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ZUSAMMENFASSUNG

Die Struktur, Regulation und pRsiologische Funktion vieler Proteasen ist nur
teillweise aufgeklart. In der humanen T-Zellli nie H9 wurde @ne neutrale Amino-
peptidase-Aktivitét nachgewiesen, deren hisherige biochemische Charakterisierung
sie von anderen, bekannten Aminopeptidasen urterschied. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Aufkldrung der Identitdt des Enzyms und dessen umfassende bio-
chemische Charakterisierung und dcamit einen Beitrag zur Erweiterung des Kenntnis-
standes Uber Vorkommen und Funktion von Aminopeptidasen im Zytosol von
Immunzellen zu leisten.

Das Enzym wurde unter Anwendurg von Kkorventionellen chromatographischen
Methoden isoliert und mit Hilfe der Massenspektrometrie (Maldi-TOF) als
zytosolische Alanyl-Aminopeptidase (EC 3.4.11.14 zAAP, PSA) identifiziert. Die
biochemischen Eigenschaften deser Peptidase aus H9-Zellen zeigten Gemein-
samkeiten, aber auch erhebliche Differenzen im Vergleich zu hisher bekannten
zytosolischen Alanyl-Aminopeptidasen aus anderen humanen Geweben. Aufgrund
dieser Unterschiede wurden urterschiedliche Namen fir dieses Enzym vergeben.
Allen bisher beschriebenen Enzymen gemeinsam sind deren Eigenschaften as
Metall o- und Thiolpeptidasen, deren lreite Substratspezifitét sowie deren Monamer-
charakter. Sie reagieren sensitiv gegeniber dem Inhibitor Puromycin, wobei
guantitative Unterschiede vorhanden sind. Die wichtigsten Differenzen wurden in der
Aktivierung durch Metallionen undim pH-Optimum der Enzymaktivitét festgestellt.
Dies konrte af eine funktiionelle Anpassung der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase an die Funktionim jeweili gen Gewebe hinweisen.

Die hohe Sensitivitét der charakterisierten zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase
gegentiber Aminopeptidase N (APN)-Inhibitoren, wie Phebestin, Probestin ocder
RB3014, lknn mit einer hohen Ahnlichkeit der katalytischen Motive beider
Peptidasen erklart werden. Da auch einige spezifische APN-Antikorper gegen de
Struktur des aktiven Zentrums gerichtet sind, wurde aich eine Kreuzreativitét
derselben mit der zZAAP aus der T-Zéllli nie H9 gefunden. Wahrend de bisher als
spezifisch betrachteten APN-Inhibitoren wie Phebestin, Probestin und RB 3014 mit
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gleicher Effektivitdt auch de zAAP hemmen, steht mit dem neuentwickelten
Inhibitor PAQ-22 erstmals ein selektiver Inhibitor der zZAAP zur Verflgung.

Die Expresson der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase in peripheren T-Zellen
konrte durch Mitogene wie PHA und PWM indwziert werden. Diese &tivierungs-
abhéngige Verstéarkung der Expresson wurde auf der mRNA-Ebene mit Hilfe der
quantitativen RT-PCR-Tedhnik bestimmt. Sie spricht fur eine Roll e der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase in der Immunantwort. Die indwierbare Aktivierung des
Enzyms konrte durch de Applikation verschiedener APN-Inhibitoren modifiziert
werden. Der Effekt der Wirkung war dabei abhéngig von den verwendeten Mitogen-
Kombinationen.

Zusammenfassend leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag zum Versténdn's der
Expresson, Regulation undFunktion von Aminopeptidasen im Rahmen der Immun-
antwort. Die Ergebnisse dieser Arbeit bezlglich der hohen Sensitivitét der zZAAP
gegentber den APN-Inhibitoren sind fur kinftige Einsdtze dieser Substanzen in der
pharmakologischen Therapie entzindicher und Autoimmun-Erkrankungen von

grund egender Bedeutung.



INHALTSVERZEICHNIS
ADKUrZUNGSVErZEIChNIS. ...t 9
N 011 1 (F ] e R URUURRRIORT 13
1.1  Proteolyse undImmUNSYSIEM ......oooiiiiiiiiiiiiie e 14
1.2  Klassfikation von Peptidasen..............uuuvvuiiuiiiiiimreeeeeieeeeeeeeieeeseveennens 17
1.3 AMINOPEPLIAESEN ....ueieie e 19
1.3.1 Zytosolische AMINOPEPLidasen..........ccccuvviiiiiiiiiiiieeeeeeee e 20
1.3.2 Zytosolische Aminopeptidasen undimmunsystem ...........ccceeeeeeeeeennn. 22
Zielstellung der PromotionSarbeit ...........ccevviviiiiiiiiiieeeeeeeeee e 25
3 Materia UndMethOdeN .........eeeviiiiiiiiei e 27
Bl ZEli MIBN e e 27
3.2 Praparation der Aminopeptidase ausder H9-Zélllinie...............ccuvvveeeeee. 28
3.2.1 Herstellung der zytosolischen Fraktion ...............ooovvvviviiiiieennceeeeeeeen, 28
3.2.2 Aktivitétsbestimmung der y-Glutamyltranspeptidase...............ccuvveee. 28
3.2.3 Chromatographische Trennmethoden..............cccvvvvvviviieenn e, 28
33 [ENtITIKBLION. ... 30
3.3.1 SDS-Polyaaylamid-Gel-Elektrophaese..........uuvvviiiiieiiiiisiceeviinnnnns 30
3.3.2 ViSUAlISIBIUNG ...ceeeeiieeeeeiiiieieieiiiimmme e e e eeeeeeeeeeeseesssnsssmmmeeseeeeeeeeeennnnes 31
3.3.3 MasENSPEKITOMELNIE ....cceeieeeeeieiiiiiiiiiieee e e mnne e 32
3.3.4 Protein-Blot undImmunologischer NaChweis.............ccoooviiiiiiiiieennne 32
3.4  Biochemische CharakteriSierung ..........ueueeeuiiiieeiee e 34
3.4.1 Ermittlung der pH-Abhangigkeit ... 34
3.4.2 Untersuchurg der Stabilit & und der Haltbarkeit ............ooemeieiiiiiinnnnnnnn. 36
3.4.3 Mesaung von ENzymaktiVIt&eN...........eieiiiiiiiiee e 36

3.4.4 Bestimmung der Eff ektorenwirkung auf die Aminopeptidase-
AKLVIEEL. ...t e e e e ean 37
3.4.5 Methoden zur Ermittlung der enzymkinetischen Konstanten............... 38



3.4.6 Analyse der Spaltung von Pepitden mit Hilfe der Kapill ar-

elektrophaeSe (CE)....cooeeeee i 40Q..
3.5  Bestimmung der mMRNA-Expressonin T-Zellen ..........cccccccciciiiiiiicenen. 41
3.5.1 Praparation mononwkledrer Zellen undT-Zell-Anreicherung............... 41
3.5.2 Stimulation der T-Zell@n.........uuveiiiiiiiieeeie e 42
3.5.3 RNA-ISOIEHON......coiiiiiiiiiiieeieeeeeiiee e e e A2
3.5.4 Reverse TransKription.........coccuuuiiiiiiiiiieceeeeeee e eneneneeeeed 43
3.5.5 Quantitative RT-PCR............ccoeviiiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeeeeeeerrieeen . A3
ErgEDNISE .. i ——— a7
4.1  Isolation undidentifikation einer Aminopeptidase aus der
T-ZElTNIEH ... a7
4.1.1 Gelchromatographie mit SepharoSe6B. ...........cccoeevvviiiiiiiiieeeieeeee e a7
4.1.2 Hydroxylapatit-Chromatographie............ccccuvviiiiiiiiiieenieieieeee e 48
4.1.3 lonenaustauscher mit Mono Q.......ceeeeeiiiiiiiiieeeeeiieeee e 50
4.1.4 ldentifikation mittels Massenspektrometrie............ueeeeeeiieeeiesceeereninnns 53
4.2  Charakterisierung der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase der
T- ZEIINIEH ..o 54
4.2.1 Bestimmung der Abhéngigkeit der Ala-pNA hydrolysierenden

AKLIVILE VOM PH-WEIT ...t 54

4.2.2 Untersuchungen zur Stabilit & der zytosoli schen Alanyl-
AMINOPEPLITASE. ...ttt e e e 55.
4.2.3 Substratspezifitét der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase und
eNzZYyMKiNetiSChe DateN..........uuiiieiiii e e e 57
4.2.4 Effektoren der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase................c.eu.. 64
4.2.5 Einflussvonlonen auf die Aktivitét der zytosoli schen Alanyl-
AMINOPEPLIASE. ......ceiiiiieeieeiieiiiieeee e rrnr e e e e e e e e e eees 71
4.3  Immunre&tivitét der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase................... 75
4.4  Aktivierungsabhéngige Expresson der zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase aus humanen Lymphozyten.............cccccvvvvvvvvvieeeneeeennn. 76
4.4.1 Stimulation humaner T-Lymphazyten und Expresson der

zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase. ............ovvvvvveeiviiviinenn e, 76



4.4.2 Moduation cer mRNA-Expresson cer zytosoli schen Alanyl-
Aminaopeptidase durch Aminopeptidase-Inhibitoren .......................... 77
5 DISKUSSON ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ammne e e as 81
5.1  Biochemischer Vergleich der identifizierten zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase aus der T-Z€llli nie H9 mit denen aus anderen Geweben . 81

5.1.1 Monamer - Charkter der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase........... 83
5.1.2 Abhéngigkeit der zytosoli schen Aminopeptidase Aktivitat vom
Br- WL, . 83
5.1.3 Zytosolische Alanyl-Aminopeptidase alsthiolabhdngige Protease......84
5.1.4 DiezAAP ausder humanen T-Zelllinie H9 ist eine Metalloprotease.... 85
5.1.5 Einflussunterschiedlicher lonen auf die enzymatische Aktivitét.......... 86
5.1.6 Sensitivitét gegentiber PUrOMYCIN. .........ooooiiiiiiiiiiiiiceeiieeeeee e 87
5.1.7 Sensitivitat gegenliber Aminopeptidase-Inhibitoren..............cccccceennnn. 88
5.1.8 Sensitivitat gegenliber PAQ-22...........uuuiiiiiiiieiie s 89
5.1.9 Substratspezifitét der isolierten zytosoli schen Alanyl-
AMINOPEPLIUASE. .....coeveveeiieeiiiiiiiieeme et e et rnne e e e e e aeeeaeeeees 90
5.1.10 Immunre&ktivitéat der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase............ 92
5.2  Stimulationsabhéngige Expresson der zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase in peripheren T-Lymphazyten..........cccooeeeeeieiiiiiiceeinns 93
5.3  FUNKHON 0o ZAAP ... 95
5.4  Zusammenfassende DiSKUSSON ........cooeiiiiiiiiiiiiiieieeeiiiiieeceee e 97

LIt EratUNVEr ZEICHNIS ... et ee e e e e e e e e e e 101






ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2-ME 2-Mercaptoethanal

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym

AK Antikorper

Ala-pNA Alanyl-p-Nitroanili d

Ala-BNA Alanyl-B-Naphtylamid

AMC 4-Methyl-Coumaryl-7-Amid

AMV “avian myeloblastic virus’

AP Aminopeptidase

APA Aminopeptidase A

APN Aminopeptidase N

APZ Antigenprasentierende Zellen

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Inddyl-Phosphat

bp Basenpaae

B-Zellen B-Lymphazyten

B-NA [3-Naphtylamid

CCA o-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure

CCK Chdegystokinin

CD .cluster of differentiation”, Systematik der
Oberfladhenantigene humaner Leukozyten

CD3'- Zellen T-Zellen, Thymozyten

CD4"-Zellen T-Helferzellen

CD8"-Zellen zytotoxische T-Zellen
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cDNA komplementére DNA

ConA Concanavalin A (Lektin aus Canavalia ensiformis)
CTL Zytotoxische CD8'-T-Zelle

DNA Desoxyribonukeinsaure

dNTP DesoxyribonuKkeotide

DPIV Dipeptidylpeptidase IV

ds dopelstrangig

DTT 1,4-Dithiothreitol

EC Enzyme Comisson

EDTA Ethylendiamintetraaceat

ER endopdasmatisches Retikulum

FACS Fluoreszenzaktivierte Zell sortierung

FCS Fetales Kélberserum

FPLC Niederdruck-FlGissgkeitschromatographie

Gly Glyzin

Gly-pNA Glyzyl-p-Nitroanilid

GRP Gastrin-freisetzendes Peptid

y-GT y-Glutamyltranspeptidase

HEPES N-2-Hydroxymethyl piperazin-N"-2-Ethansulfonsdure
IAA lodacdamid

IFN-y Interferony

lg Immunaglobuin

IL Interleukin

U Internationale Einheit

kat Katal, umgesetzte Stoff menge (mol) pro Sekunde
kbp Kil obase (10° Basenpaae)

Km Michadis-Menten-Konstante

LAP Leucyl-Aminopeptidase

Leu Leucin

Leu-pNA Leucyl-p-Nitroanilid

mMAK monoKonaler Antikdrper
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Met
Met-pNA
MHC
MW
MNZ
MOLT-4
MOPS
mMRNA
NBT
NEP
NK-Zelle
ns.
PAGE
PAQ-22
PCMB
PBS
PCR
PHA
PHMB
PHMS
PIQ-22

PMA
Pro
Pro-pNA
PA
PWM
RNA
RPMI
RT
RT-PCR

Methionin

Methionyl-p-Nitroanilid

»major histocompatibility complex*”

Mittelwert

mononuke&e Zellen

»human aaute lymphoHlastic leukemia cdls’
3-Morphdin-2-propansulfonsaure
»messenger‘-RibonuKeinsdure
Nitro-Blue-Tetrazoliumchlorid

Neutrale Endopeptidase (EC 24.11.)

Naturliche Kill erzellen

nicht signifikant

Polyaaylamid-Gelelektrophaese
3-(2,6-Dietylphenyl)-2,4(1H,3H)-Chinazoli nedion
Para-Chloromercuribenzoat

Phosphat-gepuff erte Kochsal zl 6sung

Polymerase-K etten-Re&ktion

Phytohdmagg utinin (Lektin aus Phaseolus vulgaris)
Para-Hydroxymercuribenzoat
Para-Hydroxymercuriphenyl sulphoret
2-(2,6-Diethylphenyl)-1,2,3,4 Tetrahydroi sochinali n-
1,3dion

Phorbal-12-myristat-13-acdat

Prolin

Prolyl-p-Nitroanilid

Puromycin Sensitive Aminoipeptidase; zZAAP

» Pokewedl" Mitogen, (Lektin aus Phytolacca americana)
RibonuKkeinsdure

Roswell Park Memorial Institute

reverse Transkription

Reverse Trankription-Polymerase-K etten-Re&ktion
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SD
SDF-1a
SDS
TAP
TGF-B
TNF-a
TRIS
T-Zellen
ZAAP
ZAK
ZAM

Standardabweichung

“stromal cdl derived fador-1a*
Natriumdodecylsulfat

»transporter associated with antigen processng’
»transforming growth fador”-3
»tumor neaosis fador”-a
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
T-Lymphazyten

zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase
Ziege-anti-Kaninchen 1gG
Ziege-anti-Maus 1gG



1 EINLEITUNG

Proteolytische Prozese sind von zentraler Bedeutung fir esentielle Lebens
funktionen. Sie bewirken nicht nur den Proteinabbau in den Zellen und Korper-
flussgkeiten, sondern sind auch fir die Regulation verschiedenster biologischer
Prozesse unentbehrlich.

Um die Mengen und @mit auch die Aktivitdten wichtiger Enzyme rasch dem Bedarf
anzupassen, findet in der Zelle an standiger Abbau undeine Synthese von Proteinen
statt. Die kongtitutiven und indwzierbaren Proteine unterliegen dabei spezifischen
Regulationsmechanismen, woduch urterschiedener Halbwertzeiten verschiedener
Proteine zustande kommen. Von Schliiselenzymen des Stoffwedhsels betrégt die
Halbwertzeit zum Teil nur einige Stunden.

Daneben stellen proteolytische Prozesse @ne Form der posttrandationalen Modifi-
kation car. Sie findet bei allen Proteinen statt, wenn auch nu bei der proteolytischen
Entfernung des Initiations-Methionins, kurz nachdem das Protein aus dem Ribosom
austritt. Viele Proteine mit unterschiedlichsten hiologischen Funktionen werden als
inaktive Vorstufen (Propeptide) synthetisiert, die dann urter gedgneten Bedingungen
durch eine gezielte Proteolyse &tiviert werden konren. Verdauurngsenzyme, die
exogene Proteine hydrolysieren, werden als Propeptide im Magen und Pankreas
synthetisiert. Die Blutgerinnurg wird duch eine Kaskade von poteolytischen
Aktivierungen vermittelt, die @ne schnelle und wirksame Antwort auf Verletzungen
gewahrleistet. Einige Proteinharmone werden als inaktive Vorstufen bereitgestellt. So
entsteht beispielweise das Insulin duch proteolytische Entfernung eines Peptid-
fragments aus Proinsulin. Das faserformige Protein Kollagen, das in Haut und

Knochen vorkommt, leitet sich vom Prokall agen, einer [6gli chen Vorstufe, ab.
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1.1 PROTEOLYSE UND IMMUNSYSTEM

In der letzten Zeit wird der Rolle von proteolytischen Prozessen im Immunsystem
grof3e Aufmerksamkeit gewidmet. Sie sind in alen Phasen der Immunantwort invol-
viert. Das gilt sowohl fur die Erkennurgsphase (Antigenprozesserung und Prasen-
tation), die Aktivierungsphase (z.B. Prozesserung von Transkriptionsfaktoren, Akti-
vierung und Prozesserung von Zytokinen) sowie die Effektorphase (z.B. Aktivie-
rung des Komplementsystems, Apoptose der Zellen).

In der Antigenprozesserung spielen de intrazelluldren Proteinabbausysteme éne
wesentliche Funktion. Die Generierung der Peptidliganden fir MHC-Klasse Il wird
von Lysosomen der Antigen-prasentierenden-Zellen (APZ) tGbernommen. Die APZ
setzen sich aus Makrophegen, Dendritischen Zellen und B-Zellen zusammen, deren
Gemeinsamkeit ist, dass $e Haupthistokompatibilit &smolekile der Klasse Il (MHC-
Klass-II-Molekile) exprimieren. Der klasssche Weg fur die MHC-Klass-1l Bela
dung beinhaltet die Aufnahme von exogenen Proteinen duch Phagozytose, Pinozy-
tose oder Rezeptor-vermittelte Endazytose. Die entstandenen Vesikel verschmelzen
dann mit den Lysosomen, in denen de Proteolyse durch Proteasen wie z.B. Cathepsin
B, D, L und S stattfindet. Die Antigenbruchstiicke werden im Anschluss auf das
MHC-1I1-Molekil geladen und auf der Zelloberflache der APZ présentiert. Dort
werden sie dannvon CD4-T-Zellen erkannt [72,64.

MHC-Klasse-I-Molekille werden auf fast allen Zellen exprimiert. Der grofdte Teil der
MHC-Klasse-I-Liganden stammt von endagenen Proteinen, de vom Proteasom,
einen multikatalytischen Proteasekomplex, abgebaut werden. Die entstandenen
Peptid-Liganden gelangen Uker den TAP-Transporter (Peptidtransporter) in ATP
abhéngiger Weise in das endogdasmatisches Retikulum (ER), wo de MHC-Klass-|
Komplexe gebildet werden und wandern zur Zelloberflache [32,43,51,4% Dort
werden de transportierten Peptide ,geprift”. Die Prasentation eines fremden z.B.
viralen Peptids durch das MHC-Klasse-l Molekil gibt den CD8-Zellen ein Signal,
das zur Zytolyse fuhrt. Das Proteasom besitzt zusétzliche IFN-y-induzierbare [-

Untereinheiten, die katalytisch aktiv sind und die konstitutiven Untereinheiten
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ersetzen konren. Dieses 20S Rotessom mit den IFN-y induzierbaren B-Unter-
einheiten wird als Immunopoteasom bezeichnet [21,152,125,4B Es wird ange-
nommen, dassim Falle aner Infektion das von cen Zellen produwzierte IFN-y den
Austausch der B-Untereinheiten in neu synthetisierten Proteasomen bewirkt. Das
gebildete Immunopoteasom moduiert dann de Immunantwort [146,27. Obwohl die
Hauptquell e der Peptidliganden fir MHC-Klass | Molekiile zwar das Proteasom ist,
wird de Generierung der Peptidliganden von zytosolisch- und ER-lokalisierten
Proteasen diskutiert [92,155,8.

