatz
2) in einem 1,2%igem Agarosegel. [M] Molekulargewichtsstandard 100 bp; [hKS5]
KLKSMM-2S/KLKSMM-3AS (680 bp); [Pro-hK7] KLK7MM-1S/KLK7MM-4AS (692 bp); [hK7]
KLK7MM-3S/KLK7MM-4AS (559 bp); [hK8] KLK8MMD-1S/KLKEMMD-2AS (692 bp);
[hK14] KLK14MMD-1S/KLK14MMD-2AS (668 bp)

1000bp-
800bp-

1000bp-
SOObp- 500bp-

500bp-
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Tabelle 3-5: Zusammenstellung der klonierten und durch P methanolica rekombinant
exprimierten Kallikreine.

Primer zur Amplifikation der verwendete
Kallikrein jeweiligen cDNA Restriktionsendo- | Expressionsstamm
Sense-/Antisense-Primer nukleasen

hK5 KLK5SMM-2S/KLK5MM-3AS Xhol; Spel pMADI11
Pro-hK7 KLK7MM-1S/KLK7MM-4AS Xhol; EcoR1 pMADI16
hK7 KLK7MM-3S/KLK7MM-4AS Xhol; EcoRI pMADI16
hK8 KLK8MMD-1S/KLKEMMD-2AS Xhol; Spel pMADI11
hK14 KLK14MMD-1S/KLK14MMD-2AS Xhol; EcoRI pMADI11

Pro-hK7

83-
62-
47,5-
32,5-
25-

hK?7 M
83-
62-
47,5-
32,5-
_>
16,5- 25-
16,5-
kDa

M hK14

kDa

83-
62-

47,5-

32,5-
25- -

kDa o

kDa

Abbildung 3-24. Nachweis der heterologen Kallikreinexpression durch SDS-PAGE und Coo-
massie-Farbung bzw. bei hK14 durch einen Anti-hK14-Antikorper im Western Blot sowie durch
korrespondierende Casein-Zymographie. Aufgetragen wurden der ungereinigte P. methanolica
Fermentationsiiberstand (teilweise durch Ultrazentrifugation konzentriert) [M] Proteinmarker
(P7708S, NEBioLabs, 6-175 kDa). Die relevanten Banden sind durch Pfeile markiert. Zur besseren
Darstellung wurden die Abbildung der jeweiligen Zymographie farblich invertiert.
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Sowohl durch SDS-PAGE (hK14 Westen-Blot) wie auch durch Zymographie wurden
Banden detektiert, die den jeweiligen Kallikreinen zugeordnet werden konnen. Mit
Ausnahme von hK14 ist das apparente Molekulargewicht, wie schon fiir hK11 beobachtet,
gegeniiber dem berechneten zu gréfleren Massen verschoben. Pro-hK7 konnte keine
eindeutige Bande zugeordnet werden. Zudem konnte bei einigen Expressionen kleinere
Proteinbanden detektiert werden, bei denen es sich wahrscheinlich um Degradationspro-
dukte der Kallikreine handelte. Bis auf Pro-hK7 zeigten alle Kallikreine im Zymogramm
eine hydrolytische Aktivitit gegeniiber Casein. Zur ndheren Charakterisierung der Enzym-
aktivitdt wurden zusitzlich synthetische chromogene Peptidsubstrate genutzt. Das Substrat
S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA) wurde fiir die Trypsin-dhnlichen Kallikreine hK5, hK8 und
hK14 verwendet. Fiir hK7 und durch Thermolysin-aktiviertes Pro-hK7 wurde das
Chymotrypsin-Substrat S2586 genutzt. Anhand der Absorptionszunahme konnte fiir alle
Kallikreine eine Substratumsetzung nachgewiesen werden. Auf der Basis der Ergebnisse
dieser Aktivititstest war es moglich, die Volumenaktivitit der Kulturiiberstinde zu
bestimmen. In Abbildung 3-25 sind die Volumenaktivitéiten aller in P. methanolica expri-
mierten Kallikreine vergleichend dargestellt. Trotz der ubiquitir vorhandenen enzymati-
schen Aktivitdt, traten zwischen den einzelnen Kallikreinen signifikante Unterschiede auf.
Von den Trypsin-dhnlichen Kallikreinen hob sich hK8 deutlich von den anderen ab. Mit 29
pkat/ml war die hK8-Volumenaktivitit etwa 150 mal hoher als die von hKS5, welches mit 0,2
pkat/ml die geringste Aktivitidt aufwies. Alle hK11-Varianten zeigten eine vergleichbare
Aktivitdt. Fiir die verkiirzte hK7-Variante zeigten sich sehr starke Schwankungen in der
Volumenaktivitét. Diese deutlichen Unterschiede spiegelten sich auch in der Zymographie
wieder. Abbildung  3-26 zeigt das Zymogramm sowie ein Coomassie-geférbtes
SDS-PAA-Gel von drei exemplarischen Expressionen unter vergleichbaren Kulturbedin-
gungen
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Abbildung 3-25. Vergleich der Volumenaktivitit der in Pichia methanolica exprimierten Kal-
likreine durch proteolytische Spaltung chromogener Substrate (S2288 1,2 mM, fiir hK5, hK8, hK11
und hK14; S2586 1,2 mM fiir hK7) bei RT. Der Anstieg der Absorption bei A = 405 nm gegen die
Zeit (AA/min ermittelt durch lineare Regression) diente zur Berechnung der Volumenaktivitit. Die
angegebenen Werte beziehen sich auf unkonzentrierte P. methanolica Kulturiiberstinde aus minde-
stens zwei vergleichbaren Expressionen.
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Abbildung 3-26. SDS-PAGE mit ihrem korrespondierenden Zymogramm sowie der Aktivi-
tiatsbestimmung mit chromogenen Substrat (S2586) von drei vergleichbaren hK7 Expressio-
nen. Eingesetzt wurde der unkonzentrierte P.methanolica Kulturiiberstand (fiir Expression II bei der
Aktivititsbestimmung 1:10 verdiinnt).Expression Il zeigte die stirkste proteolytische Aktivitit,
wiahrend Expression Il kaum Aktivitdt aufwies.
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3.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR INHIBITION DER KALLIKREINAKTI-
VITAT DURCH LEKTI-DOMANEN

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von verschiedenen
LEKTI-Doménen auf die Aktivitit der in der Haut vorkommenden humanen Gewebekal-
likreine. Diese Versuche sollten zum besseren Verstindnis der in der Haut des Haut und
Hautkrankheiten. Fiir mehrere Kallikreine wurde eine Hemmung der Enzymaktivitit durch
LEKTI beschrieben. Fiir die stark in der Haut exprimierten Proteinase hK11 liegen bisher
noch keine verdffentlichten Ergebnisse vor.

3.4.1 HEMMUNG DER HK11-AKTIVITAT

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der einzelnen LEKTI-Doménen 6, 8 und 9,
sowie den zusammenhingenden LEKTI-Doménen 7 und 8 auf die hK11-Aktivitdt unter-
sucht. Fiir diese Versuche wurde hK11 2S/1AS aus transfizierten CHO-Zellen eingesetzt.
Dieses wurde durch Kationenaustauschchromatographie gereinigt, durch Ultrazentri-
fugation entsalzt und konzentriert und anschlieBend durch Thermolysin aktiviert. Fiir die
Hemmversuche wurden jeweils 200 nM Enzym mit konstanter Substratkonzentration von
2,3 mM und steigender Inhibitorkonzentrationen bei 37 °C inkubiert. Die hydrolytische
Spaltung des chromogenen Substrates wurde durch Absorptionsdnderung bei A = 405 nm
spektralphotometrisch bestimmt. Die bei der jeweiligen Inhibitorkonzentration erhaltene
Reaktionsgeschwindigkeit (AA/At) wurde gegen die Inhibitorkonzentration in einem
Diagramm aufgetragen. Der Anstieg der Absorption ohne Inhibitor wurde als 100% definiert
und die anderen Werte entsprechend berechnet. Die Kurven sind in Abbildung 3-27 gezeigt.
Anhand des Diagrammes konnte die Inhibitor-Konzentration, bei der 50% der
hK11-Aktivitit gehemmt wird (IC55-Wert) fiir LD6 mit 1 uM und fiir LD9 mit 1,6 uM
bestimmt werden. LD7-8 und LDS8 zeigten nur eine geringfiigige hK11-Inhibition. Der
IC5p-Wert ist vom K ,-Wert des Substrates und der Konzentration des Substrates abhéngig.
Aus dem unter 3.2.6 ermittelten K,-Wert fiir hK11 und den IC5y-Werten fiir LD6 und LD9
wurden die Ki-Werte, die Dissoziationskonstante der Inhibitoren, entsprechend der
Gleichung von CHENG und PRUSOFF [1973] berechnet. Fiir LD6 ergibt sich daher ein Ki-Wert
von 0,63 uM und fiir LD9 ein Ki-Wert von 1,03 uM.

Um einen eventuellen Anhaltspunkt beziiglich des Hemmtyps zu bekommen, wurde die
Inhibition durch LD6 bei vier verschiedenen Substrat Konzentrationen gemessen (Abb.:
3-28).
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Abbildung 3-27. Inhibition der hK11-Aktivitit durch die LEKTI-Doménen 6, 7-8, 8 und 9. Fiir
die Messung wurden 200 nM aktiviertes hK11 2S/1AS und 2,3 mM Substrat S2288 im Reaktions-
puffer bei 37°C mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen inkubiert. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit wurde in Abhingigkeit von der Inhibitorkonzentration im Plattenreader bei 405 nm
bestimmt. AA/At ohne Inhibitor wurde als 100% definiert. Die Messwerte geben die Mittelwerte
(£SD) der Doppelbestimmung an.
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Abbildung 3-28. Inhibition der hK11-Aktivitit durch LD6 bei verschiedenen Substratkonzen-
trationen. Fiir die Messung wurden 200 nM aktiviertes hK11 2S/1AS im Reaktionspuffer bei 37°C
mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen und S2288 Substratkonzentrationen [S] inkubiert.
Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde in Abhéngigkeit von der Inhibitorkonzentration im Plattenrea-
der bei 405 nm bestimmt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ohne Inhibitor wurde als 100% definiert.
Die MeBwerte geben die Mittelwerte (+SD) der Dreifachbestimmung an.
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Abbildung 3-28 zeigt, dass die niedrigen Substratkonzentrationen bis 2 uM kaum einen
Einfluf auf den IC5,-Wert haben. Im Gegensatz dazu wird der IC5,-Wert bei der hochsten
eingesetzten Substratkonzentration von 4 pM in der graphischen Darstellung deutlich in
Richtung hoherer Inhibitor-Konzentration verschoben. Dies konnte als Hinweis auf einen
kompetitiven Hemmtyp gewertet werden. Um aber den Hemmtyp exakt zu bestimmen und
den Einfluf des Inhibitors auf K, und V,,, zu ermitteln, wurde die MeBwerte im
Hanses-Diagramm dargestellt (Abb.: 3-29). Dabei wichen die MeBdaten aufgrund der
Komplexitit des Reaktionsansatzes von der theoretisch zu erwartenden strengen Linearitit
ab, wobei die ermittelten MeBwerte der hochsten Inhibitorkonzentration (8 uM) am stirksten
davon betroffen waren.
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Abbildung 3-29. Hanses-Diagramm und Sekundirauftrag der hK11-Hemmung durch LDG6.
Der Quotient aus Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Inhibitor-
konzentrationen wurde in Abhdngigkeit von der Substratkonzentration aufgetragen. Die Werte stel-
len Mittelwert und Standardabweichung aus 3 MeBwerten dar, die Geraden entsprechen der
gewichteten linearen Regression. Der Sekundéraufirag (kleines Diagramm) diente der Ermittlung
von Ki (Schnittpunkt mit der Abszissenschnittpunkt). Ki = 1,29 uM

