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Einleitung

1 Einleitung

Der menschliche Organismus ist in der Lage sich gegen Parasiten zur Wehr zu setzen,
zum Beispiel gegen Viren, Bakterien und Pilze. Diese befinden sich {iberall in unserer
Umgebung und konnen in unseren Korper eindringen und durch ihre Vermehrung zu
einer Infektion fiihren. Der menschliche Organismus besitzt unterschiedliche
Abwehrmechanismen, die als spezifisch oder unspezifisch bezeichnet werden. Deren
Aufgabe ist es, Pathogene zu erkennen und zu zerstdren. Ist eine fiir die Abwehr
essentielle Komponente des Immunsystems defekt, sei es durch Krankheit oder durch
einen ererbten Mangel, so ist der Korper nur noch zum Teil oder gar nicht mehr in der
Lage, sich vor einer Invasion pathogener Keime zu schiitzen. Dies kann fiir den
menschlichen Organismus verheerende Folgen haben. Die Essentialitit der
Abwehrmechanismen macht ihre Erforschung zu einer wichtigen Aufgabe der

medizinischen Grundlagenforschung.

1.1 Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen, polymorphkernigen Granulozyten gehdren zu der Gruppe der
Leukozyten und sind Teil des unspezifischen Abwehrsystems des Korpers. Sie sind in
der Lage eingedrungene Mikroorganismen zu phagozytieren und in ihrem Innern zu
lysieren. Dariliber hinaus gehdren sie neben den Makrophagen zu den klinisch
bedeutsamsten Effektorzellen akuter Entziindungsprozesse. Beim Gesunden werden
taglich ca. 10" Zellen von ihnen umgesetzt, was einer Masse von 100 g entspricht. Ihre
Lebensdauer ist mit 2-3 Tagen relativ kurz. Die Halbwertzeit der im Blut zirkulierenden
Neutrophilen ist mit 6-7 Stunden sogar noch kiirzer. Der Lebenszyklus neutrophiler
Granulozyten ist in Abb.1.1 dargestellt.

Etwa 90% des gesamten Granulozytenbestandes befindet sich als Reserve im
Knochenmark. Bei Auftreten einer Infektion wird diese Reserve mobilisiert. Dabei
wandern Granulozyten aktiv mittels amoboider Bewegungen in den Sinus aus. Der
restliche Bestand befindet sich zu gleichen Teilen im peripheren Blut oder adhédrent am
vaskuldren Endothel, wo sie den so genannten marginalen Granulozytenpool im
Randstrom des Blutes bilden. Von dort aus konnen sie mittels Diapedese die

Gefdwand durchdringen und an den gewiinschten Ort im Gewebe gelangen. Sie
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werden hierbei durch chemotaktische Stoffe (so genannte Chemotaxine) angelockt und
bewegen sich entlang dieses Gradienten zu dem Ort im Gewebe, an dem die
Konzentration dieser Stoffe am hdchsten ist. Chemotaxine sind z. B. von Bakterien
abgegebene Formylmethionin-haltige Peptide, welche iiber einen Ca’’-abhingigen
Rezeptor der Granulozytenmembran wirken, oder aktivierte Komplementfaktoren (C3a,
C5a), Antigen-Antikérperkomplexe und kollagenolytische Produkte wie z.B.
Knorpelfragmente. Um diese 19slichen als auch partikuldren Ausloser der Entziindung
zu erkennen, tragen die polymorphkernigen Leukozyten auf ihrer Zelloberfldche
verschiedene Rezeptoren.

Werden nun auf diese inflammatorischen Signale hin vermehrt Neutrophile in das Blut
abgegeben und steigt deren Zahl abnorm an, so bezeichnet man dies als Granulozytose.
Untersucht man zu diesem Zeitpunkt den Blutausstrich, so kann man héufig neben den
reifen Granulozyten auch unreife Vorstufen, wie Metamyelozyten und stabkernige
Granulozyten erkennen.

Entdeckt man jedoch noch unreifere Vorstufen (z.B. Myelozyten, Promyelozyten) so
kann dies auf eine myeloproliferative Erkrankung hindeuten, da diese Zellen aufgrund
ihres Reifezustandes noch nicht in der Lage sind aktiv das Knochenmark zu verlassen.
Dies konnte bedeuten, dass diese Zellen extramedulldr, d.h. auBlerhalb des
Knochenmarks entstanden sind. Die Granulozytenzahl kann aber auch stark absinken
(Granulozytopenie), sei es durch eine verminderte Produktion im Knochenmark (durch
die Einnahme zytotoxischer Medikamente), einen erhohten Verbrauch (schwere
Infektionen) oder durch eine Verschiebung der Granulozyten in das marginale
Kompartiment (Virusinfektionen). Besteht dieser Mangel iiber einen ldngeren Zeitraum,
so konnen Infektionen vom Koérper nicht mehr effektiv bekdmpft werden und das kann

zu schweren Erkrankungen, bis hin zum Tode des Patienten fiihren.
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Lebenszyklus des polymorphkernigen Levkoryten (modifiz. nach Rormwek u. Romwer, 1984)

Abb. 1.1 Lebenszyklus des polymorphkernigen Leukozyten. Nach Abb. 4.14.-9. aus Greiling H,
Gressner AM, Lehrbuch der klinischen Chemie und Pathobiochemie, 3. neubearb. Auflage, Stuttgart;
New York: Schattauer, 1995. Neumann S, Lang H, Entzlindung (S.1284).