Peptidasen auf der Zelloberflache von Immun- und Endahelzellen spielen eine
wesentliche Rolle bei der Aktivierung, Proliferation, Differenzierung, Zell-Zell-
Interaktion und Transformation der Zellen [46,110,7,77,86,90 Manche dieser
Peptidasen wurden as Differenzierungsantigene (CD-Antigene) auf der Zellober-
flache von Leukozyten identifiziert. So ist CD10 (CALLA, common aaute lympho
blastic leukemia antigen) z.B. mit Neprilysin (NEP; [88]) identisch, CD13 mit der
Aminopeptidase N (APN; [90]), CD26 mit der Dipeptidylpeptidase IV (DPIV; [150Q),
CD143 mit dem Angiotensin-konvertierenden Enzym (ACE; [30]), CD156a mit ,A
Disintegrin And Metalloproteinase 8* (ADAM 8; [163), CD156b mit ADAM 17
[24,39. Auch andere Protessen, wie die Carboxypeptidase M (CPM) auf der
Zéell oberflache von Monacyten [120], die Aminopeptidase A (APA) auf B-Zellen (das
Murine BP-1/6 C3 Antigen; [161,158), die Aminopeptidase B auf aktivierten T-
Zellen [20], die Aminopeptidase P auf Endahelzellen und aktivierten T-Zellen
[78,53, werden auf Zellen des Immunsystems exprimiert.

Die Expresson cer Ektopeptidasen innerhalb des Immunsystems ist diff erenzierungs-
undaktivierungsabhangig. Die Expresson der APN (CD13) wurde beispielsweise auf
sehr friheren Stammzellen (CD34-pasitiven Zellen), die sowohl Vorlauferzellen der
lymphazytéren als auch der myelo-monazytéaren Zellen sind, rachgewiesen. Im
Verlauf der weiteren Zelldifferenzierung ist eine CD13-Immunredktivitat nicht
nachweisbar, wird aber ab einem spéteren Differenzierungsdadium auf Zellen der
myelo-monazytédren Linie wieder ausgebildet. Lymphazyten und von ihnen
abgel eitete Zellli nien gelten als CD13 regativ [90,16,13T. Dadie APN innerhalb des

hamatopceetischen Systems aus<chli efdli ch in myelo-monazytéren Zellen, Tumorzellen
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dieser Abstammung sowie vereinzelt bei malignen Lymphazyten [90,14
nachgewiesen werden kann, dent CD13 reben anderen Markern gegen Ober-
flachenantigene (z.B. CD11c, CD14, CD15) als Marker zur Typisierung myelo-
monazytérer Zellen bzw. zur Charakterisierung maligner Erkrankungen.

Die Expresson der Ektopeptidasen urterliegt einer selektiven Regulation duch
Zytokine, Wadhstumsfaktoren undHormone. So indwzieren beispielsweise IL-4 und
IL-13 de Expresson von APN und DPIV, nicht aber die Expresson von APA
[69,124,15B TNF-a, ein anderer Mediator, kann de Expresson der Aminopeptidase
A und DPIV herabregulieren, nicht aber die Expresson von APN [69]. TGF-B1, ein
multifunktionelles Zytokin, spielt eine Schlis=lrolle in der Funktion der DPIV
[121,122. Dieses Zytokin kann de Expresson von DPIV herabregulieren, was zur
Hemmung der DNA-Synthese, der Proliferation und der Produkion von
immunastimulatorischen Zytokinen fuhrt [6,14,67.

Die Peptidasen sind an der Moddation der Immunantwort durch proteolytische
Aktivierung oder Inaktivierung von bologisch aktiven Peptiden beteili gt. Das hyper-
tonisch wirkende Angiotensin Il wird aus inaktivem Propeptid Angiotensin | durch
ACE generiert. Auf der anderen Seite wird de chemotaktische Wirkung des Chemo-
kins SDF-1a nach der Prozesserung durch DPIV gehemmt[116.

In der Effektorphase der Immunantwort vermitteln Serinproteasen die zytotoxische
Wirkung der aktivierten CD8 T- Lymphazyten [64]. Die &tivierten zytotoxischen
T-Zellen undKill erzellen 16sen in der Zielzelle Apoptose aus [72]. Dieses Apoptose-
Signal aktiviert verschiedene Caspasen (Cysteinproteinasen), welche den intra-
zelluléren Proteinabbau einleiten, ohre die zytoplasmatischen Komporenten freizu-
setzen [72].

Mehrere Serinproteasen gehdren dem Komplementsystem an, welches an Zytolyse-
und Phagozytoseprozessen mitwirkt [72].

Immer mehr Beweise sprechen dafiir, dass sch de Dysregulation von proteolytischen
Prozessen sich in Krankheitszustdnden wie Entztindurgen, Autoimmunerkrankungen,
Krebserkrankurgen, Blutgerinnurgsgérungen, Wundteilungsgérungen und dem
Bluthochdruck auiRert [17,141,58,123,7,17



EINLEITUNG 17

Aufgrund cer Vielzahl proteolytischer Prozesse innerhalb des Immunsystems ist das
Ziel vieler aktueller Forschurgsarbeiten de genaue Aufklarung der Funktion der
zelluldren Peptidasen im Immunsystem. Besondere Aufmerksamkeit wird der
Interaktion proteolytischer Enzyme mit Zytokinen, Wachstumsfaktoren undinnerhalb
der Antigenprozesserung gewidmet. Daneben beschéftigen sich Klinischen Studien
mit der Rolle dieser Enzyme bei Lymphamen, Leukdmien und entzindichen
Prozesen. Die Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise der proteolytischen Prozesse
und dr daran betelligten Enzyme bilden eine wichtige Grundage fur die
Entwicklung wvon reuen dagnostischen [168 und therapeutischen Strategien
[162,141,124,17,37

1.2 KLASSFIKATION VON PEPTIDASEN

Peptidasen (Proteasen) sind Enzyme, die dne hydrolytische Spaltung der
Peptidbindurgen in einem Protein- oder Peptid-Molekil katalysieren. Entsprechend
der Nomenklatur der International Union of Biochemistry and Molecular Biology
werden Peptidasen in de Klasse der Hydrolasen EC 3 eingeordnet [1]. Proteasen
selbst sind urter der Bezeichnurg EC 3.4. zu finden, de éhédngig vom Ort der
Wirkung und cem Medhanismus der Spaltung nomenklatorisch erweitert wird. Nac
ihrem Angriff spunkt im Substratmolekiil werden de proteolytischen Enzyme dabei in
Endo undExopeptidasen urterteilt (siehe Abbildurg 1).
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PEPTIDASEN - EC 3.4

| L
Exopeptidasen Endopeptidasen
A L Y
@-O-O-O+2, oo :*C'-O-O!O‘O-‘:H:
1. Aminopeptidasen EC 3.4.11 6. Dipeptidasen EC 3.4.13
- l’\ VO +
-~ 1. Serinproteasen EC 3.4.21
2. Dipeptidylpeptidasen EC 3.4.14 .-O-O
N * 2. Cysteinproteasen EC 3.4.22
00O~ 020,

3. Aspartatproteasen EC 3.4.23

3. Tripeptidylpeptidasen EC 3.4.14 7. Tripeptidasen

4. Metalloproteasen EC 3.4.24

iy \P
~H>O00e 5. Unbekannter Typ  EC 3.4.99
4. Carboxypeptidasen EC 3.4.16-18 :H:r—O—O—f\\.—-‘

atete) ¥ - 0O

5. Peptidylpeptidasen EC 3.4.15 8. Omegapeptidasen EC 3.4.19

Abbildung 1. Klassfikation der Peptidasen [107]].

Endopeptidasen oder Proteinasen spalten Peptidbindurgen im Inneren von Protein-
ketten. Die Proteinasen werden weiter nach dem Bau des aktiven Zentrumsin Serin-,
Cystein-, Aspartat- undMetall oproteasen urterschieden.

Die Exopeptidasen hingegen greifen Peptide oder Proteine vom C- oder N-terminalen
Ende der Peptidketten her an undwerden nach ihren hiochemischen Merkmalen wie
Spaltungsort, Substrat, Reetionsproduk in Untergruppen (EC 3.4.11.n s EC
3.4.19.n geordnet. Peptidasen, de vom N-Terminus der Peptide- oder Proteinkette
angreifen, rennt man Aminopeptidasen. Die Namen fir Aminopeptidasen werden
meistens nach der bevorzugt freigesetzten N-terminalen Aminosaure gebildet. So
spaltet zum Beispiel die Leucyl-Aminopeptidase (LAP) bevorzugt Leucin undandere
hydrophole Aminoséuren von Peptiden oder anderen Substratanalogen ab. Nach
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diesem Klassfikationsprinzip werden de Arginyl-, Methionyl-, Aspartyl-, Alanyl-,
Glutamyl-, Prolyl- und Cysteinyl- Aminopeptidase beschrieben.

Neben deser Klasdfikation der Peptidasen existieren nach weltere, die auf der
cDNA-Sequenz der Peptidasen, ihren Strukturdaten oder auf den im aktiven Zentrum
befindichen Aminosauren basieren [119. Entsprechend deser Ordnurg werden
Peptidasen erst nach ihrem katalytischen Typ und dnn in Familien von evolutionar

eng verwandten Enzymen urterteilt.

*  Serintyp - 22 Familien (S1-S22)

* Cysteintyp - 14 Familien (C1-C14)
» Aspartattyp - 2 Familien (A1-A2)

* Metalotyp - 25 Familien (M1-M25)

* Unbekannter Reaktionstyp 21 Familien (U1-U21).

1.3 AMINOPEPTIDASEN

Aminopeptidasen kommen sowohl in tierischen als auch pflanzlichen Organismen
vor. Man findet sie in vielen humanen Geweben auf der Zelloberflache, in sub-
zelluléren Organellen, im Zytosol undin Koérperflissgkeiten [18,129.
Aminopeptidasen sind meistens Metall opeptidasen, de im aktiven Zentrum Zink-
ionen hinden [147,148. Die Zn-ligandierenden Metall opeptidasen, auch Zinkine
genannt, besitzen dafir das Zn-bindende Motiv HEXXH . Die Zinkine werden weiter
in Gluzincine (Clan MA) undin Metzincine (Clan MB) unterteilt [57]. Die Vertreter
der Familie der Gluzincine ligandieren Zink Uker die zwei Histidin-Reste aus dem
HEXXH-Motiv und einen Glutaminsaure-Rest, der auf}erhalb des Zn-bindenden
Motivs verflgbar ist. Zu deser Familie gehdren ua. die membranstandige Alanyl-
Aminopeptidase (APN), Arginyl-Aminopeptidase (APB) und Glutamyl-Aminopepti-
dase (APA).

Manche Aminopeptidasen ligandieren zwel Zinkionen im katalytischen Zentrum.
Dazu gehdren de Leucyl-Aminopeptidase (Clan MF, Familie M17) [18], die
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Aminopeptidase P und de Methionyl-Aminopeptidase (Clan MG, Familie M24)
[31,19.

1.3.1 ZYTOSOLISCHE AMINOPEPTIDASEN

Die folgenden Aminopeptidasen wurden hisher aus dem Zytosol humaner Gewebe
beschrieben undcharakterisiert:

 Leucyl-APEC 3.4.11.1{144,109,115,79,96,73,134

« Arginyl-APEC 3.4.11.6[144,98,139,99,79,108

o Alanyl-APEC 3.4.11.1479,144,97,95,134,157,184

« Aminopeptidase P EC 3.4.11.9[31,140,154,1726

e Methionyl-Aminopeptidase EC 3.4.11.1§13,89,9];

» Aspartyl-Aminopeptidase EC 3.4.11.21[16(0.

Mantle und Mitarbeiter haben aus Niere, Gehirn und Skelettmuskeln den Menschen,
zytosoli sche Aminopeptidasen isoliert, biochemisch charakterisiert und ihren Anteil
in den Geweben bestimmt [94]. Demnach gehort der wesentliche Antell der Amino-
peptidasen-Aktivitdten der Alanyl-, Arginyl-, Leucyl- und Pyroglutamyl-Aminopepti-
dase (Tabelle 1).

Tabelle 1: Verteilung der 16lichen Aminopeptidasen-Aktivitdten in humanen
Geweben (nach Mantle [94]).

Gewebe Aktivitét in %

Gewebe Alanyl-AP Arginyl-AP Leucyl-AP  Pyroglutamyl-AP
Gehirn 80 15 1,5 3,5
Skelettmuskel 79 18 15 2,5

Niere 56 25 16 3

Weiterhin konrte festgestellt werden, dass die Enzyme in den drel untersuchten
Geweben &hnliche Eigenschaften aufweisen. Das Auftreten eines sgenannten
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gleichen ,, Aminopeptidasen — Musters* mit dhnli chen Eigenschaften, spricht fir eine

wesentliche Funktion der zytosolischen Aminopeptidasen beim zelluldren Protein-

Turnover. Die Charakteristika der wichtigsten zytosoli schen Aminopeptidasen sindin

Tabell e 2 zusammengefass.

Tabelle2: Vergleich der Charakteristik der zytosolischen Aminopeptidasen (nach

Mantle [94]).
Alanyl-AP Arginyl-AP Leucyl-AP Pyroglutamyl-AP
Eigenschaft EC 3.4.11.14 EC 3.4.116 EC 34111 EC 3.4.11.3*
pH-Optimum 7,3 6,5 9,5 8,5
Molekularmasse 100kDa 70kDa 270kDa 22kDa
Bevorzugtes breites Spektrum;  Arg-AMC und Leu-AMC undMet- Pyroglutamyl-AMC
Substrat AlaAMC am LysAMC AMC
besten.
Peptid-Substrate Leu- undMet- Bradykinin, Leu-Enkephalin, Thyroliberin,
Enkephalin, CCK, Proangiotensin Luliberin, Neurotensin,
Somatostatin, Proctolin Luliberin
Vasopressn,
Oxytocin,
Angiotensin
Aktivatoren 0,5mM Ca'?; 0,15M CI'; 5mM Mg'?; 1mM DTT;
teil weise durch 5mM Co'?; 5mM Mn*?; keine Aktivierung
andere Metalli onen durch Metalli onen
Inhibitoren |C50-Wert: |C50-Wert: |C50-Wert: |C50-Wert:
Bestatin 0,1-0,2 uM 0,1-2,0 yM 0,05-0,1 uM keine Inhibition bei
100uM
EDTA 0,5-1 mM nicht bestimmt nicht bestimmt keine Inhibition
o-Phenanthrolin nicht bestimmt 50-100uM 5mM 3-5mM
Arphamenin B keine Inhibition 10nM keine Inhibition keine Inhibition
Puromycin 10-20 uM 2-3mM keine Inhibition keine Inhibition
PHMS 0,12-0,2 mM 0,031 uM keine Inhibition nicht vorhanden

* Gegenwartig wird dese Peptidase ds Omegapeptidase EC 3.4.19.3 kassfiziert

[19].
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In anderen Organen wurden hisher keine derartig komplexen Studien Uker die
zytosolischen Aminopeptidasen durchgefiihrt. Daher ist nicht bekannt, ob das oben
erwdhnte Muster im Zytosol anderer Gewebe ebenfalls redisiert wird. Die
grundegenden Erkenntnisse konren jedoch al's Tendenz fur weitere Studien dienen.

Insgesamt zeigt das ubiquitére Vorkommen der zytosoli schen Aminopeptidasen, dass
diese Enzyme unentbehrlich fir die Zelle sind. Die Funktion zytosolischer
Aminopeptidasen wird dabei oft mit der intrazell uldren Protein-Degradation undZell -
Zyklus-Kontrolle verbundcen [147,148. Die spezifischen Funktionen einzelner
Aminopeptidasen sind aber meist ungeklart. Nur fir die Methionyl-Aminopeptidase
konrte die wahrscheinliche, spezifische Funktion geklart werden. Sie entfernt nach
erfolgter Trandation dbs Initiations-Methionin [147,13.

1.3.2 ZYTOSOLISCHE AMINOPEPTIDASEN UND |IMMUNSY STEM

Publikationen Gker Aminopeptidasen im Zytosol der Immunzellen liefern
unvoll standige bzw. kortroverse Informationen [73,117,118,156,47,4Die teilweise
Uberlappende Substratspezifitét dieser Enzyme eschwert die Abgrenzung gegentiber
weiteren zellsténdigen Peptidasen mit dhnlichen biochemischen Eigenschaften.
Aufgrund der Heterogenitdt des zelluldren Peptidasenspektrums wird duch de
Mesaung der Aminoacyl-Hydrolyse nicht nur eine Peptidase efasg. Besonders bei
der Anwendurg von Ala- undLeu-Substraten ist die Unterscheidung von Alanyl- und
Leucyl-Aminopeptidase problematisch. Nur in wenigen Fallen konrten de Enzyme
definitiv identifiziert undausreichend ochemisch charakterisiert werden.

Als erste wurden Leucyl-Aminopeptidase-Aktivitdten im Zytosol von verschiedenen
Leukozyten beschrieben [115,93,73,10P Kohno undKanno [74] zeigten dabei eine
aktivierungsabhéngige Indwktion der Leu-pNA-hydrolysierenden Aktivitéten als
Antwort auf PHA- und Concanavalin A-Stimulation von Lymphazyten auf. Aufgrund
der Substrat-Spezifitdt und der Aktivierung durch Mn-lonen konrten dese
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Aktivitéten der Leucyl-Aminopeptidase (LAP) zugeschrieben werden. Nagaoka und
Yamashita konrten de LAP nur in der Membran von pdynukie&en Leukozyten
finden [105,106,10F. Smith und Folds wiesen intrazelluléar in diesen Zellen de
Leucyl-Aminopeptidase nad, jedoch war diese mit undefinierten zytoplasmatischen
Strukturen verbuncen [13§. Shah und Mitarbeiter [133 hingegen konrten Leucyl-
Aminopeptidase-Aktivitdten in der Membran und in Lysosomen von Lymphazyten
detektieren. Lundgren hat dann drei Isoformen der LAP in pdynukle&en Leukozyten
beschrieben [93], wovon eine im Zytosol lokalisiert wurde. Die anderen Isoformen
befanden sich intrazell ulér, an Granula gebuncen.

Auf die Existenz anderer zytosolischen Aminopeptidasen in den Zellen des
Immunsystems haben erst Grdisa und Mitarbeiter aufmerksam gemadt, indem
verschiedene Aminoacyl-Derivate verwendet wurden [156,47. So konrte im Zytosol
von Lymphazyten und Monazyten de Anwesenheit von mindestens zwei Amino-
peptidasen undin pdynukle&en Leukozyten sogar von dei festgestellt werden [47].
Die Eigenschaften eines dieser Enzyme entsprachen denen der Arginyl-Amino-
peptidase, ndmlich de Bevorzugung von basischen Substraten und de Aktivierung
durch Chloridionen. Die anderen Aminopeptidasen konrten keinem bekannten
Enzym zugeordnet werden.

Murray undMitarbeiter [70] berichteten von zwei Aminopeptidasen in der T-Zé€llli nie
Jurkat, wovon eine die Arginyl-Aminopeptidase zu sein scheint. Die zweite war
sensitiv gegeniiber Amastatin, nicht sensitiv gegeniiber Metall ochelatoren, lief3 sich
nicht durch Chloridionen aktivieren und konte keiner bekannten Aminopeptidase
zugeordnet werden. Die Anwesenheit der Arginyl-Aminopeptidase konrte von
Belhacene undMitarbeiter bestétigt werden. Sie isoli erten, identifizierten undcharak-
terisierten deses Enzym aus T-Zellen von gesunden Spendern undaus der T-Zéllli nie
Jurkat [20]. Die zytosolische Arginyl-Aminopeptidase unterliegt dhnlich der Leucyl-
Aminopeptidase einer stimulationsabhangigen Indultion der Aktivitaten, was auf eine
Beteili gung an Immunprozessen hinweist [20].