Unter Annahme einer kompetitiven Hemmung ergibt sich aus dem Sekundirauftrag des
Hanes-Diagramms (Ordinatenschnittpunkte gegen die Inhibitorkonzentration) ein Ki-Wert
von 1,29 pM. Dieser unterscheidet sich deutlich von dem anhand des 1C5)-Wertes nach
Cheng und Prusoff berechneten Ki-Wertes von 0,63 uM. Daher wurde zur Bestimmung des
Ki-Wertes zusétzlich ein Dixon-Diagramm herangezogen (Abb.: 3-30). Die reziproke
hK11-Aktivitit wurde in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration gegen die Inhibitor-
konzentration aufgetragen. Aus der Dixon-Auftrag kann der Ki-Wert als gemeinsamer
Schnittpunkt der Geraden abgelesen werden.
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Aufgrund der groBBen Divergenz der Werte bei der LD6-Konzentration von 8 uM, wurden
diese im Dixon-Auftrag nicht beriicksichtigt. Der erhaltene Ki-Wert von 0,67 uM entspricht
in guter Anndherung dem zuvor berechneten Ki-Wert.

Substratkonzentration S2288

4 mM
=
E
= \
)
>
-
1,3 mM
0,4 mM

- 0—— T —
-3 -2 -1 0 1 2 3 4
LD6-Konzentration [pM]

Abbildung 3-30. Dixon-Diagramm der hK11-Hemmung durch LD6. Aufgetragen wurde die
reziproke Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Substratkonzentrationen gegen die Inhibi-
torkonzentration. Die Werte stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 3 MeBwerten dar, die
Geraden entsprechen der linearen Regression (fiir S2288 4 uM gewichtete lineare Regression). Der
negative Ki-Wert entspricht dem Schnittpunkt der Geraden. Ki = 0,67 pM

Aus dem Hanes-Auftrag ergeben sich die folgenden in Tabelle 3-6 dargestellten apparenten
Werte fiir K, und V,,:

Tabelle 3-6: Kinetische Parameter der hK11-Hemmung durch LD6. Die Werte wurden im
Hanes-Diagramm ermittelt.

Inhibitorkonzentration [uM] Ky, [mM] V nax [HM/min!]
0 1,58 2,1
0,1 2,50 2,2
0,5 2,98 1,9
1 5,28 2,0
4 7,14 1,5
8 6,46 0,08

Die kinetischen Parameter zeigten, dass bis zu einem molaren Verhéltnis von 1:5 nur der
K, -Wert steigt widhrend V,,, unverdndert bleibt, was typisch flir eine kompetitive
Hemmung ist. Bei hohen Inhibitorkonzentrationen, ab einen molaren Verhiltnis von 1:20,
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nimmt V., deutlich ab, was wiederum auf eine gemischt nicht kompetitive Hemmung
hindeutet. Allerdings bleibt zu beriicksichtigen, dass gerade bei diesen Inhibitorkonzentra-
tionen die Schwankungen der MeBBwerte am stérksten zum Tragen kommen.

3.4.2 HEMMUNG DER HK7-AKTIVITAT

Das fiir die Inhibitionstests verwendete hK7 wurde freundlicherweise von Ludgar Standker
(IPF Hannover) zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich dabei um unglykosyliertes, rekom-
binantes Protein aus E. coli. Durch Nutzung der Vektors pPRHOT7 wurde es periplasmatisch
exprimiert und konnte in korrekter Faltung als aktives Enzym isoliert werden [FERNANDEZ et
al., 2008]. Neben der LEKTI-Doménen 6 wurde auch der Einfluss der zusammenhingenden
LEKTI-Doménen 7 und 8 auf die hK7-Aktivitit untersucht (Abb.: 3-31).
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Abbildung 3-31. Inhibition der hK7-Aktivitit durch die LEKTI-Doménen 6 sowie 7-8. Fiir die
Messung wurden 100 nM hK7 und 2,3 mM Substrat S2586 im Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 8) bei 37°C inkubiert mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen inkubiert.
Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde in Abhéngigkeit von der Inhibitorkonzentration im Plattenrea-
der bei 405 nm bestimmt. AA/At ohne Inhibitor wurde als 100% definiert

Zur Bestimmung der Inhibitor-Konzentration, bei der 50% der hK7-Aktivitdt gehemmt
werden (ICsy-Wert), wurden jeweils 100 nM Enzym mit konstanter Substratkonzentration
(S2586) 2,3 mM und steigender Inhibitorkonzentrationen bei 37 °C inkubiert. Fiir LD6
wurde ein 1Cs)-Wert von 0,78 pM und fiir LD7-8 ein I1C5)-Wert von 0,14 pM bestimmt
(Abb.: 3-31). Unter Beriicksichtigung des zuvor ermittelten K, -Wertes von 0,8 mM
(ermittelt im Hanses-Diagramm, nicht dargestellt) und der verwendeten Substratkonzen-
tration wurden nach der Gleichung von CHENG und PRUSOFF [1973] die K;-Werte berechnet.
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Fiir LD6 ergibt sich ein K;-Wert von 0,2 pM. Der K;-Wert fiir LD7-8 war mit 0,04 uM
fiinfmal kleiner.

Zur besseren Charakterisierung der Inhibitoreigenschaften wurde die hK7-Hemmung bei
verschiedenen Substratkonzentrationen bestimmt und im Hanes- sowie im Dixon-Auftrag
dargestellt (Abb.: 3-32). Anhand des Hanes-Diagramms wird deutlich, dass beide
LEKTI-Fragmente V,,, beeinflussen, dies deutet auf eine nicht-kompetitive
hK7-Inhibierung hin. Im Fall der LD6 blieb der K ,-Wert nahezu unverindert, was fiir einen
Sonderfall, die reine nicht-kompetitive Hemmung spricht. Aus dem Dixon-Diagramm
konnte fiir LD7-8 ein K;-Wert von 0,18 pM bestimmt werden, der sich jedoch deutlich von
dem zuvor berechnetet K;-Wert von 0,04 pM unterscheidet. Fiir LD6 war die Bestimmung
des K;-Wertes anhand des Dixon-Diagramms nicht moglich.
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Abbildung 3-32. Hemmung der hK7-Aktivitit durch LD6 (A und B) und LD7-8 (C und
D) dargestellt im Hanes-Diagramm (A und C) und Dixon-Diagramm (B und D). Die Geraden
entsprechen der linearen Regression.
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3.4.3 HEMMUNG WEITERER KALLIKREINE

Da die in P. methanolica exprimierten Kallikreine aufgrund mangelnder Reinigungsstra-
tegien nicht als isolierte Proteine vorlagen, wurden fiir die Kallikreine 5 und 7 Hemmver-
suche mit dem P. methanolica Kulturiiberstand durchgefiihrt. Die sich daraus ergebenen
Aussagen sind jedoch nur ungenau und wurden in grober Einteilung in Tabelle 3-7 zusam-
mengefafit. Zusétzlich ist in Tabelle 3-7 das Inhibitionspotential der LEKTI-Dominen
gegeniiber Trypsin angegeben. Trotz der groBen Sequenzhomologie der einzelnen Doménen,
zeigten sich deutliche Unterschiede in der Effektivitét der Inhibition.

Tabelle 3-7: Zusammenfassung der Hemmung von hKS wund hK7 im
Pmethanolica-Kulturiiberstand durch verschiedene LEKTI-Dominen. Ebenfalls ist die
Trypsinhemmung angegeben. Die Hemmeigenschaften werden wie folgt kategorisiert: ++
starke Hemmung; + moderate Hemmung; + schwache bis keine Hemmung. LD2-3 wurde von
DuDDA-BOHM [2007] in P methanolica exprimiert und durch Anionenaustausch-
chromatographie gereinigt.

LD2-3 LD4 LD6 LD7-8 | LD8-9 LD9 LD11 | Konsensus
hK5 n.d. n.d. ++ n.d. n.d. ++ ++ n.d.
hK7 + ++ + ++ + + + +
Trypsin n.d. + ++ ++ n.d. + + +
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4 DISKUSSION UND AUSBLICK