1.1.1 Phagozytose und Verdauung

Wie bereits erwéhnt, stellt die Phagozytose und Verdauung mikrobieller Erreger die
Hauptaufgabe neutrophiler Granulozyten dar. Werden die Rezeptoren der Granulozyten
durch einen der in Punkt 1.1 genannten Ausloser stimuliert, so folgt innerhalb von
Sekunden ihre Aktivierungsantwort. Der Granulozyt schiebt sich durch das
GefaBlendothel hindurch und gelangt nun, durch chemotaktische Reize angelockt, an den
Ort des Geschehens. Er beginnt sogleich mit der Ingestion der Bakterien. Der
Granulozyt lagert sich dazu dem Mikroorganismus an und bildet dann Pseudopodien
aus, mit denen er den Keim umschlingt und ihn so ,.einverleibt*. Die so gebildeten
Phagosomen verschmelzen im Innern der Zelle mit den enzymbhaltigen Granula, deren
Inhalt (lysosomale und mikrobizide Enzyme) aktiviert wird und, die Abtdtung und
intrazellulére Verdauung des phagozytierten Materials starten.

In manchen Féllen wird der Granulozyt von fiir ihn zu groen Fremdkorpern aktiviert.
Er beginnt dann mit der Sekretion lysosomaler Faktoren in das Interstitium, was man als

»frustrierte Phagozytose™ bezeichnet.
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Die neutrophilen Granulozyten sterben nach der Phagozytose ab, verfetten und es

entsteht eine Demarkations- und Nekrosezone.

1.1.2 Die Granulozytopoese (morphologische Entwicklung)

Die neutrophilen Granulozyten leiten sich wie alle hematopoetischen Zellen von
pluripotenten Stammzellen ab, welche noch die Féhigkeit besitzt, sich in die
verschiedenen Zelllinien zu differenzieren (Abb. 1.2). Von den pluripotenten werden
die so genannten unipotenten Stammzellen gebildet, die sich nur noch in definierte
Blutzellreihen weiterentwickeln kénnen, was man als klonale Proliferation bezeichnet.
Aus diesen unipotenten Stammzellen entwickeln sich dann im Falle der Granulozyten
die Myeloblasten, worauf sich ihr gemeinsamer Differenzierungsweg trennt. Eine
Ausnahme hierbei bilden allerdings die Neutrophilen. Sie besitzen keine unipotente
Stammzelle. Sie scheint vielmehr gleichzeitig die Ausgangszelle fiir die Entstehung der
Monozyten zu sein und ist somit in diesem Stadium noch pluripotent.

Die gesamte Granulozytopoese findet im Knochenmark statt und dient dazu, eine
physiologische Konzentration reifer Granulozyten im Gewebe und im Blut
aufrechtzuerhalten und auf gewisse Signale, die z.B. auf eine Infektion des Korpers mit
Krankheitserregern hindeuten, mit der raschen Freisetzung aus dem Knochenmark oder
einer gesteigerten Produktion der jeweiligen Zelllinie zu reagieren. Die
Granulozytopoese dauert insgesamt ca. 14 Tage und gliedert sich in zwei Phasen. In der
ersten Phase der Granulozytopoese vermehren sich die Myeloblasten und differenzieren
sich in drei Stadien zum Promyelozyten, Myelozyten und dann zum Metamyelozyten.
Sie dauert ca. 7 Tage. Die zweite Phase, die Maturationszeit, dauert ca. 6 Tage. In dieser
reifen die Metamyelozyten (so genannte jugendliche Granulozyten) zu den stabkernigen
und dann zu den segmentkernigen Granulozyten heran.

Die Myeloblasten sind unterschiedlich groB, haben einen kugeligen Kern und weisen
noch keine cytoplasmatische Granula auf. Die so genannten primdren azurophilen
Granula sind Peroxidase-positiv und treten erst in der néchsten Differenzierungsstufe,
den Promyelozyten auf. Mit Hilfe der Peroxidase(POX)-Reaktion kann man myeloisch-
monozytidre und lymphozytire Zellen voneinander unterscheiden. Aus diesem Grund
verwendet man die POX-Aktivitdit zur Differenzierung und Klassifizierung
verschiedener Leukédmieformen.