Mittels DEAE-Chromatographie haben Rautenberg und Mitarbeiter vier zytosoli sche
Aminopeptidasen aus ,,buffy coats* prapariert [117]. Die Anwesenheit der Arginyl-
und Leucyl-Aminopeptidase konnte bestétigt werden. Es war jedoch nicht méglich,
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die anderen zwei Enzyme zu identifizieren [40,117,118 Spéater konrte éne andere
Arbeitsgruppe die zytosolische Aminopeptidase P aus , buffy coats* isolieren und
charakterisieren [12§].

Zwei zytosolische Aminopetidasen wurden in der humanen myeloischen Zéllli nie
U937 von Erbeznik und Hersh [41] beschrieben. Mittels eines Antiserums gegen de
Puromycin-sensiti ve-Aminopeptidase (PSA; zZAA P) konrte diese Aminopeptidase mit
einer Molekularmass von 100 IDaidentifiziert werden. Die andere Aminopeptidase,
mit einer Molekularmasse von 200 IDa, reagierte @st nach Ammoniumsulfat-
Behandung paositiv mit dem Antiserum. Beide Enzyme bevorzugten Ala-pNA als
Substrat und zeigten Unterschiede bezliglich der Sensitivitét gegentber Inhibitoren
wie z.B. Puromycin und Bestatin [41]. Es fehlt jedoch fur beide Aminopeptidasen
eine umfassende biochemische Charakterisierung.

Wex und Mitarbeiter [85,159 beschrieben eine Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitéat
der T-Z€lllinie H9, de zytosolisch lokalisiert war undin ihrer Substratspezifitat der
membranstandigen Alanyl-Aminopeptidase (APN) &hnelte. Dieses unbekannte
Enzym reagierte jedoch nicht mit dem spezifischen APN-Antikérpern WM15[159.

Vor diesem Hintergrund erscheint klar, dass es einer umfasenden und systema-
tischen Bestimmung der biochemischen, insbesondere der enzymkinetischen
Charakteristika des gereinigten Enzyms bedarf, um die Natur der Aminopeptidase aus
dem Zytosol humaner T-Zellen genau zu definieren.



2 ZIELSTELLUNG DER PROMOTIONSARBEIT

Die Struktur, Regulation und pRgsiologische Funktion vieler Proteasen ist nu
tellweise aufgeklart. In der humanen T-Zellinie H9 wurde ene neutrale
Aminopeptidase-Aktivitdt nadhgewiesen, deren hisherige biochemische Charakteri-
sierung sie von anderen, bekannten Aminopeptidasen urterschied [103,159. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit war die Aufkldrung der Identitét des Enzyms und dessen
umfasende biochemische Charakterisierung. Damit sollte @n Beitrag zur Erwei-
terung des Kenntnisgandes tiber Vorkommen undFunktion von Aminopeptidasen im
Zytosol von Immunzellen geleistet werden. Im einzelnen waren de folgenden Teil -
aufgaben zu beabeiten:

1. Molekulare Identifizierung der unbekannten humanen, zytosolischen
Aminopeptidase ausder T-ZélllinieH9.

Dabel sollte die Aminopeptidase unter Anwendurg verschiedenster biochemischer

Methoden gereinigt werden. Die molekulare Identifizieriung des gereinigten Enzyms

sollte dann mittels tryptischem Verdaus und Nutzung der Massenspektrometrie

vorgenommen werden.

2. Charakterisierung der isolierten Aminopeptidase.
Die folgenden Eigenschaften sollten néher charakterisiert werden:
e Substratspezifitat
» Spatungsfahigkeit von kologisch-aktiven Peptiden
» Einfluss von verschiedenen Metall-lonen und Metallchelatoren auf die
Aktivitat
»  Sensitivitdt gegentiber Aminopeptidasen-Inhibitoren
* pH-Abhangigkeit der hydrolysierenden Aktivitat
*  Wirkung von Thiolreagenzien auf die enzymatische Aktivitéat.
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« Uberprifung der Kreuzredktivitdt gegeniiber kommerziell vorhandenen
APN-Antikorpern.

3. Untersuchungen zur mRNA-Expression desidentifizierten Enzyms

Mit der molekularen Identifizierung der zytosolischen Aminopeptidase wurde die
Voraussetzung getroffen, dese Peptidase auf dem Niveau der mRNA qualitativ und
quantitativ zu erfassen. Die mRNA-Expresson soll an peripheren T-Zellen urter
verschiedenen Bedingungen urtersucht werden. Anhand deser Untersuchungen kann
eine mogliche Betelligung dieser Aminopeptidase im Rahmen der Immunantwort

naher bestimmt werden.



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 ZELLLINIEN

Die verwendete humane T-Zéellli nie H9 wurde kéuflich von der ,, European Colledion
of Cell Cultures® (ECACC 8505030} erworben. Die Zellen wurden in RPMI 1640
Medium mit 10% FCS und uner Zusatz von 2nM Glutamin sowie 60 [U/ml
Penicillin (Gibco) bei 37°C, 9746 relativer Luftfeuchte und 6% (v/v) CO, in einem
Sterikult 200 (Firma Scientific) kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in Zell-
kulturflaschen (Falcon) unterschiedlicher Grof3e, wobei die Zellen mit einer Dichte
von 500000Zellen/ml eingesét wurden. Nach 3 Tagen erfolgte die Zellernte. Dazu
wurden de Zellen nach der Zentrifugation (10 min; 500xg; Raumtemperatur) und
dem Absaugen des Uberstands jeweils zweimal in PBS aufgenommen und erneut

zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendurg wurde das Zell pell et bei —80°C gelagert.

PBS-Puffer:  137mM NaCl,
2,7mM KClI
8,1mM NaHPO,
1,4mM KH,PO,
pH 7,2
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3.2 PRAPARATION DER AMINOPEPTIDASE AUSDER H9-ZELLLINIE

3.2.1 HERSTELLUNG DER ZYTOSOLISCHEN FRAKTION

Nadh dem Auftauen der H9-Zellen wurde das Pellet in zwei Volumina 10 mM
HEPES-Puffer (Gibco; pH 6,5 mit 0,2mM MgCl, und 2mM DTT resuspendiert. Die
entstandene Zell suspension wurde mit Ultraschall (0°C; 5x20s; 30W,; Vibra-Cell,
Sonics) homogenisiert und im Anschluss die zytosolische Fraktion duch eine
Ultrazentrifugation (4°C; 100.006:g; 2 h; TL100, Bedkmann) von cen partikuléren
Bestandteil en getrennt. Die Reinheit der Fraktion wurde anhand der Bestimmung der
y-Glutamyltranspeptidaseaktivitéat (y-GT) kortrolli ert. Der relative Anteil partikulérer

Verunreinigungen im Zytosol hatte @énen Wert von 3% nicht Gberschritten.

3.2.2 AKTIVITATSBESTIMMUNG DER Y-GLUTAMYLTRANSFEPTIDASE

Die y-GT, ein membrangebuncenes Enzym, katalysiert den Transfer einer
y-Glutamylgruppe von Glutathion zur a-Aminogruppe ener Akzeptoraminosaure.
Die Bestimmung der y-GT-Aktivitéat erfolgte analog zur Bestimmung der
Aminopeptidase-Aktivitdt, wobei y-Glutamyl-p-nitroanilid (Chemapadl) als Substrat
diente und Glyzyl-Glyzin als Akzeptormolekil fungierte. Die Mesaung und
Berechnurg erfolgte wie bei Grisk undMitarbeitern [49] beschrieben.

3.2.3 CHROMATOGRAPHISCHE TRENNMETHODEN

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus H9-Zellen wurde dromatographisch
unter Verwendurg des FPLC-Systems (Bio-Rad) bis zur Homogenitét gereinigt. Die
dabei durchgefiihrten Reinigungschritte, die dle bel 4°C durchgefiihrt wurden, sind
nadhfolgend aufgefihrt. Nadh jedem Reinigungsschritt wurden de Ala-pNA-
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hydrolysierende Aktivitét sowie die Proteinkoreentration (Bradford-Assay; Bio-Rad)
des teil gereinigten Enzyms bestimmit.

Gelfiltration Gber Sepharose 6B

Eine 2,6x100cm grof3e Sdule (Pharmada) wurde mit Sepharose 6B (Pharmada)
gemald Herstellerhinweisen gefillt. Die Matrix wurde vor dem Probenauftrag mit
Beladumgspuffer (50mM Phaosphatpuffer; pH 6,5 2mM DTT)(vgl.3.4.0) gesplilt.
Anschlie3end wurde die zytosolische Fraktion (max. Volumen 4ml) blasenfrei auf
die Sepharose gpliziert. Die Trennurg erfolgte bei einer Flurate von 0,5ml/min,
sowie aner Fraktionsgrofe von 5ml Uber 16 Stunden. Der Elutionspuffer entsprach
dem Beladungspuffer.

Der Proteingehalt der Fraktionen wurde fortlaufend duch Mesaung der Extinktion bei
280nm ermittelt. Alle Fraktionen wurden auf das Vorhandensein von Ala-pNA-
hydrolysierenden Aktivitdten urtersucht (vgl. 3.4.3 und paitive Proben hinsichtlich

ihrer enzymatischen Aktivitat und Proteinkoreentration quantitativ analysiert.

Chromatographie Uber Hydroxylapdtit
Eine 5ml Saule mit Hydroxylapatit-Matrix Typl wurde gemal den
Herstell erangaben (Bio-Rad) erstellt. Die von der Gelfiltration herrihrenden pasitiven
Fraktionen wurden vereinigt und im Beladungspuffer (50 mM Phosphatpuffer;
pH 6,5 2mM DTT) auf die Saule agpliziert. An de Hydroxylapatit-Matrix
gebuncene Proteine wurden mit einem Elutionspuffer (250mM Phosphatpuffer;
pH 6,5 2 mM DTT) nach folgendem Schema duiert:
1. linea steigende Elutionspufferkonzentration von 23 lis 27%;

Flussrate 3 ml/min; FraktionsgrofRe von 3ml, 25Minuten,
2. Elutionsschritt mit 100%igem Phaosphatpuffer;

Flusgate 3 ml/min; 3 Minuten.
Alle Fraktionen wurden auf das Vorhandensein Ala-pNA-hydrolysierender Aktivitét
(vgl. 3.4.3 untersucht und de positiven Fraktionen vereinigt.
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Trennung mittels Anionenaustauscher

Die Matrix (MonoQ, Bio-Rad) wurde entsprechend den Herstell erangaben behandelt.

Die teilgereinigten Proteinfraktionen von der Hydroxylapaptit-Chromatographie

wurden mittels YM30-Konzentratoren (Milli pore) konzentriert und in den

Beladumgspuffer (50 mM Phosphatpuffer; pH 6,5 2mM DTT) umgepuffert. Das

Konzentrat wurde auf die Mono Q — Saule (Bio-Rad; 2ml) appliziert und mit einem

Saulenvolumen Beladungspuffer nadchgesplit. Die an den MonoQ-Anionenaus-

tauscher gebundenen Proteine wurden mit stufenweise steigender Salzkonzentration

nach folgendem Schema duiert:

Stufel: 20% Elutionspuffer (50 mM Phaosphatpuffer, 2mM DTT, 0,35M NaCl,
pH 6,5): Flusgate: 3 ml/min, Zeit: 5 Minuten;

Stufe2: 51% Elutionspuffer: Flusgate: 3 ml/min, Zeit: 6 Minuten, Fraktionsgrofde:
1ml;

Stufe3:  100% Elutionspuffer: Flusgate: 3 ml/min, Zeit: 4 Minuten.

Es wurden Fraktionen mit héchsten Ala-pNA hydrolysierenden Aktivitdten wahrend

der zweiten Stufe gesammelt. Die Beurteilung der Effektivitdt der Reinigungschritte

erfolgte anhand der Bestimmung der spezifischen Aktivitét (vgl. 3.4.3. Daraus

errechnete sich der Reinigungsfaktor nach der Formel:

- _ Spezifiscle Aktivitat der gesammelte Fraktion
Reinigungiaktor = — — :
Spezifiscle Aktivitat desAusgangsmiarials

3.3 |DENTIFIKATION

3.3.1 SDS-PoOLYACRYLAMID-GEL-ELEK TROPHORESE

Die dektrophaetische Auftrennurg der isolierten Proteine efolgte unter redu-
zierenden bzw. nichtreduzierenden Bedingungen in SDS-haltigen Polyaaylamid-
Gelen.
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Proben:
* 0,5ugzAAPausder T-Zéelli nie HY;
* 0,5ug APN aus humaner Niere (bereitgestellt von Thilo Kahne, Magdeburg);

Probenvorbereitungfir reduz erende Bedingungen:
Die Proben wurden mit Laanmli-Probenpufer (mit Zusatz von 3% 2-ME; Bio-Rad)
1:2 verdiinrt, drei Minuten bei 95°C gekocht und dann auf Eis gestellt.

Probenvorbereitungfir nicht-reduzierende Bedingungen:

Die Proben wurden mit nativen Probenpufer (ohre Zusatz von 2ME; Bio-Rad) 1:2
verdunrt.

20-25ul der vorbereiteten Probe wurden je Spur auf das Gel appliziert. Die
Auftrennurg erfolgte dannim 4-12%igen (m/V) Bis-Tris-Gel (NUPAGE Gel, Novex)
unter folgenden Bedingungen:

* Laufpuffer: MES-SDS (Novex); 100mA pro Gel.

Zur Kontrolle der Elektrophaese und zur GréRenbestimmung der detektierten
Proteine wurde der Proteinmarker Mark 12 (Novex) verwendet. Je nach Aufgaben-
stellung wurden nach Beendigung der Elektrophaese die Proteine mit Coomasse
Blue G-250 (vgl. 3.3.2) bzw. mit einer Silberfarbung (vgl. 3.3.2 visualisiert oder im
»Semi-dry”-Blot-Verfahren auf Nitrozell ulose transferiert (vgl. 3.3.9.

3.3.2 VISUALISIERUNG

Coomasse-Farbung
Die Coomasse-Farbung wurde unter Verwendurg des,, Colloidal Blue Stain Kits"
(Novex) nach Angaben des Herstell ers durchgefihrt.
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Slber-Farbung
Die Silber-Farbung erfolgte unter Nutzung des ,, Sil verXpressKits* der Firma Novex
entsprechend dem Protokall, welches fir 1,0 mm starke Gele enpfohlen wird.

3.3.3 MASSENSPEKTROMETRIE

Die zu urtersuchende Proteinbande wurde nach Visuali sierung mittels Sil ber-Farburng
aus dem SDS-Polyaaylamidgel ausgeschnitten und ds Gelstiick in einem 1,5ml
Re&tionsgefald medhanisch zerkleinert. Daran schlossen sich folgende Schritte an:
e Trypsin—Verdau (Boehringer Mannheim)
* Peptidextraktion duch Sonifikation ( Sonaex RK 156)
* Reinigung der Peptidfragmente mittels einer Reverse-Phase (R2)-Saule
(Poros 50 R2; Perseptive Biosystem)
» Co-Kristallisation mit CCA in 70% Acetonitril auf einem SCOUT 384
MALDI-Target (Bruker Daltonic).
Die massenspektrometrische Analyse der Peptidfragmente efolgte mittels eines
MALDI-TOF-MS (Reflex 1ll, Bruker Daltonics) im Reflektor Modus mit interner
Kalibrierung. Die ehaltenen Peptidfragmentmassen wurden mit Hilfe der MASCOT
Software (Matrix Science) mit der OWL—-Database verglichen. Ab dem tryptischen
Verdau wurde die Analyse von T. Kdhne durchgefiihrt.

3.3.4 PRrROTEIN-BLOT UND IMMUNOLOGISCHER NACHWEIS

Nacd der elektrophaetischen Auftrennurg (vgl. 3.3.1) wurden die Proteine aus dem
Gel auf eine Nitrozellulose Membran (PROTRAN 85; Schleicher & Schiil) unter
Nutzung der ,semi-dry transfer cdl“ Apparatur (Bio-Rad), bei 30 V fur 2 Stunden
transferiert.
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Kathodenpufer: 5 ml Roti-Blot K (Roth)
35ml H,0 dest.
10 ml Methanal
Anodenpufer: 5 ml Roti-Blot A (Roth)
35ml H,0 dest.
10 ml Methanal

Blockierung

Die Membran wurde in 7,36 (w/v) entfettetem Milchpuver in PBS lber Nadt bei
4°C blockiert undvor der Verwendurg 3x10 Minuten in PBS unter starkem Schiitteln
bei Raumtemperatur gewaschen.

Kopdung des primaren Antikorpers
Eswurden die folgenden priméren Antikodrper verwendet:

» monoKonaler anti-CD13-Antikdrper, Klon LeuM7 (Bedon-Dickenson)

* monoKonaler anti-CD13-Antikérper, Klon WM15 (Crawley Down,
England)

e poyklonales anti-APN-Kaninchen-Antiserum 7B (U. Lendedkel, Magde-
burg; Immuniserung mit einem synthetischen Peptidfragment der
Zn-bindenden Region der APN und anschlief3ender Reinigung mittels
Protein A-Affinitatschromatographie)

Die priméaren Antikorper bzw. das Antiserum wurden 12000 in PBS mit 0,03%
Tween 20 (Roth) verdiinrt und de Nitrozell ulosemembran 90Minuten urter leichtem
Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde 3x10 Minuten in

PBS mit 0,03%6 Tween 20 urter starkem Schiitteln bel Raumtemperatur gewaschen.

Kopdung des £kundéen Antikorpers
Eswurden die folgenden sekundéren Antikorper verwendet:
* Ziege-anti-Maus-1gG (ZAM), konjugiert mit Alkalischer Phosphatase
(Sigma)
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» Ziegearni-KaninchenlgG (ZAK), konjugiet mit Alkalische Phosphatas
(Sigma)
Der ZAM-Antikorpe wurde 1500 und de ZAK-Antikdrpe 1:50 in PBES mit 0,03%
Tween20 verdunnt. D@ Inkubdion de Membran mit den Antikérperlésunge
erfolgte be Raumtemperatufir 45 Minuten. § schlosse sich dré Waschschrig
(siehe obern) an.

Nachwei sreaktion

Die Nachweisredlon erfolge be 37°C mit NBT (0,66mgml; Sigmg und BCIP
(0,165mg/ml; Sigmg in 10ml Reakionspdfer (0,1 M Tris/HCI; 0,21M Nad;
0,05M MgCly; pH9,5). Zur Beendigurg de Nachweiseakion wurce die Membra
15 Minutenmit Wasse und dannmit TE-Pufer (10mM Tris/HCl; 1 mM EDTA,;
pH 8,0) gepllt undim Anschlss getroknet.

3.4 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG

3.4.1 ERMITTLUNG DER PH-ABHANGIGKEIT DER ALA-PNA HYDROLYSIERENDEN

AKTIVITATE N

Die Mesaungen Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitaten deg zytosdischen
Alanyl-Aminopepidase wurde in dre Puffersystemeim pH-Bereich von 5,0 b§ 9,0
durchgefuhrt.
Phosphatpuffer mit Zusaz von 2mM DTT; pH-Bereich von 6,0 1si8,0.
50 mM Phosphatptfer: NaeHPOyY NaH,PQ, ; das Mischungsverhtinis wurdce von
Harris enhommen [50]
pH 6,0, 6,15 Taele von 0,5M Na,HPO, wurden mit 43,85 Téen von 0,5M
NaH,PO, gemischt und verdinnt..
pH 6,5 13,25 Tde won 0,5M Na,HPO, wurden mit 36,75 Téden von 0,5M
NaH,PO, gemisch und verdinnt.
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pH 7,0, 30,5 Teille von 0,5M NaHPO, wurden mit 19,5 Tellen von 0,5M
NaH,PO, gemischt undverdinrt.
pH 7,5 40,5 Teile von 0,5M NaHPO, wurden mit 9,5 Teilen von 0,5M
NaH,PO, gemischt undverdinrt.
pH 8,0, 47,35Teille von 0,5M NaHPO, wurden mit 2,65 Teilen von 0,5M
NaH,PO, gemischt undverdinnt.