4.1 MOTIVATION

Die humanen Gewebekallikreine sind eine Gruppe von 15 sekretorischen Serinproteinasen,
die in diversen Geweben exprimiert werden und dort multiple physiologische Funktionen
tibernehmen [YOUSEF et al., 2005]. In der menschlichen Haut werden verschiedene Kallikreine
exprimiert, welche im unteren Stratum granulosum, im Stratum corneum und in den
Hautanhangsgebilden, wie den Epithelien der Haarfolikel und Schweifdriisen, lokalisiert
sind [KOMATSU et al., 2003, 2005ab, 2006b]. In den letzten Jahren wurde die Wirkung der
Kallikreine als promiskuitive Vermittler verschiedener Barrierefunktionen der Haut
beschrieben, da diese in der Lage sind, verschiedene Substrate zu spalten die bei der
Desquamation [SIMON et al., 2001; CAUBET et al., 2004], der antimikrobiellen Abwehr [YAmasak1
et al., 2006] und der Lipidpermeabilitit [HACHEM et al,. 2005] entscheidend sind. Aufgrund ihrer
Rolle bei der Regulation dieser essentiellen Vorgénge unterliegen sie strengen Kontrollen
auf DNA-, wie auch auf Proteinebene. Fehlregulationen der Kallikreinaktivitit werden mit
einer Reihe entzilindlicher Hautkrankheiten wie atopischer Dermatitis und Psoriasis vulgaris
in Zusammenhang gebracht [KOMATSU et al, 2007a und 2007b]. Bis vor kurzem wurde die
proteolytische Aktivitit der Kallikreine in der Haut hauptsichlich auf hK5 und hK7
zurlickgefiihrt. Die Regulation dieser beiden Enzyme durch endogene Inhibitoren wurde
vielfach untersucht [FRANZKE et al., 1996; EGELRUD et al., 2000; Michael et al., 2005; SCHECHTER et al.,
2005; BORGONO et al., 2006]. Neben dem potenten hK7 Inhibitor SLPI steht dabei insbesondere
der Multidominen Serinproteinase-Inhibitor LEKTI im Fokus. Dieser 1999 in der
Arbeitsgruppe von MAGERT entdeckte Inhibitor ist insofern auflergewohnlich, da er iiber die
hohe Anzahl von 15 potentiellen Hemmdoménen verfiigt, die iiber 13 mdgliche Prozessie-
rungsstellen fiir Proproteinkonvertasen miteinander verbunden sind. Zwei der
LEKTI-Doménen (LD2 und LD15) entsprechen dem Kazal-Typ, die anderen 13 Dominen
weisen eine Disulfidbriicke weniger auf. Mutationen im LEKTI kodierenden Gen SPINKS,
die zu einem unfunktionellen Protein fiithren, stehen im Zusammenhang mit der schweren
erblichen Hautkrankheit Netherton Syndrom. Zu den Hauptsymptomen dieser Krankheit, die
gemeinsame Charakteristika mit Psoriasis und atopischer Dermatitis aufweist, gehdren eine
unvollstindige Verhornung der Haut sowie stindige Hautabschilferung [Ubersicht bei MAGERT
et al., 2002]. Die nachgewiesene erhdhte Trypsin-/Chymotrypsin-&dhnliche Hydrolyseaktivitét
im Stratum corneum von Netherton Syndrom Patienten wird auf eine unzureichende
Inhibierung der Kallikreine durch LEKTI zuriickgefiihrt [KomATsu et al, 2002]. Die
Arbeitsgruppe von EGELRUD [2005] konnte eine Inhibition der Kallikreine 5 und 7 durch die
LEKTI-Doméne 6 =zeigen. In weiteren Publikationen konnte auch fiir andere
LEKTI-Fragmente eine inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden, wobei die einzelnen
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Fagmente sehr unterschiedliche Spezifitdten besitzen [SCHECHTER et al., 2005; BORGONO et al.,
2006; DERAISON et al., 2007]. In der Haut werden neben hK5 und hK7 auch eine Reihe weiterer
Kallikreine exprimiert, deren physiologische Bedeutung jedoch doch nicht vollstindig
bekannt ist. KOMATSU und Mitarbeiter [2005ab, 2006b] stellten in Expressionanalysen fest,
dass hK8 und hK11 die am stirksten im Stratum corneum exprimierten Trypsin-dhnlichen
Kallikreine sind. Die gleiche Arbeitsgruppe hatte zuvor nachgewiesen, dass die KLK/1-
mRNA etwa in gleichem Umfang wie die SPINK5-mRNA, aber in flinffacher Menge wie die
mRNA fiir KLK5 und KLK7 vorliegt [KOMATSU et al., 2003]. Die starke epidermale Expression
zusammen mit den bisherigen Erkenntnissen iiber die inhibitorischen Eigenschaften von
LEKTI, legt hK11 als potentielle LEKTI-Zielproteinase nahe. Zudem sind sowohl hK11 als
auch LEKTT hauptséchlich in epithelialen Geweben zu finden und sind unter anderem in der
Prostata, der Speicheldriise, dem Gehirn, dem Thymus, der Luftréhre und der Lunge
koexprimiert, was einen mdglichen regulatorischen Zusammenhang nicht nur auf die Haut
beschrinkt [MAGERT et al., 1999; YOUSEF et al., 2000b, DIAMANDIS et al., 2002]. Die hK11 Expression
wurde bisher insbesondere im Zusammenhang mit ihrer Krankheitsrelevanz bei verschie-
denen Krebsarten untersucht. Neben dem humanen Kallikrein 3 (PSA) wird auch hK11 als
Biomarker fiir Prostata- und Brustkrebs in Betracht gezogen. In mehrere Studien konnte eine
hK11 Uberexpression in Zusammenhang mit den erwiihnten Krebsarten gebracht werden
[DIAMANDIS et al., 2002; BORGONO et al., 2003a; NAKAMURA et al., 2003; SHIGEMASA et al., 2004;
STAVROPOULOU et al., 2005; MCINTOSH et al., 2007]. Im Serum von Patienten mit Prostata- und
Ovariarkrebs wurde von DIAMANDIS und Mitarbeitern [2002] durch GroBenausschluss
chromatographie neben einer ca. 30 kDa gro3en Fraktion auch ein geringer Teil einer ca. 100
kDa grof3en Fraktion erhalten, in denen durch Immunodetektion hK11 nachgewiesen wurde.
Das ca. 30 kDa groBe Protein entspricht der freien Form von hK11, wéhrend angenonnen
wird, dass in der 100 kDa groBen Fraktion hKI11 komplexiert mit Serin-
proteinase-Inhibitoren vorliegt, wie es bereits fiir hK3 beschrieben wurde [CHRISTENSSON et
al.,1990; STENMAN et al., 1991].

Bei Inhibitionsstudien mit gdngigen Serinproteinase-Inhibitoren, wie bspw. o 1-Antitrypsin,
Protein C Inhibitor, a2-Antiplasmin und C1-Inhibitor, konnte keine relevante Hemmung von
hK 11 festgestellt werden [Luo et al, 2006a]. Untersuchungen zur Inhibition durch den
Serinproteinase-Inhibitor LEKTI sind bisher nicht bekannt, obwohl eine effektive und
selektive Inhibition von verschiedenen Kallikreinen durch LEKTI-Doménen bereits
mehrfach nachgewiesen wurde. Daher war das Ziel dieser Arbeit die inhibitorische Wirkung
verschiedener LEKTI-Domédnen auf die hK11 Aktivitdt zu untersuchen und die damit
verbundenen kinetischen Parameter zu bestimmen. Fiir die Durchfilhrung von
Hemmversuchen war es notwendig, die erforderlichen Proteine in ausreichender Menge und
Reinheit zur Verfiigung zu stellen. Zur Expression der rekombinanten Proteine standen
verschiedene Expressionssysteme zur Verfligung. Bei der Entscheidung fiir ein bestimmtes
System spielten neben Eigenschaften und Komplexitit des zu exprimierenden Proteins die
erwartete Expressionsrate, sowie die Verfiligbarkeit bestimmter Technologien eine Rolle.
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Die LEKTI-Doménen wurden in E. coli exprimiert, wobei die rekombinaten Proteine in
nativer geldster Form erhalten wurden. Kallikrein 11 wurde als reifes aktives Protein durch
die Hefe P. methanolica exprimiert. Alternativ wurde die Pro-Form von hK11 neben
P.methanolica auch in der Sdugerzelllinie CHO exprimiert. Zusitzlich wurden zwei
N-terminal verkiirzte Varianten erzeugt, die Aussagen iiber damit verbundene Stabilitéts-
und Aktivititsinderungen erlauben. Die proteolytische Aktivitdit der rekombinant
hergestellten hK11-Varianten wurden mittels Zymographie detektiert und durch Spaltung
chromogener Peptidsubstrate néher charakterisiert.

Neben hK11 wurden auch die in der Haut vorkommenden Kallikreine 5, 7, 8 und 14
rekombinant durch P. methanolica erzeugt. Neuere Verdftentlichungen weisen darauf hin,
dass hK14 als Teil der proteolytischen Aktivierungskaskade eine Schliisselrolle im Prozess
der Desquamation zukommt [BRATTSAND e al., 2005; STEFANSSON et al., 2006; EMAMI et al. 2007].
Zudem stellt hK14 von allen getesteten Kallikreinen den effektivsten PAR-2 Aktivator dar
[STEFANSSON et al., 2008]. Neben hK 11 wird hK8 am stérksten im Stratum corneum exprimiert
[KOMATSU et al., 2005a, 2006b]. Die Bedeutung von hK5 und hK?7 fiir die Physiologie der Haut
wurde mehrfach aufgezeigt. Fiir diese Kallikreine wurden ebenfalls Inhibitionsversuche mit
verschiedenen LEKTI-Fragmente von mehreren Arbeitsgruppen durchgefiihrt. Daher sind
diese fiir den Vergleich sowie die kritische Betrachtung der eigenen Inhibitionsergebnisse
gut geeignet.

Viele Arbeitsgruppen verwendeten fiir Hemmungtests relativ groBe LEKTI-Fragmente
bestehend aus mehreren Doménen. In Hinblick auf eine pharmakologische Anwendung ist
es jedoch von Vorteil die LEKTI-Doménen einzeln oder als moglichst kleine Fragmente zu
betrachten. Das durch Inhibitionsuntersuchungen ermittelte LEKTI-Fragment mit dem
groBten Hemmpotential konnte dann als Leitstruktur zur Medikamentenentwicklung dienen.
Ein vielversprechender Kandidat dafiir ist LD6, da diese Doméne zum Einen fast exakt die
Konsensussequenz von elf der 15 Dominen reprisentiert und zum Anderen bereits als
natiirliches Fragment in vivo nachgewiesen wurde [MAGERT ef al., 1999]. Zudem wurde die
Hemmung der Kallikreine 5 und 7 durch LD6 gezeigt [EGELRUD et al. 2005, DERAISON et al., 2007].
In dieser Arbeit wurde LD6 vergleichend mit anderen Doménen zur Hemmung von hK11,
hKS5 und hK7 eingesetzt. Die Inhibition von hK11 durch LD6 wurde durch Bestimmung der
kinetischen Parameter néher charakterisiert um dadurch eine besseres Verstdndnis der
Regulation dieser bisher noch nicht ausreichend charakterisierten Proteinase zu erhalten.

4.2 HETEROLOGE EXPRESSION DER LEKTI-DOMANEN

Die Dominen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI wurden einzeln oder als Kombination
aus zwei zusammenhingenden Doménen durch das gramnegative Bakterium Escherichia
coli rekombinant exprimiert. Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese der LEKTI-Doménen
diente cDNA aus der humanen Haut, die von der Firma Invitrogen bezogen wurde.
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Durch geeignete Primer wurden die entsprechenden Amplifikate erzeugt und in den
Expressionsvektor kloniert. Die codierenden ¢cDNAs der LEKTI-Domédne 6 sowie der
zusammenhédngenden Doménen 7-8 wurden nach Restriktion und Reinigung mit dem Vektor
pBAD/glIIA ligiert, wihrend die Doménen 4, 8, 8-9, 9 und 11 direkt in den TOPO-Vektor
pBAD/Thio-TOPO kloniert wurden und anschlieBend E. coli-Zellen damit transformiert.
Die Verwendung von E. coli als Expressionssystem bietet viele Vorteile, wie schnelles
Wachstum, die Féhigkeit zur Fermentation und die hohe Syntheseleistung. Ein groBer
Nachteil bei der Produktion komplexer eukaryontischer Proteine in E. coli liegt vor allem in
der mangelnden Fihigkeit, post-translationale Modifikationen, wie z. B. die Ausbildung von
Disulfid-Briicken, Glykosylierungen und Phosphorylierungen durchzufiihren [YIN et al,
2007]. Ein generelles Problem bei der bakteriellen Expression besteht darin, dass die
Fremdproteine zwar in groBer Menge vorliegen, aber oftmals nicht in geldster Form, sondern
als Proteinaggregate in sogenannten ,,inclusion bodies“. Dadurch ist eine Riickfaltung zum
l6slichen Protein notwendig, was hdufig mit groBen Ausbeuteverlusten sowie Zeit- und
Kostenaufwand verbunden ist. Durch die Wahl des Vektorsystems und der Expressionspara-
meter wurde versucht, die rekombinanten LEKTI-Doménen als native 16sliche Proteine zu
erhalten. Der Vektor pBAD/gIIIA verfligt {iber die Gen III Signalsequenz, die eine Sekretion
der Fragmente in den periplasmatischen Raum bewirkt [BOEKE et al, 1982]. Dieser besitzt
einerseits im Gegensatz zum Zytoplasma ein oxidatives Milieu was die Ausbildung von
Disulfid-Briicken begiinstigt und andererseit bakterieller Chaperone mit deren Hilfe
rekombinante Proteine korrekt gefaltet werden konnen.