Die sekundéren (spezifischen) neutrophilen Granula hingegen sind Peroxidase-negativ
und entstehen wihrend des Myelozyten-Stadiums. Das zu diesem Zeitpunkt noch

4



Einleitung

basophile Cytoplasma des Myeloblasten und Promyelozyten, wird mit Beginn dieses
Stadiums zunehmend acidophiler. Der reife Granulozyt besitzt nur sehr wenig
azurophile Granula (10-20%), was daran liegen mag, dass sie ausschlieBlich im
Promyelozytenstadium gebildet und so infolge von Mitosen, die sowohl in
Promyelozyten, als auch in Myelozyten héufig zu finden sind, prozentual ausgediinnt
werden. Wéhrend der weiteren Entwicklung des Myelozyten werden unabléssig
spezifische Granula gebildet, welche spiter 80-90% der Granula im reifen Granulozyten
ausmachen (Bainton und Farquhar, 1966). Nach der Granulopoese beginnt nun die
Reife-Phase, die mit der Weiterentwicklung zum Metamyelozyten ihren Anfang nimmt.
Diese teilen sich nur noch sehr selten, ihr Cytoplasma ist schwach acidophil und sie
besitzen vermehrt spezifische Granulationen.

In dieser Phase bildet sich ein kontraktiles Proteinskelett aus, mit welchem der reife
Granulozyt zur aktiven amoboiden Beweglichkeit und zur Phagozytose beféhigt wird.
Der in der Granulopoese noch kugelige Kern buchtet sich einseitig ein, wird
voriibergehend stabformig und ist im ausgereiften Granulozyt segmentiert. Die vorher
feine Chromatinstruktur wird zunehmend grober und dichter und die im
Myeloblastenstadium noch deutlich zu sehenden Nukleolen sind bereits im
Myelozytenstadium ganz verschwunden.

In diesem Reifezustand warten die Granulozyten auf ein Signal, um aus dem
Knochenmark ausgeschwemmt zu werden und ihre Aufgabe als Abwehrzelle zu

erfillen.
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Pluripotente Stammazele
Unipotente Unipotente Unipotente Unipotente
Starmimzelle Stammaelle Stammzelle Stammaelle Stammzelle
Proerythroblast Myeloblast Monoblast Myeloblast Myeloblast Megakaryoblast
basophiler neutrophiler eotinophiler basophiler
Erytheoblast | Promyelocyt Promanocyt Promyelocyt Promyelocyt Promegakaryoct
basophiler neutrophiler Monocyt sosinophiler basophiler Menak ;
Erythroblast 11 Myelocyt Myelaeyt Myelocyt TR
polychromatischer neutrophiler eosinophiler basophiler
Norm‘obim Metamyelocyt Blakrophag Metamyelocyt Metamyelocyt Mhvombocys
orthochromatischer neutrophiler eosinophiler basophiler
Normoblast Stabkerniger Stabkerniger Stabkerniger
Retiku newtrophiler easinaphiler basophiler
Wil Granutocyr Granufocyt Granulocyt
Erythrocyt

Abb. 1.2 Entwicklung der hematopoetischen Stammzelle. Nach Tabelle 35 aus Bucher O, Wartenberg
H, Cytologie, Histologie und mikroskopische Anatomie des Menschen, 11., vollstidndig iiberarbeitete

Auflage, Bern, Stuttgart, Toronto: Huber, 1989. Blut und blutbildende Organe S.280.

1.2 Granula (primire, azurophile Granula; sekundire, spezifische Granula;

tertidre, Gelatinase Granula)

Wie bereits beschrieben enthalten die neutrophilen Granulozyten verschiedene Arten
von Granula, so kann man zwischen azurophilen und spezifischen Granula
unterscheiden. Neben diesen beiden Granulatypen findet man in den Granulozyten noch
einen dritten Granulatyp, die tertidren/Gelatinase Granula. Die verschiedenen
Granulaarten variieren in Grofle, Dichte, Proteingehalt und Zusammensetzung,

abhéngig von dem Zeitpunkt ihrer Bildung wihrend der Granulozytopoese.
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Die azurophile Granula sind groBer (ca. 800 nm) und dichter als die spezifischen
Granula (ca. 500 nm) und werden ausschlieBlich wahrend des Promyelozytenstadiums
gebildet (Abb. 1.3). Sie werden auf der distalen/konvexen Seite des Golgi-Komplexes
gebildet.