50 mM Tris-HCI-Puffer mit Zusatz von 2nM DTT; pH-Bereich von 7,5bis 9,0

[71].

pH 7,5; 40,6 ml 0,1M HCI wurde 25 ml 0,2M Tris hinzugefigt und mit H,0
auf 100ml aufgefillt.
pH 8,0; 28,9ml 0,1M HCI wurde 25 ml 0,2M Tris hinzugefigt und mit H,0
auf 100ml aufgefullt.
pH 8,5; 15,0ml 0,1M HCI wurde 25 ml 0,2M Tris hinzugefigt und mit H,0
auf 100ml aufgefillt.
pH 9,0; 6,0 ml 0,IM HCI wurde 25 ml 0,2M Tris hinzugefugt und mit H,0
auf 100ml aufgefullt.

50 mM Citrat-Phosphat-Puffer mit Zusatz von 2nM DTT; pH-Bereich 5,0- 7,0

[71.

pH 5,0 48,5 Tele von 0,2M NaHPO, wurden mit 43,1 Teilen 0,1 M
Citronensaure gemischt undverdinrt.
pH 5,5 56,9 Telle von 0,2M NaHPO, wurden mit 43,1 Teilen 0,1 M
Citronensdure gemischt undverdinrt.
pH 6,0, 63,2 Tele von 0,2M NaHPO, wurden mit 43,1 Teilen 0,1 M
Citronensdure gemischt undverdinrt.
pH 6,5 71,0 Telle von 0,2M NaHPO, wurden mit 43,1 Teilen 0,1 M
Citronensdure gemischt undverdinrt.
pH 7,60 82,4 Tele von 0,2M NaHPO, wurden mit 43,1 Teilen 0,1 M
Citronensdure gemischt undverdinrt.
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3.4.2 UNTERSUCHUNG DER STABILITAT UND DER HALTBARKEIT

Der Einflussvon 2mM DTT auf die Stabilit at der Aminopeptidase-Aktivitdt wurde
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 4°C untersucht. Als Kontrolle dienten
Proben ohre DTT-Zusatz. Nach Ablauf der Re&ktionszeit erfolgte éne Bestimmung
der Ala-pNA-hydrolysierenden Aktivitét (vgl. 3.4.3.

Das gereinigte Enzym wurde in 50mM Phosphatpuffer (pH 6,5 mit 2mM DTT bei
—70°C; —20°C und £C, mit und ohre Zusatz von 20/ Glyzerol aufbewahrt. Nach 7
bzw. 26 Tagen erfolgte @ne Bestimmung der Enzymaktivitéten (vgl. 3.4.3).

3.4.3 MESSUNGVON ENZYMAKTIVITATEN

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der Aminopeptidase efolgte anhand
der hydrolytischen Spaltung des chromogenen Substrates Ala-pNA (Sigma). Dabei
wurde @éne Endpunkmesaung des freigesetzten p-Nitroanilins bei 390nm (molarer
Extinktionskoeffizient 11,5<10° cm?mol™) am Spektrophdometer Spekol 21 (Carl
Zeiss Jena, Kivettenstérke 1 cm) vorgenommen. Zu jeweils 100pul Probe in 50mM
Phosphatpuffer (50 mM MOPSNaOH, zytosolische Fraktion in 10mM HEPES-
Puffer) mit Zusatz von 2mM DTT, wurden 100pl einer 5 mM Alanyl-p-Nitroanili d-
Losung in 50mM Phaosphatpuffer gegeben. 100ul des erhaltenen Redktionsansatzes
wurden for 30 ks 120 Minuten bei 37°C unter leichtem Schitteln (Thermomixer
5436, Eppendaf) inkubiert, wonach de Reation duch Zugabe von 400ul 1 M
Acdatpuffer (pH 4.2) beendet wurde. Entsprechend wurde die sportane Hydrolyse
des Ala-pNA in 50mM Phosphatpuffer in der jeweiligen Redtionszeit bestimmt.
Nadh einer funfmindtigen Zentrifugation (6000xg, Raumtemperatur, Biofuge 13,
Heraeus) wurde die Extinktion des Uberstandes bei 390nm gemessen. Die
Extinktionsdifferenz AE wurde durch Subtraktion des nach 0 Minuten Re&ktionszeit
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erhaltenen Extinktionswertes AE; vom Extinktionswert AE; nach 30120 Minuten
Inkubketion errechnet. Die Aminopeptidase-Aktivitét A nach der folgenden Formel
berechnet:

_ AELV
s @y

A = Aminopeptidase-Aktivitét [kat/ml]

V = Ansatzvolumen [ml]

AE = Extinktionsdifferenz

t = Re&ktionszeit [9]

v = Probenvolumen [ml]

d = Schichtdicke der Kuvette [cm]

& = molarer Extinktionskoeffizient des p-Nitroanili ns [cm%mol]

Neben Ala-pNA wurde H-Met-pNA (Badiem), L-Leu-pNA (Sigma), L-Arg-pNA
(Sigma), L-Pro-pNA (Sigma) und Gly-pNA (Sigma) mit einer Konzentration von
jewells 2,5mM eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte analog wie fur Ala-pNA.

3.4.4 BESTIMMUNG DER EFFEK TORENWIRKUNG AUF DIE AMINOPEPTIDASE-

AKTIVITAT

Zur Charakterisierung der Aminopeptidase-Aktivitdt im Zytosol der H9-Zellen
wurden Aminopeptidasen-Eff ektoren in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt:
Aminopeptidase-Inhibitoren: RB 3014 (bereitgestellt von B.P.Roques, Paris),
Phebestin (Serva), Puromycin (Serva), Actinonn (Serva), Probestin (bereitgestellt
von T.Aoyagi, Tokio), Bestatin (Serva), PAQ 22 (bereitgestellt von Y. Hashimoto,
Tokio): von 1 M bis1 mM;

EDTA (Merck): von 0,JuM bis1 mM;
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o-Phenanthrolin (Sigma): von 1uM bis 10 mM;

lodacetamid (IAA, Sigma) von 0,1uM bis 0,1 M; fir diese Untersuchung wurde
ZAAP ohne Zusatz von Thiolreagentien isoliert undin PBS Ruffer pH 8,0 (siehe 3.1)
umgepuffert.

DTT (Roth): von 1 bs 50 mM; fir diese Untersuchung wurde zZAA P ohre Zusatz von
Thiolreggentien isoliert.

Kationen: 0,1 mM und ImM;

Chloridionen: von 0,05 lbs 1 mM.

Alle Effektoren wurden mit der jewelli gen Probe bei 37°C 15 Minuten vorinkuhiert
und anschli efend wurde die Aminopeptidase-Aktivitédt bestimmt (vgl.3.4.3.

Als Kortrolle diente zZAAP aus der T-Z€lllinie H9 (bzw. APN aus humaner Niere,
bereitgestellt von T. Kéhne, Magdeburg) ohne Zusatz von Effektoren, deren Aktivitat
als 100% angenommen wurde.

Die verwendeten Puffersysteme: 50 mM Phosphatpuffer, 2 mM Zusatz von DTT, pH
6,5 50mM MOPSNaOH, 2mM Zusatz vonDTT, pH 6,5, PBS, pH 8,0.

3.4.5 METHODEN ZUR ERMITTLUNG DER ENZYMKINETISCHEN KONSTANTEN

Unter definierten Reektionsbedingungen sind de Gréfien Ky, undV o der Michadis-
Menten-Kinetik charakteristische Konstanten fur das jeweilige Enzym. K, ist ein
MaR fur die Substrataffinitét desjeweili gen Enzyms undV .« bezeichnet die maximal
maogliche Re&ktionsgeschwindigkeit. Zur experimentellen Bestimmung dieser
Konstanten wurden Mesaungen der Reaktionsgeschwindigkeit der enzymkatalysierten
Re&ktion in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration duchgefthrt. Fir diese
Untersuchung wurden urterschiedliche Konzentrationsbereiche bendtigt. Ala-pNA
wurden im Bereich von 0,0251,50mM und Met-pNA im Bereich von 0,002 bs
0,4mM im Re&tionsgemisch eingesetzt. Arginin-pNA und Leucin-pNA musgen in
niedrigeren  Substratkonzentrationen von 0,0040,2mM  (Arg-pNA)  bzw.



MATERIAL UND METHODEN 39

0,0020,06mM (Leu-pNA) untersucht werden, da der Séttigungsbereich schneller
erreicht wurde.

Zur Mesaung wurden 0,9ml des gereinigten Enzyms (0,56 g pro Ansatz) zunachst 2
Minuten bei 37°C prankubert und anschliefend 0,1ml des entsprechenden
Substrates in der jeweili gen Konzentration zugesetzt. Innerhalb von 5Minuten wurde
der Umsatz des Substrates bei 37°C mit Hilfe enes Spektrophdometers (Cary 100,
Varian) ermittelt. Die Berechnurg der Enzymaktivitéten erfolgte mittels des molaren
Extinktionskoeffizienten € des para-Nitroanili ns, der bei einer Well enlange von 390
nm 11,5x10° cm®mol ™ betragt.

Zur Ermittlung der MichadisMenten-Konstante (K,) und dr maximaen
Reaktionsgeschwindigkeit (Vma) Wurde die graphische Methode nach Lineweaver-

Burk verwendet, der eine Lineaisierung der Michadis-Menten-Gleichung zugrunde
li egt.

Michadis-Menten-Gleichurg:

\/ = Vmax [ﬂS]
Ko+ [S]

= die Geschwindigkeit einer Enzymregktion
Vmax = die maximale Geschwindigkeit der Reaktion bei hohen
Substratkonzentrationen
Km= Michadis-Menten Konstante
Substratkonzentration

0
I

Durch Umformung der Michadis-Menten-Gleichurg in ihre reziproke Form entsteht

die Gleichurg:

1_K 1 1

m

- = [ i —
V Vmax S] Vmax

Das Auftragen der reziproken Reaktionsgeschwindigkeit (1/V) gegen den reziproken
Wert der Substratkonzentration (1/[S]) ergibt eine Gerade, die der allgemeinen Form
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y = ax+b gehorcht, wobei a die Steigung und b @n Schnittpunkt mit der Ordinate
ausdruickt.
Dabei ist:
1 1 K, __.. 1 _
vzy;[gj:x; v =a; E_b

Daraus ergibt sich fir Ky, undV may:
1 =Vmax und E = Km

b b

Die Maximalgeschwindigkeit geteilt durch de Enzymkonzentration [Eo] ergibt die
Katalysekonstante [130.

3.4.6 ANALYSEDER SPALTUNG VON PEPITDEN MIT HILFE DER

KAPILLARELEKTROPHORESE (CE)

Eingesetzte Peptide: MK-Bradykinin (Badhem), Tuftsn (Badem), CCK(3-8)
(Bachem), GRP(14-27) (Bachem). Das humane Interleukin-2 (IL-2), Met-Inter-
leukin-2 (Met-1L-2), HIV-1 Tat (1-9) und dis Peptidfragment Val-Lys-Pro-Phe-Tyr
wurden von J.Faust undK.Neubert (Hall €) synthetisiert.

Der Re&tionsansatz bestand aus 3ul (60 pkat pro Ansatz) gereinigter
Aminopeptidase aus der H9-Zellli nie und 2l einer Losung (1 mM) des jeweili gen
Substrates. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bel 37°C. Parallel dazu wurden
Kontroll proben ohre das Enzym angesetzt. Die Re&tion wurde durch Zugabe von
2 ul 30 mM Phaospharsaure mit internem Standard (500uM His) gestopp, die Proben
4 min bei 14000<g zentrifugiert und der Uberstand vom Sediment getrennt. Der
Re&tionsansatz wurde dann mittels Kapill arelektrophaese (Biofocus, Bio-Rad)
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analysiert. Die Kapill are (24 cm Lange, 25mM Innenduchmesser, Bio-Rad) wurde
mit 0,1M Phosphatpuffer und mit lineaem Polymer (Bio-Rad) geflllt. Die
aufbereiteten Proben wurden urter Druck in de Kapillare injiziert und kei einer
elektrischen Spannurg von 14K/ getrennt. Die Absorption der Produkte wurde bei
200nm detektiert. Die entstandenen Produl-,Peaks’ wurden fir jedes Substrat
gegen de Kontrollprobe ausgewertet und as relative Werte dargestellt. Als
signifikant wurde @ne relative Spaltungsrate von tker 10% angenommen.

Die Kapill arelektrophaese nadch der Peptidspaltung wurde in Zusammenarbeit mit

S. Wrenger durchgeftihrt.

3.5 BESTIMMUNG DER MRNA-EXPRESSONIN T-ZELLEN

3.5.1 PRAPARATION MONONUKLEARER ZELLEN UND T-ZELL-ANREICHERUNG

Mononuked&e Zellen wurden duch Dichtegradienten-Zentrifugation aus
heparinisiertem Blut gesunder Spender erhalten [23]. Von desen Zellen erfolgte im
Anschlussdie Préparation peripherer T-Zellen mittels Nylon-Adhérenz-Technik [66].
Die Reinheit der Zellpopdation wurde durch eine FACS-Analyse verifiziert. Der
Antell der CD3-positiven Zellen sollte mehr als 92% der Gesamtzell zahl betragen.
Die angereicherten T-Zellen wurden in AIM-V-Medium (Gibco) supdementiert mit
10% (v/v) FCS (Gibco) und 601U Penicilli n/ml (Gibco), tber Nadcht bei 37°C, 9%
Luftfeuchtigkeit, 6% CO, in einem Sterikult 200 inkubiert (Forma Scientific) und

danach fir die jeweili gen Versuche e@ngesetzt.
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3.5.2 STIMULATION DER T-ZELLEN

Die T-Zel-Stimulantien wurden in den folgenden Endkoreentrationen im

Kulturmedium verwendet:

PMA (Sigma) 10ng/ml
PHA-L (Roche Diagnostics) 1 pg/mi
PWM (Serva) 2 pg/ml

Die Stimulation wurde sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit der
folgenden APN-Inhibitoren durchgefiihrt:

Actinonn (Serva) 10 uM

Leuhistin (Sigma) 10 uM

RB 3014 (bereitgestellt von B.R.Roques, Paris) 0,1uM.

Jeweils 10x10° Zellen/well (3x10° Zellen/ml Medium) wurden in Zell kultur-Platten
(Nunc) 24 Stunden bei 37°C, 97 relativer Luftfeuchte und 8% (V/V) CO; in einem
Sterikult 200 (Forma Scientifc) inkubiert.

Die quantitative Bestimmung der IL-2-mRNA-Gehalte (vgl. 3.5.5 von ruhenden und
aktivierten T-Lymphazyten dente der Kontrolle der T-Zell-Aktivierung. In allen
Experimenten Ukerstiegen de IL-2-mRNA-Gehalte 24 Stunden nach Aktivierung die
der ruhenden Zellen um mindestens das 10C0fache.

3.5.3 RNA-ISOLATION

Die Praparation totaler RNA aus Zéellli nien erfolgte unter Verwendurg des RNeasy-
Mini-Kits der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden 2x10’
Zellen eingesetzt, die nach der Ernte mindestens einmal in PBS gewaschen wurden.
Die ehdtene RNA wurde mit DNase fur 15 Minuten bei 37°C inkubert und
anschlief3end einer erneuten Reinigung mit Hilfe der RNesy-Zentrifugationssaulen
unterzogen. Die Quantifizierung der erhaltenen DNA-freien totalen RNA erfolgte
spektrophdometrisch am GeneQuant (Pharmada). Der Quatient aus der OD,go und
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OD,go War bel alen RNA-Préparationen zwischen 1,8 und 2,05Die RNA wurde bis
zur weiteren Verwendurg bei —70°C gelagert.

3.5.4 REVERSE TRANSKRIPTION

Fur die nachfolgende enzymatische Amplifikation (RT-PCR) wurden 1 g DNA-freie
totale RNA mit Hilfe von AMV Reverser Transkriptase und randam-hexameren
OligonuKleatiden in Erststrang-cDNA umgeschrieben.

Ein typischer Re&ktionsansatz bestand aus folgenden Komporenten:

1 ug RNA

2 ul randam-hexamere Oligonuleotide (0,5 pg/ul, Roche Diagnastics)
1 pl RNase-Inhibitor aus humaner Plazenta (40 U/ul, Ambion)

2 Ul AMYV reverse Transkriptase (15 U/ul, Stratagene)

2 Ul dNTP (je25mM, InViTeo

4 ul 5x Reaktionspuffer (Stratagene)

Milli Q-Wasser ad 20l

Alle Komporenten wurden zunadst 45 Minuten bei 42°C inkuhiert. Anschlief3end
wurde die RNA-Re&tionsmischung fur 5 Minuten auf 95°C erhitzt und dann auf Eis
gestellt. Die Erststrang-cDNA wurde bis zur Verwendurg in der PCR bei —20°C

gelagert.

3.5.5 QuANTITATIVE RT-PCR

Zur quantitativen Bestimmung der Kopienzahl spezifischer mRNA mittels RT-PCR
wurde der Lightcycler LC24 (Idaho Tedhndogy) verwendet. Der Lightcycler erlaubt
die direkte Quantifizierung von PCR-Produkten sowie der fur die PCR verwendeten
Ausgangsmengen von ,template*-cDNA. Dabei wird Uber die periodische
Bestimmung der Huoreszenzintensitét des dsDNA-spezifischen Farbstoffes
SYBRO Green der Zuwadhs an PCR-Produkt in Abhéngigkeit von der Zeit 35 PCR-
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Zyklen gemessn. Durch de zugehdrige Software wird rnadfolgend de
Ausgangsmenge template-mRNA*" kalkuliert. Die PCR wurde in verschlief3baren
Glaskapillaren (Idaho Tedhndogy) und in einem Reé&ktionsvolumen von 10pl
durchgefihrt.
Ein typischer Re&ktionsansatz hatte die folgende Zusammensetzung:
1 pl cDNA
1 pl 2mM dNTP (MBI Fermentas)
1 pl INViTaq (0,4 units, Invitrogen)
1 pl 10xRe&ktionspuffer (10 mM MgCl,, Idaho Techndogy)
0,3 ul SYBRO Green | (1:1000
1 pl Primer* (je 5 uM) (BioTeZz)
Milli Q-Wasser ad 10pl.
* Primer:

ZAAP: forward 5- AGGTGCGCTATGCTGCTGTA

reverse 5- TTGCGTTAGAGGTTGCTGCT und

fur die Kontroll e der T-Zell-Aktivierung:

IL-2: forward 5-ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTT

reverse 5- GTCAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC

Das Amplifikationsprotokall setzte sich aus folgenden Teil programmen zusammen:

Anfangsdenaturierung 95°C; 2 Minuten

35 Zyklen:
Primerhybridisierung 60°C ; 30 Sekunden
Primerverlangerung 72°C; 30 Sekunden
Denaturierung 95°C; 30 Sekunden

Finale Verlangerung:
Primerhybridisierung 60°C ; 30 Sekuncen
Primerverlangerung 72°C; 5 Minuten

Schmelzkurve Anstieg von 72°C auf 95°C, 5 Minuten;

kontinuierliche Messung der Fluoreszenz
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Die Auswertung verschiedener Stimul ationsexperimente erfolgte durch den Vergleich
der mRNA-Gehalte mit Hilfe des Anova-Testes, wobei ein p-Wert von <0,05 als
statistisch signifikant angesehen wurde.






4 ERGEBNISSE

4.1 |SOLATION UND IDENTIFIKATION EINER AMINOPEPTIDASE AUS DER
T-ZELLLINIE H9

Die Isolierung der unbekannten zytosolischen Aminopeptidase mit Ala-pNA
hydrolisierender Aktivitédt aus der T-Zelli nine H9 erfolgte chromatographisch in drei
Schritten urter Nutzung eines FPLC-System. Diese Schritte waren im Einzelnen:
Gelchromatographie Uber Sepharose 6B, lonenaustausch-Chromatographie tber
Hydroxylapatit und Uker einen starken Anionenaustauscher (Mono Q).