Der Vektor pBAD/Thio-TOPO ermoglicht die Expression der LEKTI-Dominen als
Fusionsproteine mit Thioredoxin, was die Loslichkeit der iiberexprimierten Proteine erhoht
und die relativ kleinen LEKTI-Fagmente stabilisiert [ YASUKAWA et al., 1995]. Zusidtzlich wurde
die Bildung von inclusion bodies durch eine limitierte Induktion vermindert. Die
Uberexpression erfolgte bei niedriger Temperatur (25 °C), wihrend die Zellernte nach 24 h
erfolgte [ScHEIN und NoOTEBORN, 1988]. Beide Vektoren besitzen einen durch Arabinose
induzierbaren Promotor, wodurch die Menge der exprimierten Proteine reguliert werden
kann [MivYADA et al., 1984; Ubersicht bei SCHLEIF, 1992]. Bei einer Endkonzentration von 0,02%
w/v Arabinose zeigte sich die Expression aller LEKTI-Doménen unter den oben genannten
Bedingungen erfolgreich. Die rekombinanten Proteine konnten nach dem mechanischen
Aufschluss der Zellen in der fliissigen Fraktion nachgewiesen werden. Die Fusion der
LEKTI-Domédnen mit einem Hexa-Histidin-tag ermdglichte die einfache und effektive
Isolierung der Proteine auf dem Zelllysat durch immobilisierte Ni%*-Affinitéits-Chromato-
graphie. Die LEKTI-Doménen 7-8 ohne Hexahistidin-Fusionsanteil wurden, nach einem von
HANEL [2009] ausgearbeiteten Protokoll, durch Kationenaustauschchromatographie isoliert.
Die Funktionalitit der LEKTI-Doménen wurde in Hemmversuchen mit Trypsin bestitigt. In
mehreren Verdffentlichungen wird die signifikante Hemmung von Trypsin durch die
einzelnen Doménen 3, 5, 6, 8 und 15 [MAGERT et al., 1999; 2002; VITZITHUM et al., 2008 ], durch das
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vollstindige LEKTI-Vorlauferprotein [MiTsupo et al., 2003], sowie Fragmente bestehend aus
den Doménen 2-3, 6-9 [JAYAKUMAR et al., 2004], 8-11 und 9-15 [DERAISON et al, 2007]
beschrieben.

Der fiir Doméne 6 erhaltene IC55-Wert von 1,2 pM (bei 100 ng/ml Trypsin) liegt in der
gleichen GroBenordnung wie der von EGELRUND [2005] unter dhnlichen Bedingungen
ermittelten 1C5p-Wert von 3,3 pM (bei 25 ng/ml Trypsin). Ein negativer Einfluss des
Fusionsanteils konnte durch vergleichende Trypsinhemmtest mit nativer und fusionierter
Domine 6 ausgeschlossen werden, da kein signifikanter Unterschied in der Hemmwirkung
zu erkennen war.

4.3 HETEROLOGE EXPRESSION DER KALLIKREINE IN PICHIA
METHANOLICA

Fiir die Expression der Kallikreine wurde als Wirtsorganismus die Hefe Pichia methanolica
auf Grund ihrer Fahigkeit, Fremdproteine zu exprimieren, posttranslational zu prozessieren,
zu modifizieren und in das umgebende Medium sekretieren zu konnen, ausgewéhlt. Die
Species der Pichia gehoren wie Candida spp., Hansenula spp. und Turolopsis spp. auch zu
den fakultativ methylotrophen Hefen [GeLrissen, 2000]. Die Produktion rekombinanter
Proteine in methylotrophen Hefen basiert weitgehend auf der Nutzung des AOX1-Promotors
aus Pichia pastoris. Im Gegensatz dazu ist Pichia methanolica ein relativ neues Expressions-
system, dass weniger gut charakterisiert ist. RAYMOND und Mitarbeiter entwickelten 1998
das pCZR 139-Plasmid unter Nutzung des AUGI-Promotors zur heterologen Expression
von humaner Glutamat-Decarboxylase in P. methanolica. Die Expressionsraten des Proteins
in P. pastoris und P. methanolica waren gleichwertig, jedoch wies die in P. methanolica
exprimierte und isolierte Glutamat-Decarboxylase die hohere Reinheit und enzymatische
Aktivitdt auf. TSAT und HUANG [2008] berichteten allerdings von einer stiarkeren Expression
endogener Hefeproteine durch P. methanolica und wiesen ebenfalls auf ein unterschied-
liches Glykosylierungsmuster zu P. pastoris hin, welches sich wahrscheinlich positiv auf die
thermo- und pH-Stabilitdt der rekombinanten Proteine auswirkt.

P. pastoris wurde von mehreren Arbeitsgruppen zur Expression von Kallikreinen verwendet
[BORGONO et al., 2003b; YOUSEF et al., 2003; BRATTSAND et al., 2005; OBIEZU et al., 2005; MICHAEL et al.,
2005; OIKONOMOPOULOU et al., 2006; BORGONO et al., 2007b]. Die erhaltene Menge an
rekombinanten Kallikreinen variierte zwischen 1,5 mg [MICHAEL et al., 2005; BORGONO ef al.,
2007b] und 15 mg [BRATTSAND et al., 2005] pro Liter Hefekulturiiberstand. Verglichen damit
liegt die Ausbeute an rekombinanten Pro-hK11 3S/2AS aus P. methanolica mit ca. 2 mg/l im
unteren Bereich.

Trotz Optimierung der Expressionsbedingungen war eine Erhéhung der hK11 Ausbeute nur
bedingt moglich. Bei der Expression im Schiittelkolben erfolgte die Methanolzufuhr nicht
kontinuierlich, der Sauerstoffgehalt konnte weder gemessen noch geregelt werden; dadurch
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variierte die Zelldichte und die Versorgung mit Néhrstoffen war unregelméBig, was sich
nachteilig auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auswirkte. Es ergaben sich
Unterschiede hinsichtlich der Volumenaktivitdt zwischen den einzelnen Expressionen, die
sich besonders stark bei hK7 duBlerten. Eine Moglichkeit die heterologe Expression unter
optimierten und standardisierten Bedingungen durchzufiihren, bietet die Fermentation.

Fiir Pichia methanolica wurde eine geeignete Fermentationsstrategie von DUDDA-BOHM
[2007] entwickelt und fiir Pro-hK11 3S/2AS von EICHHORN [2009] durchgefiihrt. Unter
Fermentationsbedingungen konnte die Ausbeute an rekombinanten Pro-hK 11 signifikant auf
15 - 20 mg pro Liter gesteigert werden. Jedoch liegt die Ausbeute an rekombinanten Protein
auch in diesen Fall im unteren Bereich. Speziell fiir die Fermentation von P. methanolica
wurden von RAYMOND und Mitarbeitern [1999] Mengen an sekretorisch exprimierten
Proteinen von 10 mg/I fiir den humanen Zytokin-Rezeptor und 500 mg/1 fiir humanes Leptin
beschrieben. Da die Fermentationsstrategien anndhert gleich aufgebaut sind, konnte die
Expressionsmenge bestimmter Proteine dhnlich wie bei P. pastoris von proteinspezifischen
Eigenschaften [HELLWIG et al., 2000] abhidngig sein.

Die Detektion der in P. methanolica exprimierten Kallikreine erfolgte durch Standardme-
thoden wie SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie- oder Silberfarbung oder Western
Blot und Immunodetektion. Zusétzlich wurde die proteolytische Aktivitdt der Kallikreine
durch Casein-Zymographie nachgewiesen. Durch Kombination der Detektionsmdglich-
keiten konnten nahezu alle Kallikreine als diskrete Proteinbanden nachgewiesen werden. Mit
Ausnahme von hK14 war die apparente molare Masse hoher als die anhand der Aminoséu-
resequenz berechnete, weshalb von einer Glykosylierung dieser Kallikreine auszugehen ist.
Pro-hK7 konnten nicht eindeutig Proteinbanden zugeordnet werden. Im Fall von hKS5 und
hK7 waren teilweise Proteinbanden mit geringem Molekulargewicht im SDS-PAA-Gels zu
erkennen, wobei es sich wahrscheinlich um Degradationsprodukte dieser Poteinasen handelt.
Bei der Expression von hK14 in P. pastoris detektierte die Arbeitsgruppe von BORGONO
[2007b] in SDS-PAA-Gel mehrere Proteinbanden, die auf Autodegradation der Proteinase
zuriickgefiihrt werden. Die Degradation der Kallikreine durch Autolyse oder durch
Hefeproteinasen hatte einen entscheidenden Einfluss auf die erhaltene Volumenaktivitit. Fiir
die Stabilitdt der Kallikreine erwies sich eine Verkiirzung der Induktionsdauer auf drei Tage
als vorteilhaft. Durch die allgemein geringe Expressionsrate in Verbindung mit dem
ungiinstigen Verhiltnis von endogenen Hefeproteinen und Kallikreinen, war die Etablierung
effektiver chromatographischer Reinigungsverfahren nicht moglich. Deshalb wurde zur
Charakterisierung der proteolytischen  Aktivitdit der Kallikreine ungereinigte
Hefekulturiiberstinde verwendet. Als Mal3 der proteolytischen Aktivitit diente dabei die
Geschwindigkeit der Umsetzung von synthetischen chromogenen Peptidsubstraten bezogen
auf das eingesetzte Volumen. Fiir alle in P. methanolica exprimierten Kallikreine konnte
eine enzymatische Aktivitdt nachgewiesen werden. Allerdings zeigten sich zwischen den
verschiedenen Kallikreinen signifikante Unterschiede. Die minimalen und maximalen
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Volumenaktivitdten unterschieden sich um mehr als den Faktor 1000. Von allen in dieser
Arbeit untersuchten Kallikreinen wies hK5 mit 0,2 pkat/ml die geringste Volumenaktivitit
auf. Dies beruht wahrscheinlich auf der geringen Spezifitit gegeniiber dem verwendeten
Substrat S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA). Die Arbeitgruppe von BRATTSAND [2005]
bestimmte fiir hK5 bei Verwendung des gleichen Substrates eine wesentlich geringer
Spezifititskonstante verglichen mit hK14. Von den Trypsin-dhnlichen Kallikreine zeigte
hKS8 mit 29 pkat/ml die groffte Aktivitit. Die Volumenaktivitit von hK7 unterlag starken
Schwankungen, die sich auch im Zymogramm und SDS-PAA-Gel duflerten. KISHI und
Mitarbeiter [2004] konnten sowohl natives als auch rekombinantes hK7 aus Sdugerzellen
durch zwei Banden bei ca. 30 kDa im SDS-PAA-Gel nachweisen. Die Unterschiede im
Molekulargewicht flihrten sie auf eine heterogene Glykosylierung zuriick. Auch bei der
heterologen Expression von hK7 in P.methanolica konnten teilweise Doppelbanden bei ca.
30 kDa detektiert werden, was mit einer hohen Aktivitét bis ca. 300 pkat/ml einherging. War
im SDS-PAA-Gel hingegen nur die obere der beiden Banden sichtbar, war die Aktivitit
deutlich reduziert. In etwa der Hélfte aller angesetzten Expressionen war fiir hK7 keine oder
nur eine minimale Aktivitdt messbar. Im den korrespondierenden SDS-PAA-Gelen waren
dann keine Banden im erwarteten GroB3enbereich erkennbar. In einigen Féllen waren jedoch
mehrere Degradationsfragmente vorhanden.

hK11

Zu Beginn der Arbeit war die N-terminale Aminosduresequenz des reifen hK11 noch nicht
bekannt, weshalb drei Varianten erzeugt wurden.