4.1.1 GELCHROMATOGRAPHIE MIT SEPHAROSE 6B.

Die gewonrene zytosolische Fraktion von 0,8%10° H9-Zellen wurde in der
Gelfiltrationschromatographie Uber Sepharose 6B aufgrund ihrer Proteingréfle
aufgetrennt. Das Elutionsprofii  mit  den koresponderenden  Ala-pNA-
hydrolysierenden Aktivitdten zeigte (Abhildung 2), dassdas gesuchte Protein sich in
einer heterogenen Proteingruppe befindet. In desem Reinigungs<chritt wurde das
Enzym um den Faktor 1,6 mit einer 54%igen Aktivitétsausbeute angereichert (siehe
Tabele 3).
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Abbildung 2: Diagramm der chromatographischen Trennurg der Alanyl-
Aminopeptidase aus der T-Zellli nie H9 mittels Sepharose 6B.
Eswurde der Verlauf der AlapNA-hydrolysierenden Aktivitét in den

Fraktionen zusammen mit dem Verlauf der Proteinkorzentration dargestellt.

4.1.2 HYDROXYLAPATIT-CHROMATOGRAPHIE

Die unterschiedliche Adsorptionsfahigkeit zytosolischer Proteine an Hydroxylapatit
wurde genutzt, um das Ala-pNA-hydrolysierende Enzym weiter zu reinigen. Die in
den Fraktionen gemessenen Ala-pNA-hydrolysierenden Aktivitéten wurden in das
Protein-Elutionsprofil integriert. In Abbildung 3 wurde das Beladumgs- und
Elutionsprofil dieses Schrittes dargestellt (fur Einzelheiten siehe 3.2.3. Wie in der
Abbildung ersichtlich ist, befanden sich die Fraktionen mit Ala-pNA-hydalysierender
Aktivitdt im Bereich von 23 s 27% des Elutionspuffers (entspricht 57,5 bs
67,5mM Phosphatpuffer).
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Es wurde @ne Anreicherung des Proteins um den Faktor 44,3 ei einer, bezogen auf
die Ausgangsmenge, 48nigen Aktivitdtsausbeute mit diesem Reinigungsschritt
erreicht (vgl. Tabele 3).
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Abbildung 3:  Profil der chromatographischen Trennurg mittels Hydroxylapatit.
Neben der Darstellung der Aktivitét des Enzymsin den Fraktionen, wurde
der Verlauf der Proteinkorzentration in Bezug zur ansteigenden
Konzentration des Phosphatpuffers dargestellt.
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4.1.3 |ONENAUSTAUSCHER MIT MONOQ

Die im vorherigen Schritt (4.1.2 teilgereinigten Proteine wurden an eine starke
Anionenaustauschermatrix (Mono Q) gebuncen undmit einer stufenweise steigenden
Konzentration von NaCl eluiert. Das Protein mit der Ala-pNA-hydrolysierenden
Aktivitdt konnte dabei vollstandig bel einer Salzkonzentration von 0,175M isoliert
werden (Abbildung 4). Durch desen Schritt wurde das Enzym um den Faktor 777
angereichert, bei einer Aktivitatsausbeute von 16,86 (Tabele 3).
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Abbildung 4: Darstellung des Verlaufes der chromatographische Trennurg der
Alanyl-Aminopeptidase aus der T-Zellli nie H9 mittels garkem

Anionaustauscher im Bezug zur NaCl-Konzentration.
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Das gesamte Reinigungs-Protokall fir das Ala-pNA-hydrolysierende Protein der
T-Zéellli nie H9 wurde mit den einzelnen Teil schritten und @n erzielten Ergebnisen
in der Tabelle 3 zusammengefasd.

Tabelle 3: Reinigungs-Protokall der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase aus
der 0,88Mrd H9 T-Zellen.

Spezifische
Protein Aktivitaét  Aktivitdtin  Ausbeute Anreicherungs-
Isolationschritt  inmg  in nkat nkat/mg in % faktor
zytosolische g4 o5 47 34 0,68 100 1
Fraktion
Sepharose 6 B 19,87 22,1 1,1 54 1,6
Hydroxylapatit 0,660 19,8 30 48 44,3

MonoQ 0,013 6,84 526 16,5 e
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Das gereinigte Enzym wurde mittels einer Polyaaylamid-Gelelektrophaese (PAGE)
dargestellt. Es wurde in einem 4-12 %igem Gel unter reduzierenden (Bahn 1) bzw.
unter nicht-reduzierenden (Bahn 2 Bedingungen als eine Proteinbande mit einem
Molekularmass von 101kDasichtbar (Abbildung 5).

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa

55 kDa

36 kDa
31 kDa
21 kDa
14 kDa

Abbildurg 5: Darstellung der gereinigten Aminopeptidase der T-Zéllli nie H9 mittels
SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophaese.
Nach Auftrennung @ Proteine in einem 4-12 %igem Polyaaylamidgel
wurden de Proteinbanden mit einer Coomasse-Farbungvisualisiert.
Bahn1=0,5pug des gereinigten Enzymsin Anwesenheit von 2ME;
Bahn 2 = 0,5 ug des gereinigten Enzymsin Abwesenheit von 2ME;
Bahn 3 = Proteinmarker (Mark 12, Novex).
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4.1.4 IDENTIFIKATION MITTELS MASSENSPEK TROSKOPIE

Die Bande des isolierten Proteins (vgl. Abbildung 5) wurde ausgeschnitten, im Gel
einer Trypsin-Verdauung unterzogen und de aus dieser Verdauurg resultierenden
Peptidfragmente unter Nutzung des MALDI-TOF-Massespektrometer analysiert. Es
wurden insgesamt 15-Peptidfragmente untersucht. Im Ergebnis konrnte eéne 100%ige
Identit&t des untersuchten Proteins mit der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase (EC
3.4.11.14 zAAP; Puromycin-sensitive Aminopeptidase; PSA) nadhgewiesen werden

(vgl. Abbildung 6).

1 MWLAAAAPSL ARRLLFLGPP PPRLLL VFS RSRRRLHSL  GLAAMPEKRP
51 FERLPADVSP  INYSLCLKPD LLDFTFEGKL EAAAQVRQAT  NQIVMNCADI
101 DIITASYAPE GDEEIHATGF NYQNEDEKVT  LSFPSTLQTG  TGTLKIDFVG
151 ELNDKMKGFY RSKY TTPSGE VRYAAVTQFE  ATDPRRAFPC  WDEPAIKATF
201 DISLVWPKDR  VALSNMNVID RKPYPDDENL VEVKFARTPV ~ MSTYLVAFWV
251 GEYDFVETRS KDGVCVRVYT  PVGKAEQGKF  ALEVAAKTLP  FYKDYFNVPY
301 PLPKIDLIAI ADFAAGAMEN  WGLVTYRETA  LLIDPKNSCS  SSRQWVALWV
351 GHELAHQWFG NLVTMEWWTH LWLNEGFASW  IEYLCVDHCF  PEYDIWTQFV
401 SADYTRAQEL  DALDNSHPIE VSVGHPSEVD EIFDAISY SK GASVIRMLHD
451 YIGDKDFKKG MNMYLTKFQQ  KNAATEDLWE  SLENASGKPI  AAVMNTWTKQ
501 MGFPLIYVEA  EQVEDDRLLR LSQKKFCAGG SYVGEDCPQW MVPITISTSE
551 DPNQAKLKIL ~ MDKPEMNVVL  KNVKPDQWVK  LNLGTVGFYR TQYSSAMLES
601 LLPGIRDLSL PPVDRLGLQN DLFS_ARAGI ISTVEVLKVM  EAFVNEPNYT
651 VWSDLSCNLG  ILSTLLSHTD FYEEIQEFVK DVFSPIGERL  GWDPKPGEGH
701 LDALLRGLVL GKLGKAGHKA  TLEEARRRFK DHVEGKQILS ~ ADLRSPVYLT
751 VLKHGDGTTL  DIMLKLHKQA DMQEEKNRIE RVLGATLLPD  LIQKVLTFAL
801 SEEVRPQDTV  SVIGGVAGGS KHGRKAAWKF  IKDNWEELYN  RYQGGFLISR
851 LIKLSVEGFA  VDKMAGEVKA  FFESHPAPSA ERTIQQCCEN  ILLNAAWLKR
901 DAESIHQYLL  QRKASPPTV

Abbildung 6: Aminosaure-Sequenz der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase
(EC 3.4.11.14 zAAP; Puromycin-sensitive Aminopeptidase; PSA).
Die identifizierten Peptid-Fragmente des aus der T-Z€llli nie H9 urtersuchten

Enzyms wurden rot hervorgehoben.
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4.2 CHARAKTERISIERUNG DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-
AMINOPEPTIDASE DER T-ZELLLINIE H9

4.2.1 BESTIMMUNG DER ABHANGIGKEIT DER ALA-PNA HYDROLY SIERENDEN

AKTIVITAT VOM PH-WERT

Die Untersuchungen wurden in drei Puffersystemen (Phosphatpuffer, TrissHCl und
Citrat-Phosphatpuffer) in einem pH-Bereich von 5,0 Ibs 9,0 duchgefuhrt (vgl. 3.4.3.
Die héchste Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitdt der zytosolischen Alanyl-Amino-

peptidase konrte bei einem pH-Wert von 6.5ermittelt werden.

120
100
80 -
60 -
40

20+

Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitat (%)

Abbildung 7:  Abhangigkeit der Ala-pNA-hydrolysierenden Aktivitét der gereinigten
zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase vom pH-Wert. (n=4,
MW+SD<10%)
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4.2.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR STABILITAT DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-

AMINOPEPTIDASE

Stabilisierende Wirkung von DTT.

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase (zAAP) bendtigte zum Erhalten der
enzymatischen Aktivitat die Anwesenheit von Thiolgruppen-Reagenzien. In urseren
Untersuchurgen (vgl. 3.4.3 hatte sich Dithiothreitol (DTT) in einer Konzentration
von 2mM (vgl.4.2.9 as ein wirksamer Stabili sator der zZAAP erwiesen (Abbildung
8).

—m— zAAP ohne DTT
—e— zAAP mit 2 mM DTT

300 4
250 o T

200 -

100 4 \
1 L]

50

Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitat (pkat/ml)

Stunden

Abbildung 8: Stabili sierende Wirkung von DTT auf die Ala-pNA-hydrolysierende
Aktivitét der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase.
Das gereinigte Enzym wurde Gber einen Zeitraum von 24Stunden mit und
ohre2mM DTT in 50mM Phaosphatpuffer (pH 6,5) bei 4°C aufbewahrt.
Anschlief?end wurde die Ala-pNA hydrolysierende Aktivitét bestimnt (siehe

3.4.3). Gezeagt wurde das Ergebnis eines von dei Versuchen.
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Bestimmung der Aufbewahrungsbedingungen

Die beste Aufbewahrungstemperatur lag bei —-70°C (siehe Tabelle 4). Die
Aktivitatsverluste der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase betrugen dabei innerhalb
eines Monats bis zu 17 % und konnen duch Zusatz von 20 % Glyzerol fast
vollstandig verhindert werden.

Deutliche Aktivitéatsverluste des gereinigten Enzyms konrten hingegen bei den
anderen urtersuchten Temperaturen festgestellt werden. Eine Aufbewahrung des
Enzyms bel —20°C bzw. 4°C verlangt immer einen 20%igen Glyzerol-Zusatz, um das
Enzym weitestgehend zu stabili sieren (Tabell e 4).

Tabelle 4: Einfluss von Temperatur und Zusatz von Glyzerol auf die Ala-pNA-

hydrolysierende Aktivitdt der gereinigten zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase.
Die gereinigte ZAAP wurde in 50 mM Phosphatpuffer, pH 6,5 mit 2 mM
DTT und mit 20 % Glyzerol-Zusatz (bzw. ohre Glyzerol) bei verschiedenen
Temperatur aufbewahrt. Nach 7 oder 26 Tage efolgte die Mesaung der Ala-
pPNA hydrolysierenden Aktivitét (siehe 3.4.3). Die gemessenen Aktivitéten
wurden mit den Aktivitdten der Kontrolle (Aktivitéten — Tag 0) verglichen.
Es wurden Mittelwerte und de Standardabweichungvon zwei unabhéngigen
Versuchen dargestellt.

Ala-pNA-hydrolysierende

Aufbewahrungs- Untersuchurngs- Aktivitét in %
Temperatur zeitraum Kontrolle  20% Glyzerol
-70°C 7 Tage 88+2 92+3
26 Tage 83t4 92+3
-20°C 7 Tage 78+3 85+5
26 Tage 435 74+6
4°C 7 Tage 43+4 73+4

26 Tage 395 64+2
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4.2.3 SUBSTRATSPEZIFITAT DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-AMINOPEPTIDASE UND

ENZYMKINETISCHE DATEN

Spezfitat gegenliber Aminoacyl-para-Nitroanilid (pNA)-Derivaten

Die zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase spaltet ein breites Spektrum von Substraten.
Von cen para-Nitroanili d-Derivaten wurden folgende Aminosauren (AS) effektiv
abgespalten (vgl. auch Tabelle 5):

* ASmit unverzweigter, ali phatischer Seitenkette (Alanin)

* ASmit verzweigter, aliphatischer Seitenkette (Leucin)

* ASmit einer Seitenkette, die en Schwefelatom enthélt (Methionin)

e oder ASmit einer Seitenkette, die @ne Aminogruppe enthdt (Arginin).

Tabelle5: Spaltungsfahigkeit von verschiedenen para-Nitroanili den duch de
zytosoli sche Aminopeptidase
Die verschiedenen Substrate wurden einheitli ch in einer Konzentration von
2.5mM eingesetzt. Die Bestimmung cer Aktivitét erfolgte wie unter 3.4.3

beschrieben.
Substrate Relative Spaltung (%) +SD (%)
Met-pNA 127 4
Ala-pNA 100 2
Arg-pNA 54 2
Leu-pNA 42 4
Pro-pNA 2
Gly-pNA 2

Bestimmung der kinetischen Konstante vaschiedener pNA-Derivate

Die an besten umgesetzten Substrate (vgl. Tabelle 5): Ala-pNA, Met-pNA, Leu-pNA
und Arg-pNA wurden ausgewdhlt, um deren Affinitét zur zZAAP zu bestimmen. Um fir

das jewellige Substrat eine Séttigung im Redktionsansatz zu erreichen, wurden
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unterschiedliche Substratskonzentrationen bendtigt. Fir jedes Substrat erfolgte die
Bestimmung der Abhadngigkeit zwischen Hydrolysegeschwindigkeit und Substrat-
konzentrationen (Abbildung 9 — 12). Aus den erhalteten Daten wurde die Michadis
Menten-Konstante und de maximale Geschwindigkeit mittels der graphischen Methode
nach Lineweaver-Burk ermittelt (Abbildung 9 - 12).

Tabelle 6: Kinetische Parameter der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase fur
N-Acylparanitroanili d-Derivate.

Km Kea Keat ! Km
Substrat (mM) (nkat/pg) (nkat/pg/mM)
Ala-pNA 0,21#0,02 0,180:0,044 0,83
Met-pNA 0,092:0,005 0,205-0,03 2,23
Arg-pNA 0,028:0,004 0,066t0,012 2,36
Leu-pNA 0,013t0,008 0,053:0,02 4,0

In Tabell e 6 wurden de gemessenen kinetischen Parameter der zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase zusammengefasg. Die Analyse der K-Werte egab, dassdas Enzym
die hiochste Affinitdt gegenuber dem Leu-pNA Substrat besal’. Die Affinitats-
reihenfolge stellte sich wie folgt dar: Leu >Arg >Met>Ala.

Der Quatient aus kez / Ky entspricht der Geschwindigkeitskonstante der Reektion des
freien Enzyms mit dem Substrat unter Bildung der Reaktionsprodukte und kann as
ein Mal} fur die Effizienz des Substratumsatzes durch ein Enzym gewertet werden
[130. Bezuglich dem k¢4 /Ky, — Quatient schien Leu-pNA das beste Substrat fir die
zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase zu sein (Tabell e 6). Dann folgten Arg-pNA und
Met-pNA. Ala-pNA stellte sich als das shledhteste Substrat der vier untersuchten
para-Nitroanili de dar.
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Abbildung 9: A: Abhéngigkeit der Re&ktionsgeschwindigkeit (V) von der
Konzentration des Ala-pNA-Substrats[S]. B: Graphische Ermittlung
des Km- undV ma-Wertes.

Das Substrat wurde in der Konzentration von 0,02 fis 1,50mM eingesetzt
(vgl. 3.4.5). Gezagt wird das Ergebnis einesvon del Versuchen. Der
Korrelations-Koeffizient R? betragt in diesem Fall 0,9800.
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Abbildung 10: A: Abhéngigkeit der Re&ktionsgeschwindigkeit (V) von cer
Konzentration des Met-pNA-Substrats [S]. B: Graphische Ermittlung
des Km- undV pa-Wertes.

Das Substrat wurde in der Konzentration von 0,002 s 0,40mM eingesetzt
(vgl. 3.4.5). Gezagt wird das Ergebnis einesvon del Versuchen. Der
Korrelations-Koeffizient R? betragt in diesem Fall 0,9944.
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Abbildurg 11:A: Abhangigkeit der Re&ktionsgeschwindigkeit (V) vo der
Konzentration des Arg-pNA-Substrats[S]. B: Graphische Ermittlung
des K- undV na-Wertes.

Das Substrat wurde in der Konzentration von 0,004 5 0,20mM eingesetzt
(vgl. 3.4.5). Gezegt wird das Ergebnis einesvon dei Versuchen. Der
Korrelations-Koeffizient R? betragt in diesem Fall 0,9949.
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Abbildung 120 A: Abhéngigkeit der Re&ktionsgeschwindigkeit (V) von der
Konzentration des Leu-pNA-Substrats[S]. B: Graphische Ermittlung
des Km- undV ma-Wertes.

Das Substrat wurde in der Konzentration von 0,001 b5 0,06 MM eingesetzt
(vgl.3.4.5). Gezegt wird das Ergebnis eines von zwei Versuchen. Der
Korrelations-Koeffizient R? betragt in diesem Fall 0,9902.
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Spaltungsfahigkeit von Peptiden

Die Spaltungsfahigkeit der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase wurde an adht
Peptiden urtersucht:

e Chdegystokinin (CCK 3-8)

e Bradykinin (MK-Bradykinin)

e Interleukin-2 (IL-2)

e Met-nterleukin-2 (Met-IL-2, 1-12)
e Gastrin-freisetzendes Peptid (GRP)
e Tuftsin

¢ HIV=Tat (1-9)-Peptid

e Peptidfragment VK PFY

Die meisten deser Peptidfragmente enthielten am N-Terminus ein Methionin.
Trotzdem wurden sie unterschiedlich gespaltet (vgl. Tabelle 7). Eine relativ gute
Spaltungsrate von 4686 konrte fur Met-Interleukin-2 (1-12) ermittelt werden.
Niedrigere Hydrolyseraten zeigten CCK (3-8) mit 17%, das Peptidfragment VK PFY
mit 18% und Tuftsin mit 16%. MK-Bradykinin, GRP (14-20), IL-2 (1-12) und ds
Tat (1-9)-Peptid wurden nicht hydrolysiert (Effizienz unter 10%), obwohl sich ein
Methionin am N-Terminus befand. Die Untersuchungen zeigten deutlich, dass die
zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase fahig ist, die von ihr bevorzugten Aminosduren
vom N-Terminus bestimmter Peptidfragmente zu spalten. Wie an den urter-
schiedli chen Spaltungsfrequenzen jedoch zu erkennen war, bednflusse die Belegung
der zweiten urd wahrscheinlich weiterer Aminosdurepasition vom N-Terminus des

Peptidfragmentes die Fahigkeit zur Hydrolyse entscheidend.
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Tabelle 7: Spaltungfrequenz unterschiedli cher Peptidfragmente durch de
zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase.
Die Peptide wurden mit einer Konzentration von 0,4mM eingesetzt und 30
min bei 37°C mit der gereinigten zZAAP inkubiert (sehe 3.4.6. Die
Bestimmung cer Hydrolyserate afolgte mittels Kapill ar-Elektrophaese
(CE). Eine efolgreiche Spaltungwird bei einer Hydrolyserate von mehr als

10% angenommen.
Anzahl  Spaltungin

Peptid Sequenz der AS %
Met-IL-2 (1-12) MAPTSSSKKTQL 13 46
VKPFY VKPFY 5 18
CCK (3-8) MGWMDF 6 17
Tuftsin TKPR 4 16
Tat (1-9) MDPVDPNIE 8
MK-Bradykinin MKRPPRGFSFR 11 3
GRP (14-27) MY PRGNHWAVGHLM 14 2
IL-2 (1-12) APTSSSKKTQL 12 2

4.2.4 EFFEKTOREN DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-AMINOPEPTIDASE

Einfluss des SH-aktiven Reagenzes.

Der Einflussvon DTT auf die Aktivitéat der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase ist
konzentrationsabhangig. In einem Konzentrationsbereich von 1-10mM DTT fand de
Aktivierung der zAAP aus H9-Zellen statt. Die zweifache Erhdhurg der Ala-pNA
hydrolysierenden Aktivitét wurde durch den Zusatz von 2 mM DTT erreicht. Die
Konzentrationen von 25mM oder 50 mM DTT hatten einen inhibitorischen Effekt
auf die Aktivitat der zZAAP (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13 Einflussdes SH-aktiven Reagenzes Dithiothreitol (DTT) auf die
Aktivitét der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase.
Gereinigte ZAAP im 50 mM Phosphatpuffer, pH 6,5 ohre Zusatz von
Thiolreagenzien wurde mit entsprechenden Korzentrationvon DTT 15
Minuten bei RT vorinkulert undim Anschlussdie Aktivitédt bestimmit
(siehe 3.4.3)(n=4,MW +SD <14 %).

Einfluss von | odacetamid.

Thiolabhéngige Proteasen kdnren duch Reagenzien, de mit freien Thiolgruppen
reagieren, inaktiviert werden. lodacegamid hildet mit Thiolgruppen des Cysteins die
Verbindurg S-Carboxy-Amidomethylcystein [4]. Die Bildung dieser Verbindurg
innerhalb eines Enzyms kann zu einer Inaktivierung fuhren. Daher wurde der Einfluss
von lodacdamid auf die Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitdt der zytosolischen
(zAAP) und der membransténdigen Alanyl-Aminopeptidase (APN) untersucht. Die
zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus der T-Zelllinie H9 hette sich in den
Untersuchurngen als eine Thiol-abhdngige Protease ewiesen, da deren enzymatische
Aktivitdt durch lodacdamid beanflusg werden konre. Der |Cso-Wert betrug dabel
97,5uM (Tabelle 8). Im Gegensatz dazu wurde die membranstandige Alanyl-
Aminopeptidase nicht vom Thiolreagenzien beanflusg (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich: lodacaamid-Einflussauf die Aktivitdt der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase (zZAAP) und der membranstandigen Alanyl-
Aminopeptidase (APN).

Gereinigte zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase aus H9-Zellen, bzw.
gereinigte APN aus humanen Nieren wurden in PBS (pH8,0) ohre Zusatz
von DTT 15 Minuten mit verschiedenen IAA -Konzentrationen bei 37°C
vorinkuhiert undim Anschlusswurde die Ala-pNA-hydrolysierende
Aktivitét bestimmt (siehe 3.4.3(n=3, MW+SD <7 %).

Einfluss Chelat-bildender Effektoren.

Fur die Untersuchung des Einflusses Chelat-bil dender Effektoren auf die Aktivitat
der zZAAP wurden EDTA und oPhenanthrolin verwendet. Beide Verbindurgen
erwiesen sich als Inhibitoren, wobei jedoch ein Unterschied in der Empfindii chkeit
der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase gegentiber diesen beiden Substanzen zu
verzeichnen wurde (vgl. Abbildungl5 und 1§. EDTA erwies sch als der effektivere
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Hemmstoff. Der berechnete I1Cso Wert fur diese Verbindurg betrug 9,0uM. Fir
o-Phenanthrolin wurde @n 1Cso Wert von 24uM bestimmt (vgl. Tabelle 8).
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Abbildung 15: EDTA-Einflussauf die Aktivitét der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase
Gereinigte zZAA P wurde mit den verschiedenen Konzentrationen von EDTA
15Minuten bei 37°C vorinkubiert. Die Mesaungen erfolgten im 50 mM
Phosphatpuffer, pH 6.5mit Zusatz von 2mM DTT. Im Anschlusswurde die
Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitét bestimmt (siehe 3.4.3.
(n=3, MW +SD <4 %))
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Abbildung 16: Einfluss von o-Phenanthrolin auf die Aktivitdt der zytosolischen
Alanyl-Aminopeptidase
Gereinigte ZAAP wurde mit den verschiedenen Konzentrationen von
o-Phenanthrolin 15Minuten bei 37°C vorinkuhkert. Die Messungen erfolgten
im 50 mM Phasphatpuffer, pH 6.5 mit Zusatz von 2mM DTT. Im Anschluss
wurde die AlapNA-hydrolysierende Aktivitat bestimnt (siehe 3.4.3 (n=3,
MW +SD <5%).

Einflussvon Aminopeptidase — Inhibitoren auf die Aktivitét der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase.

Zur weiteren Charakterisierung der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase wurden de
Aminopeptidase-Inhibitoren Actinorin, Bestatin, Probestin, Puromycin, RB3014 und
Phebestin verwendet. In Abbildung 17 ist der Einfluss der verschiedenen Amino-

peptidase-Inhibitoren auf die Aktivitédt der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase aus
der T-Zellli nie H9 dargestellt. Deutlich sind de Unterschiede in der Empfindi chkeit

des Enzyms gegentiber dem jeweiligen Inhibitor erkennbar. Als effektivste
Inhibitoren haben sich Phebestin (1C50=0,015uM), Probestin (IC50=0,016uM) und
RB3014 (1C50=0,025uM) erwiesen. Als weniger effektiv stellten sich hingegen de
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Aminopeptiadse-Inhibitoren Puromycin (IC55=3,1uM) und Bestatin (1C5¢=0,4QuM)
dar.
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Abbildung 17: Vergleich des Einflusses von urterschiedlichen Aminopeptidase-
Inhibitoren auf die Aktivitat der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase
aus H9-Zellen.

Gereinigte ZAA P wurde mit verschiedenen Inhibitoren 15Minuten bei 37°C
vorinkuhiert. Die Mesaungen erfolgten im 50 mM M OPS/NaOH Puffer,

pH 6.5mit Zusatz von 2mM DTT. Das Puff ersystem wurde gewecdhselt, um
einenVergleich mit pubizierten Daten betreffend der zZAA P zu ermégli chen
(n=3, MW £SD <6%).
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Einflussvon PAQ-22.

PAQ-22 ist ein nreuentwickelter, spezifischer Inhibitor der zytosolischen
Alanyl-Aminopeptidase, desen Einfluss auf die humane membranstandige
Alanyl-Aminopeptidase (APN) noch nicht untersucht wurde (personliche Mitteilung
von Y.Hashimoto, Tokio). Die zZAAP aus der T-Zédllinie H9 erwies sch sensitiv
gegenuber diesem Inhibitor (Abbildung 18). Der berechnete 1Cso-Wert fur diese
Re&tion ketrug 0,29 uM. Im Gegensatz dazu, Hieb die Aktivitdt der humanen,
membranstandigen Alanyl-Aminopeptidase unbeinflusg durch PAQ-22.
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Abbildung 18 Einflussvon PAQ-22 auf die Aktivitdten der zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase (zZAAP) und der membransténdigen
Alanyl-Aminopeptidase (APN).

Gereinigte ZAA P wurde mit den verschiedenen Konzentrationen von
PAQ-22 15Minuten bei 37°C vorinkukiert. Die Mesaungen erfolgten im 50
mM Phosphatpuffer, pH 6.5mit Zusatz von 2mM DTT. Im Anschluss
wurde die AlapNA-hydrolysierende Aktivitéat bestimmt (siehe 3.4.3 (n=3,
MW +SD <13 %).
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Zum Vergleich der Effektivitét der Inhibitoren sind deren ICso-Werte (die Inhibitor-
konzentrationen, de @ne 50%ige Hemmung bewirken) fir die zytosolische Alanyl-

Aminopeptidase in Tabell e 8 zusammengefasg.

Tabelle 8: |Cso-Werte der verwendeten Inhibitoren der zytosoli schen Alanyl-

Aminopeptidase.

Inhibitor |Cso-Wert
Phebestin 0,015uM
Probestin 0,016uM
RB 3014 0,025uM
Actinonn 0,075uM
PAQ-22 0,29uM

Bestatin 0,4puM

Puromycin 3,1uM

EDTA 9,0uM

o-Phenanthrolin 24 uM
IAA 97,5uM

4.2.5 EINFLUSSVON |ONEN AUF DIE AKTIVITAT DER ZYTOSOLISCHEN

ALANYL-AMINOPEPTIDASE

Einfluss von Kationen

Der Einfluss verschiedener Metallionen auf die Aktivitdt der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase wurde in zwei Konzentrationen von 1mM (Abbildung 19) und
0,21mM (Abbildung 20) untersucht. Eine deutliche Aktivierung der Ala-pNA-
hydrolysierenden Aktivitéten wurde nur durch Kobaltionen beobadtet, wobei die
Aktivierung konzentrationsabhéangig ist. Die Konzentration von 1 mM Kobaltionen
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bewirkte @énen Anstieg der Enzymaktivitdten um 50 % und de von 0,1mM Kobalt-
ionen um 130%.

Eine leichte aer signifikante Aktivierung der Enzymaktivitaten bewirkten Barium-,
Ammonium- und Strontiumionen in 0,1mM Konzentration.

Stark inhibitorisch wirkten Schwermetallionen wie Kupfer-, Zink-, Cadmium- und
Nickelionen auf die Aktivitdt der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase. Die voll-
stéandige Hemmung der Ala-pNA-hydrolysierenden Aktivitaten wurde durch Kupfer-,
Zink-, Cadmiumionen bei einer Konzentration von ImM erreicht. Nickelionen
bewirkten in der gleichen Konzentration einen Aktivitatsverlust von 7%%. Schwadc

hemmende Wirkung zeigten Calciumionen (1 mM).
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Abbildung 19: Einflussder Kationen (1 mM) auf die Aktivitét der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase.
Das gereinigte Enzym wurde mit verschiedenen Kationen in der
Konzentration von ImM 15 Minuten bei 37°C vorinkukiert. Die Messungen
erfolgtenin 50mM M OPS/NaOH, pH 6.5mit Zusatz von 2nM DTT. Die
Kontrolle (N) enthielt keinen Zusatz von Kationen. Angegeben sind
Mittelwerte + SD < 8% aus vier unabhéngigen Experimenten. *p<0,01im
Vergleich zur Kortrolle.
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Abbildung 20: Einflussder Kationen (0,1 mM) auf die Aktivitéat der zytosoli schen
Alanyl-Aminopeptidase.
Das gereinigte Enzym wurde mit verschiedenen Kationen in der
Konzentrationvon 0,ImM 15 Minuten bei 37°C vorinkubiert. Die
Mesaungen erfolgten in 50mM M OPS/NaOH, pH 6.5mit Zusatz von 2nmM
DTT. DieKontrolle (N) enthielt keinen Zusatz von Kationen. Angegeben
sind Mittelwerte £ SD < 7% aus vier unabhangigen Experimenten. *p<0,01,
#p<0,05im Vergleich zur Kontrolle.
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Einfluss von Chloridionen

Die Stimulierbarkeit durch Chloridoren ist zwar charakteristisch fur die Arginyl-
Aminopeptidase [18], jedoch wurde aich im Zytosol humaner Erythrozyten eine
zytosolische Alanyl-Aminopeptidase beschrieben [2], deren Aktivitdt mit Chlorid-
ionen stimuli erbar war. Daher wurde fir die zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase der
Einfluss von Chloridionen im Bereich von 0,05 Is 1,0M auf die Ala-pNA-
hydrolysierende Aktivitdt untersucht. Die dargestellten Ergebnise zeigen, dass
Chloridionen keinen Einfluss auf die Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitdt der
zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase haben (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einflussvon Chloridionen auf die Aktivitét der zytosoli schen Alanyl-
Aminopeptidase.
Gereinigte zZAA P wurde mit den verschiedenen Konzentrationen der
Chloridionen 15Minuten bei 37°C vorinkuhiert. Die Mesaungen erfolgten in
50 mM Phasphatpuffer, pH 6.5mit Zusatz von 2mM DTT. Im Anschluss
wurde die AlapNA-hydrolysierende Aktivitéat bestimmt (siehe 3.4.3 (n=3,
MW +SD <3 %).
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4.3 IMMUNREAKTIVITAT DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-
AMINOPEPTIDASE

Die Immunredktivitat der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase (zAA P) wurde unter

Anwendurg von dei verschiedenen Antikorpern gegen de membranstandige Alanyl-

Aminopeptidase (APN) getestet. Die zwei Antikorper 7B und WM 15 wiesen eine

Kreuzreaktivitét gegentiber der ZAAP auf (Abbildung 22). Der 7B-Antikorper wurde

mittels einer Immunisierung gegen de bekannte Struktur des katal ytischen Zentrums
KERVVTVIAHELAHOQ

der APN erhalten.

Da das katalytische Zentrum der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase

ROWVALVVGHELAHQ

zu desem Sequenzmotiv e€ine groRe Ahnlichkeit aufweist, ist die beobadtete

Kreuzreaktion erklarbar.

Der APN-Antikorper Leu M7 zeigte keine Kreuzreaktivitét gegentiber Strukturen der

zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase (Abbildurng 22).

1 2 3 4 5 6 7
zAAP APN zAAP APN zAAP APN PM
B |
Y 116 kDa
o [ — — 97 kDa
WM15 Leu M7 B

Abbildung 22 Immunre&ktivitét der beiden Alanyl-Aminopeptidasen (APN und
ZAAP) gegenliber APN-spezifischen Antikorpern.
0,5ug APN aus humaner Niere und 0,5ug zZAAP aus der humanen T-Zell -
linie H9 wurden urter nativen Bedingungen elektrophaetisch getrennt und
auf eine Nitrozdl ulose Membran transferiert. AnschlieRend wurde die Anti-
korper-Nachweisresktion duchgefiihrt (3.3.4. PM — Proteinmarker (Mark
12, Novex)
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4.4 AKTIVIERUNGSABHANGIGE EXPRESSON DER ZYTOSOLISCHEN
ALANY L-AMINOPEPTIDASE AUS HUMANEN LYMPHOZYTEN

4.4.1 STIMULATION HUMANER T-LYMPHOZYTEN UND EXPRESSON DER

ZYTOSOLISCHEN ALANYL-AMINOPEPTIDASE

Humane periphere T-Lymphazyten wurden Uber einen Zeitraum von 24Stunden ohre
Zusatz von Stimulatoren bzw. urter Zusatz einer der beiden Kombinationen aus
PHA/PMA oder PWM/PMA inkuhbert. Nach deser Zeit wurde die Expresson der
zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase auf der mRNA-Ebene durch Anwendurg der
quantitativen RT-PCR Tednik bestimmt. Unabhdngig vom verwendeten
Stimulationssgystem wurde én aktivierungsabhangiger Anstieg der zAAP-mRNA-
Gehalte beobadtet (PHA: 311,7+ 65 %; PWM: 278,6+ 14 % der unstimulierten
Kontrolle; p<0.01) (Abb.23.
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Abbildung 23: Aktivierungsabhéngige  Indukion der  mRNA-Gehalte  der
zytosolischen  Alanyl-Aminopeptidase in humanen T-Zellen.
Humane T-Lymphazyten wurden 24 Stunden in Anwesenheit von PHA mit



ERGEBNISSE 7

PMA bzw. PMA mit PWM oder in Abwesenheit von Stimulatoren
(Kortrolle) kultiviert (siehe 3.5). Die Bewertung der Induktiion cer
zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase afolgte aif der mRNA-Ebene mittels
RT-PCR-Technik. Angegeben sind de Mittelwerte +SD aus vier
unabhangigen Experimenten. *p<0,01

4.4.2 MODULATION DER MRNA-EXPRESSON DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-

AMINOPEPTIDASE DURCH AMINOPEPTIDASE-INHIBITOREN

Erfolgte die mitogene Aktivierung von humanen peripheren T-Lymphazyten mittels
PHA/PMA in Anwesenheit der Aminopeptidase-Inhibitoren Actinonin oder RB3014,
war nach 24 Stunden eine deutliche Verminderung der aktivierungsabhéngigen
Indukion der zAAP-mRNA-Gehalte nachweisbar. Die Bestimmung der zAAP-
MRNA-Gehalte afolgte dabel mittels quantitativer RT-PCR (Lightcycler LC24). Die
erhaltenen zAAP-mRNA-Gehalte betrugen im Vergleich zu PHA/PMA-aktivierten
Zellen fur Actinonin 59,7+ 5% (p=0,002 undfur RB3014 60,76 16 % (p= 0,00%).
Der durch Leuhistin hervorgerufene Effekt erreichte aufgrund erheblicher
Schwankurgen keine statistische Signifikanz (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einflussvon Aminopeptidase-Inhibitoren auf die Expresson der
zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase PHA/PMA-aktivierter humaner
T-Lymphazyten.

Humane T-Zellen wurden 24 Stunden mit PHA/PMA und den
entsprechenden Inhibitoren kutiviert und de mMRNA-Expresson urter
Anwendung @ PCR-Tednik bestimmt (siehe 3.5). Angegeben sind
Mittelwerte + SD aus vier unabhdngigen Experimenten. *p<0,01, # =nsim
Vergleich zur PHA/PMA-Kortrolle.

Andere Effekte auf die &tivierungsabhéngige Induktion der zZAAP-mRNA wurden
durch de Applikation von Aminopeptidase-Inhibitoren erreicht, wenn de T-Zell-
Aktivierung durch de Kombination von PMA und PWM erfolgte. Der Inhibitor RB
3014 ewirkte in desem System einen leichten, aber signifikanten Anstieg der zZAA P-
MRNA-Gehalte (133+ 17 % der PWM/PMA-aktivierten Zellen; p=0,009. Leuhistin
und Actinonn hatten dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die zZAAP-mRNA-
Gehalte PWM/PMA-stimulierter T-Lymphazyten (110+ 14, p=ns,; 108+ 12 %, p=ns)
(vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 25:

Regulation der zZAA P-mRNA-Expresson rach PMA/PWM
Stimulation undBehandung mit Inhibitoren.

Humane T-Zellen wurden 24 Stunden mit PMA/PWM und dcen
entsprechenden Inhibitoren kutiviert und de mMRNA-Expresson urter
Anwendung @& PCR-Tecdhnik bestimmt (siehe 3.5). Angegeben sind
Mittelwerte + SD aus drei unabhéngigen Experimenten.. *p<0,01 #p=n.s.im
Vergleich zur PMA/PWM-Kortrolle.
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5.1 BIOCHEMISCHER VERGLEICH DER IDENTIFIZIERTEN
ZYTOSOLISCHEN ALANY L-AMINOPEPTIDASE AUSDER T-ZELLLINIE
H9 MIT DENEN AUS ANDEREN GEWEBEN

In der vorliegenden Arbeit wurde e@ne zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus der
humanen T-Zelllinie H9 identifiziert und charakterisiert, die sich aufgrund ihrer
biochemischen Charakteristik von anderen, bekannten Aminopeptidasen urter-
scheidet. Fur die entsprechenden Untersuchungen wurde diese Aminopeptidase
zunachst mittels konventioneller, chromatographischer Methoden gereinigt und mit
Hilffe der Massenspektrometrie ds zytosolische  Alanyl-Aminopeptidase
(EC.3.4.11.14,zAAP, PSA) identifiziert.

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase gehért zur Peptidasen-Familie M1 und
enthdlt ein zinkbindendes Motiv HEXXH (X)gE, welches charakteristisch fur die
Gluzincin-Gruppe der Zink-Metalloproteasen ist. Zu deser Familie gehdren auch
Aminopeptidase A, Aminopeptidase N und de Leukotrien-A4-Hydrolase. Bisher
wurde die dMNA der zAAP aus humanem Gehirn [29,149 und von der Maus [2§]
kloniert und sequenziert. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz zeigt zwischen
den beiden Spezies eine 98 %ige ldentitét. Das humane zAA P-Gen setzt sich aus 23
Exonen und22 Intronen zusammen, befindet sich auf dem Chromosom 17 undist ca
40kbp grol3[149.