Interessanterweise zeigten alle hK11-Varianten eine nahezu identische Volumenaktivitt.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die N-terminalen Bereiche kaum Einfluss auf die
Proteinaseaktivitit, sowie auf die Stabilitit des Enzyms haben. HK11 hat ein berechnetes
Molekulargewicht von 28362 Da und besitzt vier mogliche N-Glykosylierungsstellen. Fiir
natives, aus Samenfliissigkeit isoliertes hK11 wurde in einer Publikation von DIAMANDIS
[2002] ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa beschrieben wéhrend LOU und Mitarbeiter
[2006b] ein Molekulargewicht von ca. 40 kDa angeben. Dieser Massenunterschied konnte auf
unterschiedlichen Glykosylierungsformen beruhen, aber auch eine Prozessierung des
aktiven Enzyms durch Autolyse oder Spaltung durch andere Proteinasen wiéren denkbar. Es
wird angenommen, dass die proteolytische Aktivitdit von hKI11 hauptsidchlich durch
intramolekulare Spaltung reguliert wird. In Samenfliissigkeit liegt ca. die Hailfte des
detektierten hK11 in gespaltener Form vor [Luo et al., 2006a]. SANO und Mitarbeiter [2007]
konnten zeigen, dass aktives hK11 sich effektiv selbst proteolytisch spaltet, was in einem
starken Verlust der Aktivitét resultiert. Ebenfalls wird eine weniger effektive Spaltung von
hK11 durch Plasmin beschrieben [Luo ez al., 2006a]. Unter reduzierten Bedingungen wurde
neben der 40 kDa grof8en hK11-Bande eine weitere bei 20 kDa detektiert. Moglicherweise
aufgrund der geringen Ausbeute an rekombinantem hK11 konnten wir bei keiner Expression
Banden bei 20 kDa finden.
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Die Spaltung von hK11 erfolgt zwischen den Aminoséduren an Position 156 und 157 nach
Arginin [Luo et al., 2006a]. Die Regulierung ihrer Aktivitit durch intramolekulare Spaltung ist
ein Mechanismus, der fiir mehrere Kallikreine inklusive hK14 [BorGoNoO et al., 2007b], hK 13
[SoTIROPOULOU et al., 2003] und hK6 [MAGKLARA et al., 2003] nachgewiesen wurde. Fiir andere
Kallikreine wie hK2 und hK3 wurde auch eine hKS5-vermittelte Spaltung beschrieben
[MICHAEL et al., 2006]. Ausgehend von den durch Sequenzvergleiche erhaltenen Strukturen
befinden sich die meisten Spaltstellen in einer exponierten Oberfldchen-Schleife [Luo et al.,
2006a]. Weiterhin wurden fiir hK5 und hK7 verkiirzte Formen in vitro und/oder in vivo
gefunden [HANSSON et al., 1994; BRATTSAND und EGELRUD, 1999].

Die verkiirzten hK11 Varianten 5S/1AS und 6S/1AS beginnen nach Arginin, was eine
Spaltung durch Trypsin-dhnliche Serinproteinasen erfordert. Zudem befindet sich der
Anfangsbereich der Variante 5S/1AS nach einer exponierten Schleife. Beide Varianten
enthalten alle Aminosduren der katalytische Triade, was den Erhalt zumindest eines Teils der
proteolytischen Aktivitdt nahelegt. Zusétzlich zum Verlust der proteolytischen Aktivitét
konnte die Spaltung an speziellen Positionen auch eine Anderung in der Spezifitit
hervorrufen, wie es bereits von Thrombin berichtet wurde [BRAUN ef al,, 1988]. Da bei der
Spaltung des Peptidsubstrates S2288 kein Unterschied in der Aktivitit der verkiirzten
Varianten gegeniiber der maturen Form festgestellt wurde, ist davon auszugegen, dass eine
mogliche N-terminale Prozessierung weder die Aktivitit noch die Spezifitdit von hK11
beeinflufit.

37 Schleife 27 70-80 Schleife
LIKGFECKPHSQPWQAALFEKTRLLCGATLIAPRWLLTAAHCLKPRYIVHLGQHNLOKEEGCE

Kallikrein Schleife 102
QTRTATESFPHPGFNNSLPNKDHRNEIMLVKMASPVSITWAVRPLTLSSRCVTAGTSCLISGWG

Kallikrein Schleife 135
STSSPQLRLPHTLRCANITIIEHQKCENAYPGNITDTMVCASVQEGGKDSCQGDSGGPLVCNQS

LOGIISWGQDPCAITRKPGVYTKVCKYVDWIQETMKNN

Abbildung 4-1. Primirstruktur mit topologischen Eigenschaften von aktivem hKI11 nach
DEBELA et al. [2006]. Wichtige Merkmale sind farbig gekennzeichnet: Die Anfangsaminosduren der
Kallikrein-Varianten blau, die Aminosduren der katalytischen Triade rot und die Schleifen grau
hinterlegt. Die gelben Pfeile stellen B-Faltblatt- und die orangen Rechtecke a-Helice-Strukturen dar.
Zusitzlich ist in griin die interne Spaltstelle nach LUO [2006a] gekennzeichnet.

4.3.1 VERGLEICH DER EXPRESSION VON PRO-HK 11 IN PMETHANOLICA UND
CHO-ZELLEN

Die Pro-Form des humanen Kallikreins 11 wurde heterolog sowohl in der Hefe Pichia
methanolica als auch in der Sdugerzelllinie CHO tiiberexprimiert. Das rekombinate hK11
wurde bei P. methanolica als Fusionsprotein mit Hexa-Histidin-tag bzw. bei CHO-Zellen als
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natives Enzym in sezernierter Form erhalten. Die Ausbeute an gereinigtem hK11 war nahezu
identisch. Bei beiden Systemen lag das Kallikrein zumindest teilweise als aktives Enzym
ohne Pro-Peptid im Kulturmedium vor. Da hK11 nur bedingt in der Lage ist sich autokata-
lytisch zu aktivieren [SaNo et al., 2007], ist die Aktivierung sehr wahrscheinlich auf eine
Prozessierung durch zelleigene Proteinasen zuriickzufiihren. Ob das dabei erhaltenen hK11
die korrekte Aminosduresequenz der maturen Form am N-Terminus aufweist, muss noch
mittels Edman-Abbau bestitigt werden. Durch Anpassung der Kultivierungsdauer konnte
das durch CHO-Zellen sezernierte hK11 zum groften Teil als inaktive Pro-Form erhalten
werden. Bei der P. methanolica Expression hatten die durchgefiihrten Anderungen der
Kultivierungsbedingungen kaum einen Einfluss. Eine in dieser Arbeit nicht untersuchte
Moglichkeit das Zielprotein in der Pro-Form zu stabilisieren besteht in der Zugabe von
reversiblen Protease-Inhibitoren und/oder Casaminoacids, welches den im Kulturmedium
vorhanden Proteinasen als zusétzliches Substrat dient.

Pro-hK11 kann durch Thermolysin in die aktive Form konvertiert werden. Die Thermolysi-
naktivierung von Kallikreinen, auch von hK11, wurde bereits in mehreren Verdffentli-
chungen beschrieben [NoDA et al., 1985; TAKADA et al., 1985; LU S.H. et al. 1996; R&D Systems, 2006;
SANO et al., 2007, YOON et al., 2007]. Das Verhiltnis von Thermolysin zu hK11 wird mit 1:10
[R&D Systems, 2006] bis 1:40 [SANO et al., 2007] angegeben. Da die hK11-Konzentration im
Kulturiiberstand nicht bekannt ist, ist eine standardisierte Aktivierung nicht moglich. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass ein Uberschuss an Thermolysin zur
weiteren Prozessierung des aktiven hK11 fiihrt, was auch einen Verlust von Aktivitét
bewirkt.

Fiir die Aktivitatsstudien wurde hK11 durch Chromatographie aus dem Kulturmedium
isoliert, in bekannten Konzentration aktiviert und zur Bestimmung der enzymatischen
Parameter eingesetzt. Zur Quantifizierung der proteolytischen Aktivitdt diente das
chromogene Peptidsubstrat S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA). In Veroffentlichungen wird die
Substratspezifitit von hK11 von verschiedenen Arbeitsgruppen kontrovers beschrieben.
Untersuchungen von LUO [2006a] und MITSUI [2000] ergaben, dass hK11 Peptidsubstrate
nach Arginin, nicht aber nach Lysin spaltet. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestdtigen diese Aussage. Auch konnte keine Spaltung eines Chymotrypsin-typischen
Substrates beobachtet werden.

Die Gegeniiberstellung von hK11 aus P. methanolica und CHO zeigt, dass beide Proteine
einen anndhert gleichen K -Wert haben. Jedoch weist hK11 aus P. methanolica eine
niedrigere maximale Reaktionsgeschwindigkeit auf. Die katalytische Effizienz, die durch
den Quotient k,/K,,, gekennzeichnet ist, ist fiir die Proteinase aus P. methanolica ebenfalls
signifikant kleiner. Es gibt mehrer Ansatzpunkte um diese Aktivitdtsunterschiede zu
erkléren.

Zum Einen kann sich die zu Mammalia unterschiedliche Glykosylierung nachteilig
auswirken. Diese posttranslationalen Modifikationen beeinflussen die Struktur eines
Proteins welche wiederum entscheidend fiir dessen biologische Aktivitit ist [JENKINS et al.,
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1994]. Zum Anderen kann auch der Fusionsanteil die Konformation des Zielproteins
verdndern [FITZPATRICK ef al., 2004]. Da das Verhiltnis von aktiven und inaktiven hK11 nicht
genau bestimmt werden kann, ist eine Degradation von aktiven hK11 durch Thermolysin mit
resultierendem Aktivitdtsverlust ebenfalls nicht auszuschlieBen. Weiterhin bleibt zu
bedenken, dass fir hK11 aus P. methanolica nur eine partielle Aufreinigung durch
Ni2+-Afﬁnitéitschromatographie gelang. Das SDS-PAA-Gel zeigte noch mehrere Proteine,
deren FEinfluss die bestimmte hK11-Konzentration in Richtung hoéher Konzentration
verfilscht.

Es bleibt jedoch spekulativ, ob einer der genannten Punkte als Hauptursache fiir den
Aktivititsunterschied angesehen werden kann oder ob verschiedene Faktoren kumulativ
wirken.

Fiir die anschlieBenden Versuche wurde ausschlieSlich hK11 aus CHO-Zellen verwendet.