Die I6dliche Alanyl-Aminopeptidase wurde oft als ein jeweil s eigenstandiges Enzym
betrachtet und tragt daher unterschiedliche Namen wie Enkephalin-degradierende
Aminopeptidase [36,131], Neuropeptid-degradierende Aminopeptidase [10(Q],
Aminopeptidase Il [135,136, Thiol-Aminopeptidase [157], Puromycin-sensitive
Aminopeptidase [102,61,164 oder breitenspezifische Aminopeptidase [3].
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Im humanen System wurde die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus Gehirn

[10Q], Skelettmuskel [79,99, Niere [97], Augenlinse [134,139, Leber [164], Plazenta

[157], Erythrozyten [3,2,99 und wahrend der Fertigung der vorliegenden Arbeit aus

der lymphoHlastischen T-Zellline (MOLT-4 Zellen [75]) isoliert und hochemisch

charakterisiert. Mit Hilfe von spezifischem Antiserum wurde die zytosolische

Alanyl-Aminopeptidase in myelo-monazytéaren Zelllinie U937 [41] und cbr

Nasenschleimhaut [111] identifiziert. Die starkste Expresson der zZAAP wurden in

Gehirn, Herz und Skelettmuskel nachgewiesen [102. Die humane zAAP ist

hauptsachlich im Zytosol lokalisiert [61]. Eine Ausnahme bildet hierbei tierisches

Gehirngewebe, in dem eine membran-asoziierte Form der zytosolischen Alanyl-

Aminopeptidase beschrieben wurde [62,53,60,39,54,102,131

Die enzymatischen Eigenschaften der zZAAP in den olen erwdhnten humanen

Geweben urterscheiden sich. Barrett und Dando [18] haben folgende gemeinsame

Eigenschaften definiert:

» einzelne Polypeptid-K ette mit einer Molekularmasse von ca 100 KDa;

* maximale enzymatische Aktivité im pH-Bereich von 7,3 is 7,5

» sensitiv gegentiber Thiolreagenzien;

» sensitiv gegentiber Metall chelatoren;

» unikale Sensitivitdt gegenliber Puromycin in nanomolarer Konzentration;

e Hemmung durch Bestatin;

* maximale Aktivierung durch 0,5mM CaCl, undstarke Hemmung der Aktivitéten
durch Schwermetalli onen wie Kupferionen, Zinkionen

* eine breite Substrat-Spezifitat
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51.1 MONOMER-CHARAKTER DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-AMINOPEPTIDASE

Die humane dDNA ist 3747bp grof3, kodert 874 Aminosauren mit einer daraus
resultierenden theoretischen Molekularmasse von 99kDa [29,149. Bisher wurden
ZAAP mit folgenden Molekularmassen beschrieben:

* PlazentazAAP 95 kDg;
» Leber zAAP 98kDa;

e Augenlinsen ZAAP 100kDg;
* zAAPausder Zelllinie U937 100kDg;
»  Skelettmuskel zZAAP 102kDg;
* zAAPausder T-ZelllinieMOLT-4 102 kDg;
* Nieren zAAP 103kDsg;
* Gehirn zZAAP 105kDg;
» Erythrozyten zZAAP 110kDa;

Die mittels PAGE und Antikorper-Farbung ermittelte molekulare Mas<e der aus der
T-Z6llli nie HI isolierten zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase betrégt 101kDa. Da
das Enzym die gleiche dektrophaetische Mohilit & unter reduzierenden und ncht
reduzierenden Bedingungen zeigt, spricht dies fir einen monomeren Charakter. Diese
Werte fugen sich gut in de Charakteristik der bisher identifizierten zZAAP aus
anderen Geweben bzw. Zelllinien und ar vorhergesagten Molekilmasse an (vgl.
obige Aufzahlung).

5.1.2 ABHANGIGKEIT DER ZYTOSOLISCHEN AMINOPEPTIDASE-AKTIVITAT VOM PH-
WERT
Im generellen liegt die maximale Aktivitét der verschiedenen humanen zytosoli schen
Alanyl-Aminipeptidasen im pH-Bereich von 7,3 bis 7,5 [100,95,97,1644 Zu den
Ausnahmen gehort die ZAAP aus der Plazenta mit einem pH-Optimum von 8,0[157],
die ZAAP aus der Augenlinse mit einem Optimum von 6,0[135 und de von mir
isolierte ZAAP aus H9-Zellen, de ihre hichste Ala-pNA-hydrolysierende Aktivitat
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bei 6,5 het. Mit diesem pH-Optimum findet man eine weitere Aminopeptidase in
neutrophlen Granulozyten des Rinderblutes [11]. Fur zAAP in humanen
Erythrozyten konrte kein exakter Wert, sondern einen pH-Bereich von 6,0bis 7,0
bestimmt werden [3]. Die Unterschiede in den pH-Optima deuten mogli cherweise auf
eine gewebsyezifische Funktion der verschiedenen zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidasen hin.

5.1.3 ZYTOSOLISCHE ALANYL-AMINOPEPTIDASE ALS THIOLABHANGIGE PROTEASE

Thiolproteinasen sind Enzyme, derer Aktivitét an das Vorhandensein einer gewissen
Anzahl von freien Thiolgruppen gebunden ist. Diese Eigenschaft wurde fur die
humane zytosolische Alanyl-Aminopeptidasen mit verschiedenen Thiolgruppen-
Inhibitoren wie PCMB [95,157,163, PHMB [3,139, IAA [157 und PHMS [95,97
bestétigt. Die emittelten 1Cs-Werte fur die PHMS-Hemmung der Aminopeptidase-
Aktivitdt befanden sich im Bereich von 0,1 lbs 0,2mM [94]. Die Empfindlichkeit der
von mir isolierten zAAP gegentber freien Thiolgruppen wurde mit dem
Sulfhydrylinhibitor lodacdamid (IAA) untersucht, der mit der Thiolgruppe des
Cysteins S-Carboxyamidomethylcystein hildet [4]. Das entstandene Produkt wirkte
inhibitorisch auf die Aktivitdt der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase, wobei der
ermittelte |Cso-Wert der Hemmung 97,5uM betrtégt. Dieses Ergebnis zeigt, dal3 die
Empfindlichkeit der zZAAP aus T-Zellli nie H9 gegentber IAA hoher ist as die der
ZAAP aus Plazenta, mit einem ICsg-Wert von 1,25mM [157)].

Zum Vergleich wurde die Empfindichkeit der membransténdigen Alanyl-
Aminopeptidase (EC 3.4.11.2,APN) gegenuber lodacdamid urtersucht, die keine
Thiolproteinase ist. Erwartungsgemald konrte keine Hemmung der enzymatischen
Aktivitdt der APN festgestellt werden.

Angesichts dieser Eigenschaften ist der dringende Bedarf des Enzyms nadc
Anwesenheit von Thiol-Reagenzien wie Mercgptoethanad (2-ME) oder Dithiothreitol
(DTT), wahrend des Reinigungsverfahrens und der Untersuchung der biochemischen
Eigenschaften verstandich. Fir die meisten beschriebenen zAAP fehlen die Angaben
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Uber die genaue Auswirkung der Thiol-Reagenzien auf die Enzymaktivitét. Es wird
jedoch darauf hingewiesen, dass Thiol-Reagenzien eine stabilisierende Wirkung
austiben und aren Anwesenheit wahrend cer Isolation ndwendig ist [97,100,164.
Aus den vorliegenden Untersuchungen fir die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase
aus der T-Zellinie H9 folgt, dass die Thiolreagenzien de stabilisierende und
aktivierende Wirkung auf die Aktivitdt erzielten. Diese positive Wirkung der
Thioldoratoren ist dabei konzentrationsabhéngig undwurde nur im Bereich von 1 bs
10mM festgestellt. Die hochste Aktivierung der ZAAP aus T-Zéllli nie H9 findet bei
der Konzentration von 2mM DTT statt. HOhere Konzentrationen von DTT (z.B. 25
mM) wirkten hingegen inhibitorisch.

Die gleiche Auswirkung von Sulfhydrylreagenzien wurde fir zZAAP aus Plazenta
beschrieben [157], wobei 5 mM DTT einen 20fachen Anstieg der enzymatischen
Aktivitdt bewirkte. Der zweifache Anstieg der Enzymaktivitdt wurde fir die
zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus Schweine-Skelettmuskeln und Rattenleber
festgestellt [42,169.

Dagegen konrte keine &tivierende Wirkung durch Sulfhydrylreagenzien fur zAAP
aus humanen Erythrozyten [3] oder fir zZAA P aus Augenlinse [135 bestétigt werden.

5.1.4 Die zAAP AUSDER HUMANEN T-ZELLL INIE H9 IST EINE METALL OPROTEASE

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus der T-Zellinie H9 ist ene
Metalloprotesse. Die Hemmung der Aktivitdt der zAAP durch EDTA oder
o-Phenanthrolin weist darauf hin, dassdie metall bindende Regionim zAA P-Mol ekl
wichtig for die Regulation der Enzymaktivitéten ist. O-Phenanthrolin hemmt
vollstdndig ale humanen, zytosolischen Alanyl-Aminopeptidasen in  einer
Konzentration von 1mM [18]. Die ICso-Werte fur viele humane zAAP befinden sich
im Bereich von 0,23mM (Plazenta) [157] bis0,5mM (Niere, Skelettmuskel, Gehirn)
[97,95. Die zZAAP aus der T-Zé€llli nie H9 stellt sich mit dem 1Cso-Wert von 24 uM
10-fach empfindlicher gegeniiber o-Phenanthrolin dar.
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Die vollsténdge Hemmung der enzymatischen Aktivitdt der zytosolischen
Alanyl-Aminopeptidasen duch EDTA wird in einer Konzentration von 5 mM
erreicht [18]. Die meisten 1Cso-Werte liegen fur die humanen zAAP im Bereich von
0,5 bs1,0mM [97,95,100.

Die zAAP aus der T-Zelllinie H9 reagiert auf EDTA deutlich sensitiver, was ein
[Cso-Wert von 9,0uM fir diese Hemmung belegt. Noch empfindicher gegentiber
EDTA as die von mir isolierte zZAAP, zeigte sich eine zZAAP aus Erythrozyten
(ICso-Wert von 0,9uM; [3]).

5.1.5 EINFLUSSUNTERSCHIEDLICHER IONEN AUF DIE ENZYMATISCHE AKTIVITAT

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus den H9-Zellen ist durch Kobaltionen
stark aktivierbar. Eine leichte, signifikante Aktivierung wurde auch duch andere
bivalente Metallionen wie Strontium-, Barium- sowie durch Ammoniumionen nu in
der Konzentration von 0,1 mM festgestellt. Dieses Ergebnis entspricht dem der
zytosolischen Aminopeptidase ais humanen Erythrozyten [3,99 bzw. aus
neutrophlen Granulozyten des Rinderblutes [11]. Beide Proteasen konrten ebenfalls
nur durch Kobaltionen stark stimuliert werden. Im Gegensatz dazu wird de zZAAP
aus der Leber durch Kobaltionen sogar geghemmt[164].

Mit der fehlenden Stimulierung durch Calciumionen urterscheidet sich de
charakterisierte zZAAP von vielen anderen humanen zytosoli schen Aminopeptidasen.
So wird de zytosolische Alanyl-Aminopeptidase ais der Niere [97], dem
Skelettmuskel [95] und dem Gehirn [100 mit 0,5mM Calciumionen am hdchsten
aktiviert. Neben der starken Aktivierung durch Calciumionen wurde aich eine
Stimulierung der enzymatischen Aktivitédt dieser zZAA P durch Mangan-, Magnesium-
und Kobaltionen beschrieben. Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase aus der T-
Zellli nie H9 zeigt sogar bei einer Konzentrationvon 1mM Calciumionen eine leichte
Hemmung der Enzymaktivitét. Weiterhin ist die fehlende Aktivierung durch Mangan-
und Magnesiumionen ein gutes Mittel zur Abgrenzung von der zytosolisch
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lokalisierten Leucyl-Aminopeptidase [101]. Die zAAP der Augenlinse wurde an
erster Stelle durch Manganionen und @nn erst durch Kobaltionen stimuliert [135.
Schwermetallionen wie Kupfer-, Cadmium-, Zink- und Nickelionen in der
Konzentration von 1mM hemmen vollstandig die Enzymaktivitdten der zZAAP aus
H9-Zellen. Moglicherweise kann de hemmende Wirkung auf die Metall -katalysierte
Oxidation dcer freien SH-Gruppen als auch auf die Bildung von stabilen Komplexen
mit der Betelligung von SH-Gruppen zurlickgefirt werden [65]. Gleiche
inhibitorische Effekte durch Kupfer-, Cadmium-, Zinkionen wurden fir andere
humane Alanyl-Aminopeptidasen beschrieben [97,95,135,164,1Q0

Die Untersuchurng des Chloridionen-Einflusses auf die Enzymaktivitét diente vor
alem der Abgrenzung gegenlber anderen Aminopeptidasen, da die Ala-pNA-
hydrolysierende Aktivitét der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase aus der T-
Zellli nie H9 gegenliber diesen lonen unkednflusg bleibt. Dies unterscheidet sie von
der ,,Chlorid-aktivierbaren Alanyl-Aminopeptidase” [2] aus dem Zytosol der Erythro-
zyten, bei der eine maximale Aktivierung durch 0,2M Chloridionen festgestellt
wurde. Eine Aktivierung durch Chloridionen ist eine charakteristische Eigenschaft
der Arginyl-Aminopeptidase (EC 3.4.11.6,APB) [18,99.

5.1.6 SENSITIVITAT GEGENUBER PUROMYCIN.

Puromycin ist ein Inhibitor der Proteinsynthese, der den Vorgang des programmierten
Zelltodes — der Apopose - in verschiedenen Zelltypen indwziert [33,34. Zur
gemeinsamen Charakteristik der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidasen aus
verschiedenen Geweben und Zellen gehdrt ihre hohe Empfindichkeit gegentiber
Puromycin, was se von den anderen Aminopeptidasen unterscheidet [18]. Weit
verbreitet ist daher die Bezeichnurg ,, Puromycin-sensitive Aminopeptidase” (PSA).

Die humanen, zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidasen urterscheiden sich jedoch stark
in ihrer Empfindichkeit gegentiber dem charakteristischen Inhibitor — Puromycin.
Bisher wurden folgende ICso-Werte fur die Inhibierung durch Puromycin

beschrieben:
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» Leber zAAP 0,6uM [164
« ZzAAPaus MOLT-4-Zellen  0,4uM [75]
* PlazentazAAP 2,0uM [157]
» Erythrozyten zZAAP 2,5uM [3]
e Gehirn zZAAP 6,5uM [10q
* Nieren zZAAP 20,0uM  [97].

Der 1Cso-Wert der Inhibierung mit Puromycin betragt fir die zytosolische Alanyl-
Aminopeptidase aus den H9-Zellen 3,1uM und entspricht ungefdhr dem der zAAP
aus der Erythrozyten (vgl. obige Aufzéhlung). Mit dem ICso-Wert von 20uM ist die
ZAAP aus humaner Niere weniger sensitiv gegentiber Puromycin [97].

Zum Vergleich hat die membransténdige Alanyl-Aminopeptidase (EC 3.4.11.3 je
nach  Gewebeherkunft ICso-Werte gegeniber  Puromycin - von  50uM
(Samenflissgkeit; [59]) bis 90uM (neuronales Gewebe; [25]) und gilt als

Puromycin-insensitive Aminopeptidase.

5.1.7 SENSITIVITAT GEGENUBER AMINOPEPTIDASE-INHIBITOREN

Die Empfindichkeit gegenltiber dem wenig spezifischen Aminopeptidase-Inhibitor
Bestatin [132,143 gehort zur gemeinsamen Charakteristik der Aminopeptidasen
[147,148,18 Fur die verschiedenen humanen zytosoli schen Alany-Aminopeptidasen
sind de folgenden ICso-Werte beschrieben:

o Skelettmuskel ZAAP - 0,1uM [95]
e Gehirn/Nieren ZAAP - 0,2uM [97,10Q
* PlazentazAAP - 0,25uM [157]

*  Erythrozyten ZAAP - 1,0uM [3].
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Die in der vorliegenden Arbeit charakterisierte zytosolische Alanyl-Aminopeptidase
aus der T-Z€llli nie H9 stimmt hinsichtlich des ICso-Wertes von 0,4uM mit anderen
humanen zAAP gut Gberein.

Effektiver als Bestatin haben sich spezifische Inhibitoren der membransténdigen
Alanyl-Aminopeptidase (EC 3.4.11.2 wie Actinonn [151], Probestin [10,167,
Phebestin [104 und RB3014[26] erwiesen. Am effektivsten gegentiber der zytoso-
lischen Alanyl-Aminopeptidase stellten sich Phebestin (1Cse-Wert von 0,015uM),
Probestin (ICso-Wert von 0,016uM) und RB3014(1Cso-Wert von 0,025uM) dar. Die
beiden Aminopeptidasen APN und zAAP lasen sich daher nicht anhand ihrer
Empfindichkeit gegentiber diesen Inhibitoren urterscheiden. Dieses Resultat wirft
neue Fragen nach der spezifischen Selektivitdt dieser APN-Inhibitoren auf. Die
Anayse der Aminosduresequenzen der APN und der ZAAP, zeigt eine 40 %ige
Ahnlichkeit bei einer 33 %igen Identitét [149, die vor alem in drei konservierten
Bereichen auftritt. Beide Proteasen gehtren zur Familie der Gluzincin-
Metallopeptidasen. Um die APN und de zAAP in weiteren Untersuchungen
unterscheiden und @mit Aussagen zur biologischen Bedeutung treffen zu kénren, ist
die Entwicklung spezifischer Inhibitoren urebdingbar.

5.1.8 SENSITIVITAT GEGENUBER PAQ-22

PAQ-22 ist ein neuentwickelter, spezifischer Inhibitor der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase [68]. Der Inhibitor hemmt zZAAP auf nicht-kompetitive Weise [145
und kasiert auf einer Homophtalimi d-Struktur. Bisher wurde lediglich de Hemmung
der zZAAP aus MOLT-4 Zellen nachgewiesen (ICse- 3,84M.; [68]), wogegen neutrale
Aminopeptidasen wie APN (Schwein), LAP (Schwein), DPIV (Schwein), Trypsin
(Rind) und Chymotrypsin (Rind) durch PAQ-22 richt bednflufdt werden.

Die von mir untersuchte, zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase aus der T-Zelllinie H9
ist sensitiv gegeniiber PAQ-22. Der 1Cso-Wert fur diese Hemmung betrégt 0,29 uM.
Die membranstéandige Alanyl-Aminopeptidase (EC 3.4.11.2 aus humaner Niere ist
dagegen resistent gegentiber diesem Inhibitor. Damit ist ein Inhibitor verflgbar, der
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eine Unterscheidurng der beiden Alanyl-Aminopeptidasen in biologischen Systemen
ermdgli cht.

5.1.9 SUBSTRATSPEZIFITAT DER ISOLIERTEN ZYTOSOLISCHEN ALANYL-

AMINOPEPTIDASE

Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase ist as en Enzym mit breiter
Substratspezifitét bekannt [11,18,42,56,165 was auch durch eigene Untersuchungen
in der vorliegenden Arbeit belegt wurde. So konrte gezeigt werden, dassdie zZAAP
effektiv Alanin, Methionin, Arginin und Leucin vom N-Terminus der p-Nitro-
anili dderivate aspaten kann. Die Abspatung von Prolin undGlycin hat sich dabei
als wenig effektiv erwiesen. Diese Beobadhtung wurde aich von anderen Autoren
gemadit [11,49. Die Affinitét des Enzyms zum Substrat beschreibt in diesem
Zusammenhang die Michadis-Menten-Konstante (K,,). Basierend auf den ermittelten
Kn-Werten sieht die Substrat-Affinitdtsreihenfolge der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase aus der T-Z€llli nie H9 wie folgt aus: Leu- > Arg- > Met- > Ala-pNA.
Damit zeigt das Enzym die hochste Affinitdt zu Leucin und ncht, wie der Name
suggeriert, zu Alanin. Alanin-pNA wird jedoch in vitro schnell er hydrolysiert, wasim
hohem V. -Wert seinen Niederschlag findet. Die Situation, de mit hoher
Wahrscheinlichkeit in vivo vorkommt, wird duch den Quatienten von V /K, oder
Kea/Km Widergespiegelt [127]. Auf der Grundage dieser Bewertung wird das Leucin-
Derivate in vivo wahrscheinlich am besten umgesetzt, da e den héchsten
kKea/Km-Wert  erreichte.  Danach folgen Arginin- und Methionin-pNA. Die
Substratspezifitédt und de Kinetik-Konstanten der identifizierten zZAAP wurde mit
Hilfe von p-Nitroanili den (zAAP aus Plazenta, H9-Zellen), AMC (zAAP aus Leber,
Gehirn, Niere, Skelettmuskel) und B-Naphthylamiden urtersucht (zZAAP aus
Erythrozyten, U937-Zellen). Die K -Werte von zAAP' s aus verschiedenen Geweben
unterschieden sich trotz Verwendurg des gleichen Substrates (Alac<AMC) und bei
gleicher Methode betradhtlich. So wurden fir die zZAA P des humanen Skelettmuskels
ein K-Wert von 70uM [95], des humanen Gehirns ein K-Wert von 170uM [10Q
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und dr humanen Niere én K,-Wert von 200uM [97] bestimmt. Im Ansatz
vergleichbar mit dieser Arbeit ist die Bestimmung des Ala-pNA K -Werte fir die
ZAAP aus der humanen Plazenta mit 510uM [157]. Dieser Wert weicht auch
wesentlich von dem fir die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase der H9-Zellen
ermittelten K-Wert (217 uM) ab.

Festzustellen ist die generelle Tendenz, dass die zAAP die héchste Affinitat
gegentiber basischen undlangen, ali phatischen Aminosauren besitzt [11,42,13%. Die
Affinitatsreihenfolge fir Substrate zytosolischer Aminopeptidasen ist vergleichbar
mit Ergebnissen, die fur die ZAAP aus der T-Zé€llli nie H9 erhalten wurde:

ZAAP aus H9-Zellen Leu >Arg > Met > AlapNA;

ZAAP aus Leber Arg>Met > Leu>Lys> Phe > Ala AMC,
ZAAP aus Schwein Skelettmuskel ~ Leu=Arg>Lys > Met > Phe> Ala AMC;
ZAAP aus Erythrozyten Lys > Arg>Leu > Met > Phe > Tyr- 3-NA
ZAAP aus neutrophilen

Granulozyten des Rinderblutes Lys>Leu>Arg>Phe> Ala3-NA.

In der vorliegenden Arbeit wurden Peptid-Substrate, die meist ein Methionin am
N-Terminus hatten, hinsichtlich ihres Umsatzes durch de isolierte zZAA P untersucht.
Trotz der gleichen Aminoséure an der P1-Position, konrien Unterschiede festgestellt
werden. Dieser Befund legt nahe, dassdie Aminosdure an der zweiten Position der
Peptid-Substrate édenfalls ein Rolle spielt. Ob jedoch, wie in anderen Studien
vermutet, kurze diphatische [100] oder basische [11] Aminosduren die Spezifitét
erhéhen, konrte auch duch meine Untersuchungen nicht geklart werden. Die jeweil s
am besten ungesetzten Substrate entsprachen beiden Theorien. Andererseits konrte
in einigen Fallen nachgewiesen werden, dassein Prolin an der zweiter Position de
Stabilit & des Peptides erhoht. Ein typisches Beispiel dafir ist Bradykinin, welches
wie Substanz P nicht durch de zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase umgesetzt wird
[95,97,100.

Die Lange der Aminosaurekette soll ebenfall s eine wichtige Rolle spielen, da kurze

Peptide bevorzugt werden [42,44,56. Dieser limiti erende Einfluss kann angesichts
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der gewonrenen Ergebnise fur die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase der H9-
Zellen nicht bestédtigt werden. Die beste Hydrolyse wurde fir das mit 13
Aminosauren langste Substrat erzielt.

5.1.10 IMMUNREAKTIVITAT DER ZYTOSOLISCHEN ALANYL-AMINOPEPTIDASE

Obwohl spezifische zAAP-Antikorper existieren, kann eine Kreuzresktivitat mit
anderen Mitgliedern der Gluzincin Familie nicht voll standig ausgeschlossen werden.
Die eagenen Untersuchurmgen haben dabei eine Kreuzresktion monoKonaler
APN-Antikorper mit der isolierten zZAAP belegt. Beide Proteasen gehéren zur oben
erwdhnten Zinkpeptidasen-Familie. Murray und Mitarbeiter [103 zeigten eine
Reaktion spezifischer APN-Antikdrpern mit dem Zytosol von Jurkat-Zellen. Es
konrnte sich dabei um eine Bindurg der Antikoérper an de zytosolische Alanyl-
Aminopeptidase handeln. Diese Daten verdeutlichen, wie schwierig esist, die beiden
Aminopeptidasen zZAAP und APN aufgrund ihrer Re&tion mit spezifischen APN-
Antikorpern as auch der Inhibierbarkeit mit spezifischen APN-Inhibitoren,

voneinander zu urterscheiden.

Insgesamt zeigt die zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase aus der humanen T-Zéllli nie
H9 in ihrer Charakteristik quantitative wie aich qualitative Differenzen zu den hisher
beschriebenen zZAA P-Formen aus anderen Geweben. Die vorgestellten Unterschiede
in den biochemischen Eigenschaften konren als die natwendige Anpasaung an das
jewellige Gewebe interpretiert werden und gewebespezifische Modifikationen
représentieren. Die beschriebenen Differenzen in den biochemischen Daten
erschweren oft die Zuordnurg des Enzyms zu einer bekannten Protease. Dies wird
erst durch eine Isolation mit nachfolgender massenspektrometrischer Untersuchurg

maoglich.
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5.2 STIMULATIONSABHANGIGE EXPRESSON DER ZY TOSOLISCHEN
ALANY L-AMINOPEPTIDASE IN PERIPHEREN T-LYMPHOZYTEN

Nacdhdem das Vorkommen der zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidase in der T-Zéllli nie
H9 nadchgewiesen wurde, lag es nahe, die Expresson deses Enzymsin peripheren T-
Lymphazyten zu urtersuchen. Mit dieser Arbeit wird zum ersten Mal eine stimu-
lationsabhéngige Induktion der Expresson der mRNA der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase in peripheren T-Lymphazyten nachgewiesen. Sowohl PHA/PMA as
auch PMA/PWM bewirkten nach 24 Stunden einen drastischen Anstieg der
zAAP-mRNA-Menge. Die Stimuli erbarkeit der Expressonist ein deutlicher Hinweis
der Beteiligung der ZAAP an der T-Zell-Aktivierung.

Eine stimulationsabhéngige Indukion der Expresson von Aminopeptidasen im
Immunsystem wurde in verschiedenen Untersuchungen sowohl auf der Ebene der
Protein-Expresson als auch duch de Erh6hurg der enzymatischen Aktivitaten
dokumentiert [5,19,20,52,76,22,15

Eine signifikante Erhdhurg der Leu- und Ala-Aminopeptidase-Aktivitéten in intakten
Thymocyten konrte nach einer Concanavalin A-Stimulation beobadtet werden [19].
Auf der Oberflache von humanen Lymphazyten konrten Ala-pNa-hydrolysierende
Aktivitdten nach einer 72-stiindgen Inkubation mit Concanavalin A oder PHA
nachgewiesen werden [5]. Ein wesentliches Ergebnis unserer Arbeitsgruppe ist, dass
die mRNA-Expresson der Aminopeptidase N (APN EC 3.4.11.2 von mono
nukieden Zellen (MNZ) und T-Zellen mach Stimulation in vitro mit unter-
schiedlichsten Effektoren (z.B. Mitogenen, Interleukinen, Antigenen) erhoht ist
[82,87. Der Grad der Stimulation der Zellen ldse sich dabei mit spezifischen
Aminopeptidase-Inhibitoren verédndern. Eine hemmende Wirkung auf die Proli-
feration und de Expresson urterschiedlichster Gene (z.B. IL-2) konnte durch
spezifische APN-Inhibitoren wie z.B. Leuhistin, RB3014 odr Actinonn bewirkt
werden [9,80,81,83,84,87,166

Auch fur die zytosolisch lokalisierten Arginyl-Aminopeptidase [20] und Leucyl-
Aminopeptidase [74] konrte die stimulationsabhdngige Erhéhurg der enzymatischen
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Aktivitét nachgewissen werden, wobei die Stimulierung durch PWM nur eine leichte
Aktivierung der LAP ergab. Die in vitro erreichtete Induktion der zytosolischen
Aminopeptidasen konrte auch duch spezifische Inhibitoren reguliert werden. So
konrte die Expresson der Arginyl-Aminopeptidase durch den spezifischen Inhibitor
Arphamenin B herabreguliert werden [20]. Der Aminopeptidase-Inhibitor Bestatin
erzielte dagegen eine indwierende Wirkung in in vitro stimulierten Lymphazyten
[12§.

Diein deser Arbeit eingesetzten APN-Inhibitoren RB 3014 undActinonin, erzielten
in ihrer Wirkung auf die Expresson der zAAP abhdngig von der Stimulator-
kombination vollig unterschiedliche Resultate. So zeigten de Inhibitoren nu bei
PHA/PMA-stimulierten T-Zellen eine Hemmung der ZAAP-mRNA Expresson. Ein
vollig anderes Resultat wurde bei T-Zellen beobadhtet, die durch PWM/PMA
stimuliert wurden. Hier fuhrte die Behandiung mit dem spezifischen APN-Inhibitor
RB3014zu einer Indukion der Expresson der zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidase.
Actinonn undLeuhistin hatten hingegen keinen signifikanten Einflussauf die zZAAP-
Expresson. Eine Erklérung fur die hier festgestellten Unterschiede konrte in den
verschiedenen Stimulationsmechanismen bzw. Signaltransduktionswegen liegen, Gler
welche jewell s die Aktivierung der Zellen vermittelt wird.

Neben den in vitro Befunden konrte auch auf Lymphazyten aus der Synovia-
flusggkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis eine ehdhte Expresson der APN
nachgewiesen werden [76]. Insgesamt vermutet man daher, dass die Exopeptidasen
eine modierende Wirkung auf proliferative Prozese von Immunzellen besitzen
konrten. Die Bedeutung der zytosolisch lokalisierten Aminopeptidasen an desen

immund ogischen Prozesen ist zur Zeit noch nicht aufgeklért.
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5.3 FUNKTION DER ZAAP

Nadchdem die humane zZAAP as hauptsachlich zytosolisch lokalisiert beschrieben
wurde [39,43 , blieb de Funktion in vivo zunadst unkar. Ein Vorkommen im
Nukleus und an den Mikrotubdi des Spindelapparates mitotischer Zellen [28] flhrte
zu einer Diskusson Ulker die Beteiligung an der Zell-Zyklus-Regulation. Daneben
wird de zAAP as Kandidat des Enkephalin-Metabolismus im Gehirn betrachtet
[53,103. Weitere Studien wiesen dem Enzym eine eitscheidende Rolle in der
Inaktivierung verschiedener Neuropeptide wie Somatostatin, Chaegystokinin und
Dynorphin zu [6253,55,102,127,36 Bisher konnte jedoch kein Zusammenhang
zwischen den Mengen von zZAAP und der Lokali sation von Neuropeptiden gefunden
werden. In verschiedenen Gebieten von post mortem Gehirnen von Schizophrenie-
Patienten wurden signifikant niedrigere Mengen von zAAP im Vergleich zum
gesunden Gehirn festgestellt [63].

Mit der ,goku* Maus, in der das Gen der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase
mutiert ist, steht seit kurzer Zeit ein gutes Modell zur Untersuchurg der Rolle der
ZAAP invivo zur Verfugung [112). Die ,goku* Mause sind Keinwlchsig und zeigen
einige Abweichurgen vom normalen Verhalten bezlglich Schmerz- und Angst-
empfindlichkeit [112. Dieser Phanotyp wird dem Fehlen der zZAAP zugeschrieben.
Weitere Versuche zeigten, dass die weiblichen ,goku* Mause unfruchtbar sind
[113,114 und eine verzogerte Bildung des Corpus Luteum aufwiesen. Mannliche
goku* Méause sind kopuationsunfahig und weisen eine bedntraditigte Spermato-
genese auf. Diese Defizite laseen sich nicht mit der Verabreichung von Androgenen
wiederherstellen [114]. Im Zusammenhang mit der starken Expresson der zZAAP im
Gehirn und in den Sertoli-Zellen kann eine Beteiligung an den von Hormonen
vermittelten Signalwegen vermutet werden [114]. Andere Studien berichten von einer
Abhangigkeit der zZAAP-Aktivitat vom Ostrogengehalt [35], was diese Hypothese
unterstiitzen wirde. Der genaue Mecdhanismus bleibt all erdings ungekl art.

Neueste Daten zeigen, dassdie ZAAP innerhalb des Antigenprozesserungsweges fir
Liganden der MHC-Klas= | Molekile nach dem Proteasom als,, trimming peptidase”
fungieren kann [142. Die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase Ubernimmt dabei
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zusammen mit der Bleomycin-Hydrolase die endgultige N-Terminale Prozesserung
in einer redundanten Weise. Durch diese Redundanz ist eine dfizientere Generierung
von CTL-Epitopen mdglich, de e Viren und Tumorzellen erschwert, vom
Immunsystem nicht entdedt zu werden. Da neben desem Befund auch de
stimulationsabhéngige Induktion der Expresson der zytosolischen Alanyl-Amino-
peptidase fur eine Rolle der zZAAP in der Immunantwort spricht, ist die Frage
interessant, ob dhs Fehlen des Enzyms Auswirkungen auf das Immunsystem nach
sich zieht. Zur néhren Beschreibung wirden sich dann vorrangig ,, knockout* bzw.
»0OKU* Mause egnen.

Um weitere Funktionen der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase aufzudedken, ist
die Suche nach retirlichen Substraten und hahspezifischen Inhibitoren fur dieses
Enzym eine vordringliche Aufgabe. Vor kurzem wurde @n zAAP-Inhibitor, PIQ-22
(bzw. PAQ-22), entwickelt. PIQ-22 ocer PAQ-22 sind Phtalimid-Derivate, die das
Enzym auf nicht kompetetive Weise hemmen. Bisher wurde der Inhibitor gegentiber
der tierischen APN, LAP, DPIV, Trypsin und Chymotrypsin getestet und es konrne
keine Hemmung festgestellt werden. Die @genen Untersuchumgen bringen de
Bestdtigung fur die inhibitorische Wirkung von PAQ-22 auf die zZAAP aus der
T-Zelllinie H9 und zeigen gleichzeitig, dass auch de humane APN resistent
gegenuiber PAQ-22 ist. Weitere Untersuchurngen missen de exakte Spezifitéat
gegentiber der ZAAP noch belegen. Dieser Inhibitor kann de Tumor-Invasionin vitro
verhindern [145,75,68. Bisher wurde keine direkte Beteiligung der zZAAP an der
Tumor-Invasion urtersucht.

Auf der anderen Seite konrte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dassdie
bekannten APN-Inhibitoren auch auf die zAAP einen inhibitorischen und
regulatorischen Effekt erzielen konren. Dieses Ergebnis gellt einen therapeutisch
interessanten Aspekt dar, der weitergehender Erklérung bedarf.
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54 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSON

Im Zytosol der humanen T-Zelllinie H9 wurde @ne zytosolische Alanyl-
Aminopeptidase EC 3.4.11.14 molekular identifiziert und bochemisch charak-
terisiert. Dazu wurde das Enzym zunadst unter Nutzung der Methoden der FPLC-
Chromatographie gereinigt und dann mittels Massenspektrometrie (Maldi-TOF) der
ZAAP zugeordnet. Die biochemischen Eigenschaften der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase (zZAAP) aus H9-Zellen zeigten Gemeinsamkeiten aber auch Diffe-
renzen im Vergleich zu bisher bekannten zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidasen aus
anderen humanen Geweben. Allen zAAP-en gemeinsam ist die Eigenschaft der
Metallo- und Thiolpeptidase sowie a@ne breite Substratspezifitét. Sie sind sensitiv
gegenuiber dem Inhibitor Puromycin, wobei quantitative Unterschiede vorhanden
sind. Die wichtigsten Differenzen wurden in der Aktivierung durch Metalli onen und
im pH-Optimum der Enzymaktivitét festgestellt. Dies konrte auf eine Anpasaung der
zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase an de Funktion im jeweiligen Gewebe hin-
weisen. Die zytosolische Aminopeptidase ais humanen Erythrozyten weist die
héchste Ahnlichkeit mit der ZAAP aus der T-Zellli nie H9. Ein Vergleich der Eigen-
schaften der bisher beschriebenen humanen zZAAP swurde in Tabelle 9 zusammen-
gefasg.
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Tabelle 9:

Biochemische Eigenschaften der bisher aus humanen Geweben und

Zellen charakterisierten zytosoli schen Alanyl-Aminopeptidasen.

Humane zytosoli sche Alanyl-Aminopeptidasen (EC 3.4.11.14)

Eigenschaft

Molekularmasse
(kDa)

pH-Optimum

Substratspezifitz'a'tt*

KmWert
(Ala-Substrate)

Aktivierung mit
Metalli onen

Puromycin
(ICs-Wert)

Metall chel atoren

Thiol proteasen-

Inhibitoren

Bestatin

Skelett- Augen
H9-Zellen Gehirn Niere muskel Plazenta -linse
101 105 103 102 95 100
6,5 7,3 7,3 7,3 8,0 6,0
Ala-, Leu-, Phe-, Arg-, Lys-, Met-
217uM 170pM  200pM  70puM  510uM
(-pNA) (-AMC) (-AMC) (-AMC) (-pNA) n.v.
Mn++
Co™ ca™ ca™ ca™ n.v. Co™
31uM 65uM  20uM n.v. 2,0uM n.v.
Sensitiv
Sensitiv
Sensitiv

Ery-

thro-

Leber zyten

98 110
75 6,070

n.v. n.v.

n.v. Co™
0,6 uM  2,5uM

* Fir die Charakterisierungwurden Aminosaure-pNA, -AMC oder B-NA — Derivate genutzt.

n.v. — nicht vorhanden

Die hohe Sensitivitét der charakterisierten zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase
gegenlber Aminopeptidase N (APN)-Inhibitoren wie Phebestin, Probestin ocer
RB3014, lknn mit einer hohen Ahnlichkeit der katalytischen Motive beider
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Peptidasen erklart werden. Beide gehdren zur Zinkpeptidasenfamilie (Zinkine) mit
einem Zn-bindenden Motiv im aktiven Zentrum. Da auch einige APN-Antikorper
gegen die Struktur des aktiven Zentrums gerichtet sind, wurde @ne Kreuzreaktivitat
mit der zZAAP aus der T-Zelllinie H9 beobadtet. Dies betraf den monoKonaen
WM15-Antikorper as auch das 7B-Antiserum. Nicht betroffen war der Leu-M7
Antikorper, der direkt neben dem katalytischen Zentrum der APN bindet.

Auf der Inhibitorebene lasen sich beide Aminopeptidasen, zZAAP und APN, mit dem
Thiolpeptidasen-Inhibitor lodacdamid und @m neuentwickelten Inhibitor PAQ-22
sicher voneinander unterscheiden, da die Aminopeptiodase N gegentiber beiden
Inhibitoren resistent ist.

Die Expresson der zytosolischen Alanyl-Aminopeptidase in peripheren T-Zellen
konrte durch PHA/PMA und PWM/PMA indwziert werden. Diese &tivierungs
abhéngige Expresson wurde aif der mRNA-Ebene mit Hilfe der quantitativen
RT-PCR-Technik gemes®n. Das belegt eine Beteiligung der zytosolischen Alanyl-
Aminopeptidase an der Immunantwort. Die indwzierbare Aktivierung des Enzyms
konnte auch duch de Behandlung mit verschiedenen APN-Inhibitoren modifiziert
werden. Der Effekt der Wirkung war dabei abhéngig von den verwendeten Mitogen-

Kombinationen.
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