4.4 HEMMUNG DER HK11 AKTIVITAT

In dieser Arbeit wurde erstmals der Effekt von Doménen des Serinproteinase-Inhibitors
LEKTI auf die Aktivitdt von humanem Kallikrein 11 untersucht. KOMATSU und Mitarbeiter
[2008] konnten zeigen, dass eine signifikant erhohte hK11 Expression bei
Netherton-Syndrom Patienten mit einem verkiirzten LEKTI-Fragment bis Domine 5
einhergeht. Daher wurden die Doménen 6, 7-8, 8 und 9 zur Hemmung eingesetzt. Von den
verwendeten Doménen erwies sich LD6 mit einem K;-Wert von 0,63 pM als effektivster
Inhibitor. Auch fiir LD9 konnte eine hK11 Hemmung festgestellt werden (K;-Wert =
1,03uM), wohingegen LD8 und LD7-8 kaum ein Einfluss auf die hK11-Aktivitét hatten.

Verglichen mit der Hemmung anderer Kallikreine durch LEKTI-Fragmente ist die
beobachte Inhibition von hK11 sehr gering. Als Hauptzielproteinasen von LEKTI werden
hKS5 und hK 14 angesehen [DERAISON et al., 2007]. Bei Inhibitionstest mit LEKTI-Fragmenten,
bestehend aus drei bis sechs zusammenhidngenden Doménen, wurden in verschiedenen
Veroffentlichungen Inhibitionskonstanten von unter 10 nM beschrieben [SCHECHTER et al.,
2005; BORGONO et al., 2006; DERAISON et al., 2007]. Auch fiir die einzelne Doméne 6 sind K;-Werte
von 83 nM fiir die hK5-Hemmung bzw. 296 nM fiir die hK7-Hemmung angegeben [DERAISON
et al., 2007]. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass es sich auch bei hK11 um
eine physiologische Targetproteinase von LEKTI handelt. Bisher wurde nur Protein
C-Inhibitor, APMSF und Aprotinin als hK1I1-Inhibitoren beschrieben. Als effektivster
Inhibitor wird der niedermolekulare synthetische Inhibitor APMSF genannt, welcher bei
einer Konzentration von 2,5 uM die hK11-Aktivitdit komplett hemmt. Bei der gleichen
Konzentration hemmt Aprotinin, einer der stirksten bekannten kompetitiv wirkenden
Serinproteinaseinhibitoren, nur 30% bis 40% der Enzymaktivitét [Luo et al., 2006b]. Andere
Serinproteinase-Inhibitoren aus der Gruppe der Serpine, wie Antithrombin,
al-Antichymotrypsin, a2-Antiplasmin und ol-Antitrypsin, zeigten bei einem molaren
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Verhiltnis von 1:10 keinen Einfluss auf die hK11-Aktivitét [Luo er al., 2006ab], wohingegen
durch LD6 und LD9 bei diesem Verhiltnis bereits iiber 50% der Enzymaktivitit inhibiert
werden.

Da alle bisherigen Veroffentlichungen das spezifische Inhibitionspotential einzelner
LEKTI-Fragmente gegeniiber den Mitgliedern der Kallikreinfamilie hervorheben, ist es sehr
wahrscheinlich, dass durch weiterfiihrende Versuche mit verschiedenen LEKTI-Domiénen
noch besser wirkende hK11-Inhibitoren identifiziert werden koénnen. Zusdtzlich mufl noch
erwahnt werden, dass die verwendeten Doménen 8 und 9 mit Thioredoxin fusioniert waren
und somit ein storender Einfluss des Fusionsanteils nicht ausgeschlossen werden kann. Um
die ermittelte Hemmung zu verifizieren, sollten die Versuche mit LD8 und LD9, nach
Abspaltung des Fusionsanteils durch Enterokinase und erneuter Reinigung, wiederholt
werden.

Durch Messung der hK11-Aktivitét unter Variation der Inhibitor- und Substratkonzentration
und anschliefender graphischer Auswertung, wurde fiir die Domédne 6 der Hemmtyp
bestimmt. Die meisten Serinproteinase-Inhibitoren reagieren nach dem Standardmecha-
nismus. Dabei erfolgt die Inhibierung der Zielproteinase durch eine direkte Blockierung des
aktiven Zentrums, indem der Inhibitor auf eine substratanaloge Weise bindet (kompetitive
Hemmung) [HuBer und Bopg, 1978]. Die Spezifitit des Inhibitors wird dabei hauptsidchlich
durch die Aminoséure in der P1-Position bestimmt [LAskowskI und KATO, 1980]. Auch fiir die
Hemmung von hK11 durch LD6 lésst sich auf Grund von Arginin in der P1-Position eine
kompetitive Inhibition vermuten. Die durchgefiihrten Hemmkinetiken weisen jedoch auf
eine gemischte nicht-kompetitive Hemmung hin. Dabei kann der Inhibitor sowohl an das
freie Enzym wie auch an den Enzym-Substrat-Komplex binden [Lasch, 1987]. Das Reaktions-
schema ist in Abbildung 4-2 gezeigt.

E+S LN ES e, E+P | Abbildung 4-2. Reaktionsschema der nicht-
+ + kompetitive Hemmung. E-Enzym; S-Substrat;
| | I-Inhibitor; P-Produkt

.

El ESI

Streng genommen sind zwei Konstanten K; und K," fiir diesen Inhibitionstyp relevant. K;
definiert die Bindung des Enzyms mit dem Inhibitor, wihrend K,  die Bildung des
Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes beschreibt. Nur wenn K; und K;" gleich grof} sind,
handelt es sich um eine reine nicht-kompetitive Hemmung und K, bleibt unverdndert
[LascH, 1987]. Da fiir den Vergleich mit Literaturdaten ausschlielich der K;-Wert relevant
ist, wurde der K, -Wert nicht berticksichtigt.

89



Diskussion und Ausblick

Bei Hemmtests von hK1, hK5, hK6, hK13 und hK14 mit verschiedenen LEKTI-Fragmenten
wurde durch BORGONO und Mitarbeiter [2006] eine reine bzw. gemischte nicht-kompetitive
Hemmung nachgewiesen. Auch das komplette LEKTI-Protein, bestehend aus 15
Hemmdoménen, wird als nicht-kompetitiver Inhibitor von Trypsin, Plasmin, Subtilisin A,
Kathepsin G und humaner Neurophilen Elastase genannt [MiTsu ez al., 2003]. Da es sich dabei
jedoch um groBere Fragmente aus mehreren Doméanen handelt, wurde die nicht-kompetitive
Hemmung darauf zuriickgefiihrt, dass eine Domédne kompetitiv im aktiven Zentrum des
Enzyms bindet, wihrend andere Doménen allosterisch auf das Enzym wirken [JAYAKUMAR et
al., 2004]. Hingegen verhélt sich die einzelne Doméne 15 gegetliber Trypsin und Plasmin als
kompetitiver Inhibitor [ViTzITHUM et al., 2008]. Da es sich bei LD6 um eine einzelne Doméne
handelt und diese bei Hemmtest mit niedrigen molaren Verhéltnissen bis 1:5 das typische
Verhalten deines kompetitiven Inhibitors zeigt (K,,, steigt und V., bleibt unverindert), ist
es denkbar, dass ein und dieselbe Doméine sowohl mit dem aktiven Zentrum, als auch mit
einer Bindungsstelle auBerhalb des aktiven Zentrums interagieren kann. Bekannt ist bereits
die bivalente Wechselwirkung von Hirudin und Thrombin, wobei Hirudin sowohl an das
aktiven Zentrum des Enzyms, als auch an eine Substraterkennungsstelle auflerhalb des
aktiven Zentrums (Fibrin(ogen)bindungsstelle) bindet. Bei Hirudin aus Blutegel sind die
C-terminalen Sequenzbereiche mit zahlreichen sauren Aminosduren versehen, die zur
Verankerung auf der Thrombinoberfldche dienen [GRUTTER et al., 1990; RYDEL et al., 1991; STUBBS
und BoDE, 1995]. Einen Hinweis darauf, dass auch bei LEKTI die carboxyterminalen Bereiche
einen Einfluss auf das Hemmverhalten haben konnten, liefert eine Studie von WALLEY und
Mitarbeitern [2001]. Diese zeigte, dass bestimmte Polymorphismen im LEKTI-kodierenden
Gen auch bei Patienten ohne Netherton Syndrom mit Atopie, Dermatitis und Asthma
assoziiert sind. Ein solcher Polymorphismus fiihrt am C-Terminus der LEKTI Doméne 6 zu
einem Aminosédureaustausch von Glutamin zu Lysin.

Eine zweite Moglichkeit, diesen Hemmmechanismus zu erkléren, besteht in der
Moglichkeit, dass der Inhibitor in zwei alternativen Orientierungen an derselben Bindungs-
stelle des Enzyms bindet. KuzMIC und Mitarbeite [2006] konnten nachweisen, dass die
Aminoglykoside Neomycin B und Neamin in zwei verschiedenen strukturellen Orientie-
rungen an der gleichen Stelle der Metalloproteinase Anthrax-Lethalfaktor binden, was in
kinetischen Untersuchungen als gemischte nicht-kompetitive Inhibition deutlich wird.

LD6 fehlt im Vergleich zu klassischen Kazal-Inhibitoren, wie bespielsweise LD15, die dritte
Disulfidbriicke und der dritte Faltblattstrang, was in einer weniger starren Bindungsschleife
sowie in einem instabilen Proteinriickrad resultiert [KREUZMANN et al., 2004]. Diese weniger
rigide Struktur der Doméne 6 konnte das atypische Hemmverhalten ermdglichen [LAUBER et
al., 2003]. Genauere Erkenntnisse iiber die dem Inhibitionsmechanismus zugrundeliegenden
Wechselwirkungen  konnten  durch  kristallographische =~ Untersuchungen  des
LD6/hK11-Komplexes erhalten werden.

90



Diskussion und Ausblick

4.5 HEMMUNG WEITERER KALLIKREINE

Neben Kallikrein 11 wurde auch die Hemmung von Kallikrein 7 durch die LEKTI-Doménen
6 und 7-8 ndher untersucht. Das dafiir verwendete hK7 wurde uns freundlicherweise von
Ludger Standker zur Verfiigung gestellt und in einer Veroffentlichung von FERNANDEZ und
Mitarbeitern [2008] ndher beschrieben. Die von uns erhaltenen Hemmkonstanten stehen im
Einklang mit den bereits 2007 von DERAISON und Mitarbeitern [2007] verdffentlichten
Ergebnissen. Fiir LD6 wurde ein K;-Wert von 0,2 uM ermittelt. Bei DERAISON ist ein
K;-Wert von ca. 0,3 uM angegeben. Ebenfalls konnten DERSAISON und Mitarbeiter eine
wesentlich bessere Inhibition durch ein LEKTI-Fragment bestehend aus den Doménen 8-11
feststellen (K;-Wert 34 nM). Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass die Doménen 7-8 mit
einem Ki-Wert von 40 nM als starkerer Inhibitor gegeniiber hK7 fungieren.

Wie die weiteren Untersuchungen der enzymkinetischen Eigenschaften ergab, verhalten sich
beide LEKTI-Fragmente gegeniiber hK7 als nicht-kompetitive Inhibitoren. Diese Ergebnisse
festigen die Annahme von multiplen Kallikrein-LEKTI-Interaktionen. Da es sich bei hK7
um eine Chymotrypsin-dhnliche Proteinase handelt, ist anzunehmen, dass fiir die
Regulierung der Proteinaseaktivitit die Inhibierung durch LEKTI verglichen mit den
Trypsin-dhnlichen Kallikreinen eine untergeordnete Rolle spielt. Dies wird zusétzlich
dadurch bestétigt, dass es bei den Untersuchungen von FERNANDEZ und Mitarbeitern [2008]
nicht moglich war, stabile hK7/LD6 Komplexe zu isoliert.

4.6 LEKTI ALS POTENTIELLES THERAPEUTIKUM FUR
KALLIKREIN-ASSOZIITERTE HAUTERKRANKUNGEN

Verschiedene, zum Grofiteil entziindliche Hautkrankheiten gehen mit einer erhdhten
Kallikreinkonzentration und/oder -aktivitdt einher. Dazu zéhlen atopische Dermatitis,
Psoriasis und die Ichthyosen Netherton Syndrom und Peeling Skin Syndrom Typ B [Komatsu
et al, 2002, 2005b, 2006ab, 2007ab]. Diese Hauterkrankungen sind vielfach nicht nur
unangenehm, sondern kénnen auch zu einer drastischen Einschrankung der physischen und
psychischen Lebensqualitiit der Betroffenen fiihren. Tabelle 4-1 gibt eine Ubersicht iiber die
Kallikreinaberrationen bei den erwéhnten Krankhe
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Tabelle 4-1: Zusammenfassung der Kallikreinaberrationen bei verschiedenen entziindlichen
Hautkrankheiten. Untersucht wurden hK5, hK6, hK7, hK8, hK10, hK11, hK13 und hK14.

Hautkrankheit

hK-Konzentation

hK-Aktivitit

atopische Dermatitis

[KOMATSU et al., 2007a]

signifikante Erh6hung der
Trypsindhnlichen Kallikreine mit
Ausnahme von hK11,
stirkste Erhohung von hK7

kein signifikanter Unterschied

Psoriasis

[KOMATSU et al., 2007b]

signifikante Erh6hung aller Kal-
likreine in Hautldsionen, hK6,
hK10, hK13 sind auch in gesunder
Haut erhoht

signifikante Erhohung Trypsin-

dhnlicher Aktivitit, geringfiigig

erhohte Chymotrypsindhnliche
Aktivitdt

Netherton Syndrom

[KOMATSU et al., 2002 ]

individuell erhohte Konzentration
verschiedener Kallikreine

signifikante Erhohung Trypsin-

dhnlicher Aktivitit, vereinzelt

erhohte Chymotrypsindhnliche
Aktivitdt

Peeling Skin Syndrom
Typ B

signifikante Erh6hung der Trypsin-
und Chymotrypsindhnlichen Kal-
likreine, besonders deutlich bei

erhohte oder normale Trypsin-
dhnliche Aktivitdt, normale
Chymotrypsindhnliche Aktivitét

hK6, hK8 und hK13
[KOMATSU et al., 2006a]

Wihrend hK5 und hK7 in Bezug auf ihre physiologische Wirkung in der Haut schon seit
langerer Zeit intensiv untersucht werden, sind in den letzten Jahren weitere Kallikreine wie
hK8 und hK14 in den Mittelpunkt der Forschung geriickt. Die Bedeutung der Kallikreine 6,
10, 11 und 13 ist jedoch noch nicht ausreichend gekliart. Die pathologisch erhdhte
Konzentration und/oder Aktivitét aller oder individuell verschiedener Kallikreine zeigt das
groBe Potential dieser Proteinasen als Targets fiir die Entwicklung von therapeutischen
Strategien gegen entziindliche Hauterkrankungen. Die Behandlung der erwidhnten
Krankheiten erfolgt symptomatisch nach den individuellen Krankheitszeichen. Neben
MaBnahmen zur Hautriickfettung und zur Bekdmpfung mikrobieller Superinfektionen
werden groftenteils lokal wirksame Glukokorticoide auf Grund ihrer antiinflammatorischen,
antiallergischen und immunsuppressiven Wirkung eingesetzt. Auch topische oder
systemische Behandlungen mit Calcineurininhibitoren (Tacrolimus, Primecrolimu) als
Immunmodulatoren oder dem Retinoid Acitretin, welches regulierend auf die Homdostase
der Keratinozyten wirkt, stehen als therapeutische Moglichkeiten zur Verfiigung [NIRK
NETZWERK ICHTHYOSE, ALTMEYER und BACHARACH-BUHLES, 2010].

Mittlerweile gibt es auch eine Reihe konkreter Ansitze, die auf der spezifischen Hemmung
der in der Haut lokalisierten Serinproteinasen durch Inhibitoren beruhen. Bereits 1963 wurde
das pharmakologische Potential des Inhibitors Aprotinin (Handelsname Trasylol®, Bayer),
der bereits zur Therapie der akuten Pankreatitis, sowie des septischen Schocks zum Einsatz
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kommt, bei Dermatosen untersucht. Die Studie von KLASCHKA [1963] befasste sich
iiberwiegend mit bullésen Erkrankungen, aber auch mit Erythrodermie, akuten Ekzemen und
Dermatomyositis. Dabei wurden jedoch im Allgemeinen keine nachhaltigen Erfolge erzielt
und der Hemmstoff in Bezug auf diese Erkrankungen als nicht hinreichend wirksam
eingestuft. Der Inhibitor al-Antitrypsin (AAT) stellt ein potentielles Therapeutikum zur
Behandlung von atopischer Dermatitis und Psoriasis dar. Die topische Anwendung von aus
Plasma gewonnenen AAT zeigte in vorklinische Untersuchungen vielversprechende Erfolge
[BrOWN, 2006]. Das Gel Dermolastin™ (Arriva/ProMetic, Inc.) welches rekombinantes AAT
aus Hefen enthélt, wurde zur Phase II der klinischen Erprobung bei Patienten mit atopischer
Dermatitis eingesetzt, wobei jedoch keine statistisch signifikanten Therapieerfolge
festgestellt werden konnten [PiHL-CAREY, 2004].

Die Europdische Arzneimittelagentur (European Medicines Agency, EMA) gibt
ol-Antichymotrypsin  unter dem Namen ,rekombinanter Kallikrein-Inhibitor“als
designiertes Therapeutikum des Netherton Syndroms an. Bisher befindet sich der
Hemmstoff noch nicht auf der Stufe der klinischen Erprobung an Netherton Syndrom
Patienten.

Insbesondere am Beispiel des Netherton Syndroms wird die zentrale Rolle von LEKTI als
Regulator der Kallikreinaktivitdt deutlich. Ein durch Mutationen im Gen SPINKS
verursachter Mangel an LEKTI bewirkt eine unzureichende Inaktivierung von Kallikreinen.
In Folge dessen kommt es zu einer vorzeitigen Desquamation und Entziindung der Epidermis
[KOMATSU et al., 2002; DESCARGUES et al., 2006]. Eine schwere atopische Dermatitis ist klinisch
kaum vom Netherton Syndrom zu unterscheiden. Beide Erkrankungen gehen mit stark
erhohten Serum IgE-Spiegeln und atopischer Diathese einher [TRAUPE, 1989; LEUNG und BIEBER,
2003]. Walley und Mitarbeiter [2001] beschreiben einen Zusammenhang von
SPINKS-Polymorphismen mit Asthma und atopischer Dermatitis. Dieser wird allerdings
von weiteren Autoren kontrovers diskutiert [JONGEPIER et al., 2005]. Auf immunhistochemi-
scher Ebene finden sich einige Gemeinsamkeiten der Psoriasis vulgaris mit dem Netherton
Syndrom, so auch eine ebenfalls erniedrigte LEKTI Expression [OJ1, 2005].

Die vorrangegangenen Ausfithrungen zeigen, dass der Multidoménen Serinproteinase-
Inhibitor LEKTI einen interessanten Ansatzpunkt zur Entwicklung von neuen therapeuti-
schen Strategien, bei der Behandlung des Netherton-Syndroms und den
Kallikrein-assoziierten entziindlichen Dermatosen bietet. Entscheidend fiir die Wirkung ist
dabei eine moglichst spezifische Wechselwirkung zwischen Inhibitor und Proteinase. Die
Aufkldarung der Kallikreinstrukturen, sowie das Verstindnis der molekularen
Enzym/Inhibitor-Interaktionen, ermoglichen die gezielte Konstruktion pharmokologisch
wirksamer Kallikrein-Inhibitoren ausgehend von LEKTI-Doménen als Leitstruktur. Obwohl
einzelne LEKTI-Fragmente auf die verschiedenen Kallikreine unterschiedlich stark wirken,
lassen sich Tendenzen erkennen, dass einige Doménen/Fragmente alle untersuchten
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Diskussion und Ausblick

Kallikreine besser hemmen als andere. So konnten DERAISON und Mitarbeiter [2007] zeigen,
dass LDS, im Vergleich zu LD6, ein stirkerer Inhibitor gegeniiber hK5, hK7 und hK14 ist.
Strukturelle Untersuchungen von der Arbeitsgruppe von Laskoswski an Kazal Doménen
Komplexen ergaben, dass zwdlf Kontaktpositionen (P6, P5, P4, P3, P2, P1, P1°, P2’, P3’,
P14°, P15°, P18") fir Interaktion von Kazal-Doménen und ihren Zielproteinasen
verantwortlich sind [Lu W. ez al., 1997; LU S.M. et al., 2001]. Dass dies auch fiir einen atypischen
Kazalinhibitor mit nur zwei Disulfidbriicken zutrifft, konnte in Untersuchungen von TIAN
und KAMOUN [2005] bestitigt werden. Die Unterschiede im Inhibitionspotential der
LEKTI-Fragmente lassen sich durch die Varianz dieser Aminosduren erkldaren. Ausgehend
von einer einzelnen LEKTI-Domdne wie z.B. LD5 kann die gezielte schrittweise
Substitution der genannten Aminosduren und die Durchfiilhrung von Hemmtests mit
krankheitsrelevanten Kallikreinen zur Ermittlung eines optimal und moglichst pleiotroph
wirkenden Inhibitors dieser Kallikreine fiihren.
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ANHANG

CHEMIKALIEN UND MATERIALIEN

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die allgemein verwendeten Chemikalien und
Materialen von den Firmen Biomol, Sigma, Serva oder Roth bezogen und in der Qualitit pro
Analysis (p.a.) eingesetzt. Alle Losungen wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Die
fiir die Zellkultur verwendeten Medien und Losungen stammten, soweit nichts anderes an-
gegeben ist, von der Firma Gibco Life Technologies. Die Verbrauchsmaterialien wurden von

den Firmen Nunc oder Roth bezogen.

Oligonukleotide (Primer)

Samtliche fiir PCR-Reaktionen und DNA-Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide

wurden von den Firmen Invitrogen und MWG-Biotech bezogen.

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5'-->3" Verwendung

B-Tubulin-1S? TTCCCTGGCCAGCTSAANGCNGACCTNCGCAAG qegenerierter Primer
Uberpriifung der cDNA

B-Tubulin-2AS? CATGCCCTCGCCNGTGTACCAGTGNANGAAGGC degenerierter Primer
Uberpriifung der cDNA

AUGIF-18 CAATTTACATCTTTATTTATTAACG pMETaA

AUGIR-3AS CATAGAAGAGAAAAACATTAGTTGGC pMETaA

KLK5MM-2S8 ACCGATGCTCGAGAAGAGAATCATCAATGGATCCGACTGCGA hK5

KLK5MM-3AS TCGCGGAACTAGTTCAGGAGTTGGCCTGGATGGTTTCCTG hK5

KLK7MM-1S ACCGATGCTCGAGAAGAGAGAAGAAGCCCAGGGTGACAAGATTAT Pro-hK7

KLK7MM-3S ACCGATGCTCGAGAAGAGATGGGTGCTCACTGCCGCCCACTG hK7

KLK7MM-4AS CCACGTAGAATTCTTAGCGATGCTTTTTCATGGTGTCATTTATCC Pro-hK7 und hK7

KLK8MMD-18 TCCGGTTCTCGAGAAAAGAGTGCTGGGGGGTCATGAGTGCCAACC hK8

KLK8MMD-2AS AGCCGAGGAATTCTCAGCCCTTGCTGCCTATGATCTTCTTGATCCA hK8

KLK11JD-1AS TCGCGGAGAATTCCTAATTGTTCTTCATCGTCTCCTGGAT hK11 4S/1AS; 5S/1AS;
6S/1AS
KLK11JD-2AS TCGCGGAACTAGTCCATTGTTCTTCATCGTCTCCTGGATCC hK11 3S/2AS; 4S/2AS;
5S/2AS; 6S/2AS
KLK11JD-3S GATCGCACTCGAGAAAAGAGAGACCAGGATCATCAAGGGGTT hK11 3S/2AS
KLK11JD-4S GATCGCACTCGAGAAAAGAAGGATCATCAAGGGGTTCGAGTG hK11 4S/1AS; 4S/2AS
KLKI11JD-5S GATCGCACTCGAGAAAAGACTACTCTGTGGGGCGACGCTCAT hK11 4S/1AS; 4S/2AS
KLK11JD-6S GATCGCACTCGAGAAAAGATGGCTCCTGACAGCAGCCCACTG hK11 4S/1AS; 4S/2AS
KLK11-RT15S CAAGACCCTCTACGAACATTCT Uberpriifung der cDNA
KLKI11-RT16AS ACCTTGATATATGGCCAGGAG Uberpriifung der cDNA




Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5-->3" Verwendung
KLK14MMD-1S TGGCTTTCTCGAGAAAAGAATAATTGGTGGCCATACGTGCACCCG hK 14
KLK14MMD-2AS | GGCTTTCTCGAGAAAAGAATAATTGGTGGCCATACGTGCACCCG hK14
LD4-1S GCTGAAAAGGATTTTTGCAAGGA LD4
LD4-2AS TCTTTTAACTTTAGTTTTTTCTTCAGC LD4
LD6FM-1S TTGCGATCCATGGAATCTGGAAAAGCAACCTCATATGC LD6
LD6FM-3AS ACCGAATCTAGACCGTTTCTTGATTCGCCTTCCTTCTTTTTCTTTTCTTC | LD6
LD6FM-4AS ACCGAATCTAGATCAGTTTCTTGATTCGCCTTCCTTCTTTTTCTTTTCTTC | LD6 (nativ)
LEKTI6IL-1S GAATCTGAAAAAGCAACCTCA Konsensus

LEKTI6JL-2AS

GTTTCTTGATTCGCCTTCCTT

Konsensus

LEKTI6JLMM-5S

CAGGGCCCAGATGGGAAAATGCACGGCAACAAATGCTCCATGTGTGAG

Konsensus

LEKTI6JLMM-7AS

GACCTCACACATGGAGCATTTGTTGCCGTGCATTTTCCCATCTGGGCC

Konsensus

LD8-1S GAAGCTGCAAAGGAAATCTGCAGTGA LD8 und LD8-9
LD8-3AS TCATCTCTTAACTTTTTCAGCCTCAAC LDS8
LEKTID9Y-1S GAAGCAGTTCAGGAGCTGTGCAG LD9

LEKTID9-2AS

GACTTTTGCTCTGGGTTCAGC

LD9 und LD8-9

LEKTIDI11-3S GCTGCAGGACATGGTTCCAGTGG LDI11
LEKTIDI11-4AS ATTTGATCTGGAGCGAGAATACTC LD11
MALD7-3S TGAAATTCCATGGGCCAATCTAAGAGTACAGCTTCCTTTGA LD7-8
MALDS-7AS GCAATGGTCTAGATCAAACTTTTTCAGCCTCAACTTTCCC LD7-8
PBADF-18 CTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCC pBAD/glIIIA
PBADR-3AS GTTCTGATTTAATCTGTATCAGGC pBAD/glIIIA
T7

TRXF-2S TTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTG

2) Redundanzen: S=(G+C)und N=(A+T+G+C)

Plasmidvektoren

Plasmid

Herkunft / Referenz

pBAD/Thio-TOPO

pBAD/Thio-TOPO Expression Kit / Invitrogen

pBAD/gIIIA

pBAD/glIIIA, B, and C / Invitrogen

PMEToA

P. methanolica Expression Kit / Invitrogen

pZeoSV2(+)

pZeoSV2(+) or pZeoSV2 (-) / Invitrogen




Biologisches Material

E. coli Stamm Herkunft
XL2 blue Stratagene
TOP10 Invitrogen
P. methanolica Stamm Herkunft
PMADI11 P. methanolica Expression Kit / Invitrogen
PMADI16 P. methanolica Expression Kit / Invitrogen
pMADI16/pMETaB/HSA | P. methanolica Expression Kit / Invitrogen

Zelllinien zur Verfiigung gestellt von

HaCaT
CHO K1 Probiodrug AG, Halle

Puffer und Losungen
Ampicillin-Stamml&sung - 100 mg/ml Ampicillin (Invitrogen) in dest. Wasser
Arabinose-Stammldsung - 20% in dest. Wasser

Coomassie Brilliant Blau-Firbelosung
0,25% Coomassie-Brilliant-Blau (R250)
45 % Methanol

10 %  Essigsédure

Entfarbe-Losung
64 % Ethanol (70 %)

10 %  Essigsdure

DNA-Gelladepuffer 5x

10 mM Tris-HCI pHS8

50% Glycerin

0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,05% SDS

Elektrodenpuffer SOXTAE - vor der Benutzung wird der Puffer 1:50 mit dest. Wasser verdiinnt
2M  Tris

I M Essigsdure

100 mM EDTA

pH 8,0

Ethidiumbromid-Stammldsung - 10 mg/ml in dest. Wasser

Inkubationspuffer
150 mM NacCl
50 mM Tris-HCI pH 8




Laemmli-Probenpufter (2x)
20 mM Tris/HCI, pH 8,0
2mM EDTA

20 % Glycerin

10 % Mercaptoethanol
2% SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Penicillin/Streptomycin - 100 U/ml Penicillin 100ug/ml Streptomycin

Renaturierungspuffer

50 mM Tris-HCL pH 8
2,5% (v/v)Triton X-100

SDS-Polyacrylamidgel:

Trenngel:

38%  Puffer pH 8,8 (1,5 M Tris, 0,4% SDS)

35% Polyacrylamid 40% (29:1 Acryamid/Bisarylamid)
0,24% APS

0,08% TEMED

add dest. Wasser 100%

Sammelgel:

38%  Puffer pH 6,8 (0,5 M Tris, 0,4% SDS)

8%  Polyacrylamid 40% (29:1 Acryamid/Bisarylamid)
0,24% APS

0,08% TEMED

add dest. Wasser 100%

TBS-Puffer pH 9
100 mM Tris

100 mM NacCl
20mM MgCl,

Transferpuffer
150 mM Glycin
25 mM Tris

10% Methanol
0,02% SDS

Trypanblau-Ldsung - 0,1% Trypanblau in PBS

Zeocin-Stammldsung (Invitrogen) - 100 mg/ml

Zymographie Probenpuffer
20 mM Tris-HCI pH 8,0

20%  Glycerin

2% SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau




Kulturmedien
LB-Platten - 40% (w/v) LB-Agar (Luria/Miller) bzw. 35% (w/v) LB-Agar (Lennox) in dest. Wasser
LB-Medium - 25% (w/v) LB-Medium (Luria/Miller) bzw. 20% (w/v) LB-Medium (Lennox) in dest. Wasser

Medium A

LB-Medium (Luria/Miller)
10 mM Magnesiumchlorid
0,2%  Glukose

Medium B

LB-Medium (Luria/Miller)

12 mM Magnesiumchlorid

36%  Glycerin

12%  Polyetylenglykol PEG 8000

MD/MM-Platten

2% Glukose/0,05% Methanol

1,5% Agar-Agar

1,34% YNB (Yeast Nitrogen Base mit (NH4)2SO4 ohne AS) (Becton-Dickons)
40 ppm Biotin

YPAD-Medium
2% Glukose
2%  Pepton (Merck)

1%  Hefe-Extrakt
0,01% Adenin (Serva)

BMDY/BMMY-Medium

0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6

2% Glukose/0,05% Methanol

2%  Pepton (Merck)

1,34% YNB (Yeast Nitrogen Base mit (NH4)2SO4 ohne AS) (Becton-Dickons)
1%  Hefe-Extrakt

40 ppm Biotin

Komplettmedium fiir CHO-Zellen
HAM'’s F12 Nutrient Mixture (Genaxxon)

10% BS (Bovines Serum)
1% Penicillin/Streptomycin bzw. 250 png/ml Zeocin (Invitrogen)

Komplettmedium fiir CHO-Zellen
Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM)
10% BS (Bovines Serum)

1% Penicillin/Streptomycin

Sonstiges
dNTP-Mix (Invitrogen)




bidest. Wasser (Promega)
RNAse-freies Wasser (Roth)

Bezugsquellen:

Ambion (Austin, USA); Applied Biosystems (Foster City, USA); Beckmann-Coulter (Kre-
feld); Becton-Dickons (Sparks, USA); Biometra (Gottingen); Biomol (Hamburg); Biostep
GmbH (Jahnsdorf); BioTek; Biozym (Oldenburg); Boehringer/Roche; Brand (Wertheim);
Brandelin (Berlin); Chromogenix (Mailand, Italien); Dr Lange (Diisseldorf); EquiBio (Mas-
sachusetts, USA); Fermentas Life Science (St. Leon Rot); Fluka (Steinheim); GE-Haelth-
care (Miinchen); Genaxxon (Ulm); Gibco Life Technologies (Karlsruhe); IKA (Staufen);
Invitrogen (Karlsruhe); LO Laboroptik (Friedrichsdorf); Macherey-Nagel (Diiren); Mem-
mert (Schwabach); Merck (Darmstadt); Millipore Corporation (Bedford, USA); Molecular
Probes; MWG (Miinchen); NEBioLabs (Franfurt Main); Nunc (Roskilke, Ddnemark);
Peqlab (Erlangen); Promega (Mannheim); Qiagen (Hilden); Roth (Karlsruhe); Serva (Hei-
delberg); Tecan (Crailsheim); Thermo Fisher Scientific (Wilmington,USA); YSI Incorpora-
ted (Yellow Springs, USA)
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