Der Inhalt der azurophilen Granula ist reich an Myeloperoxidase, weshalb sie auch als
Peroxidase-positiv bezeichnet werden. In ihrem Inneren findet man Lysozym, B-
Glucuronidase, saure hydrolytische Enzyme (Proteinasen, Glykosidasen, Sulfatasen,
Phosphatasen), neutrale Proteinasen (Elastase, Kathepsin G) und eine Reihe von
kationischen antibakteriellen und antimykotischen Proteinen (Defensine). Die
azurophilen Granula kénnen anhand ihrer Dichte und des Gehalts an Defensinen noch in
zwei Untergruppen unterteilt werden. In die sehr dichten und groflen Peroxidase-
positiven Granula, welche reich an Defensine sind und in die leichteren Peroxidase-
positiven Granula, die nur wenig Defensine enthalten (Borregaard et al., 1993). Die
Proteinasen und Glykosidasen entwickeln ihre optimale enzymatische Aktivitdt bei
einem pH-Wert unter 7, die Serinproteinasen (neutrale Proteinasen) hingegen haben ihr

pH-Wert-Optimum im neutralen Bereich.

Die sekundiren Granula werden wéhrend des Myelozytenstadiums gebildet (Abb.
1.3) und beinhalten keine Peroxidasen (Peroxidase-negativ). Sie sind reich an Lysozym,
Kollagenasen, Plasminogen-Aktivatoren, am eisenbindenden Laktoferrin und einem
Vitamin B12-bindenden Protein. Des Weiteren besitzen sie eine Reihe verschiedener
Membranrezeptoren, die zur Ligandenbindung an die Oberfléche transportiert werden
koénnen (C3b, Laminin).

Nach der Aktivierung neutrophiler Granulozyten konnen die spezifischen Granula mit
der Plasmamembran oder mit Phagosomen fusionieren und dabei ihren Inhalt sowohl an
das Phagosom als auch an den Extrazellularraum weitergeben (Leftfell ef al., 1974).

Die primdren Granula entleeren normalerweise ihren Inhalt nicht extrazelluldr. Sie
fusionieren mit Phagosomen und bilden dabei sekunddre Phagosomen und
Phagolysosomen (Gallin, 1984; Goldstein, 1984), dabei zersetzen sie die phagozytierten
Mikroorganismen. In seltenen Fillen jedoch kann ihr Inhalt in das Interstitium
gelangen. Zum einen bei dem Zerfall von Neutrophilen, zum anderen bei der Fusion der

primédren Granula mit noch nicht komplett verschlossenen Phagolysosomen.
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Einige dieser Inhaltsstoffe sind hochaggressiv. Entweichen diese, sind sie fiir einen
Grofiteil des Schadens verantwortlich, der bei einer Entziindungsreaktion im

umgebenden Gewebe entsteht.

Die Gelatinase Granula wurden spéter als die beiden anderen Granulatypen entdeckt.
Benannt wurden sie nach ihrem Leitenzym (Gelatinase), einer Metalloproteinase, die
denaturiertes Kollagen abbaut. Hibbs und Bainton fanden 1989 heraus, dass es sich bei
der Gelatinase um eine Komponente der spezifischen Granula handelt. Weitere
Untersuchungen dieser Granula ergaben, dass je nach Entwicklungsstadium des
Granulozyten ein anderer Granulatyp entsteht. Man versuchte anhand des jeweiligen
Inhaltsstoffs (Laktoferrin oder Gelatinase) die Granulatypen zu klassifizieren. Es wurde
festgestellt, dass die spezifischen (sekunddren) Granula, im Myelozytenstadium
gebildet, nur Laktoferrin enthielten, wihrend die spezifischen Granula, die im
Metamyelozytenstadium gebildet wurden, neben Laktoferrin auch Gelatinase enthielten
(Abb. 1.3). Man nannte sie deshalb spezifische-Gelatinase Granula. In den stabkernigen
Granulozyten hingegen fand man ausschlieflich Granula, die nur Gelatinase enthielten
und diese wurden dann tertidre/Gelatinase Granula genannt (Borregaard ef al., 1993;
Borregaard and Cowland, 1997; Bainton, 1999). Da dieser Granulatyp genau wie die
spezifischen (sekundéren) Granula keine Myeloperoxidase enthilt, zédhlen sie zu den
POX-negativen Granula. Des Weiteren sind die tertidren Granula weniger dicht und
kleiner, als die laktoferrinhaltigen spezifischen Granula (Kjeldsen et al., 1993).

Der Vollstidndigkeit wegen sollen an dieser Stelle noch kurz die sekretorischen Vesikel
erwiahnt werden, die 1987 von Borregaard et al. entdeckt wurden. Sie werden nur im
reifen Granulozyten gebildet und enthalten neben der alkalischen Phosphatase auch
Plasmaproteine (Albumin). Es konnte gezeigt werden, dass sie von Bedeutung sind fiir
die Speicherung von plasmamembranstindigen Rezeptoren (Borregaard et al, 1993).
Diese sekretorischen Vesikel und die Gelatinase Granula zeichnen sich durch eine
geringere Dichte und einen kleinen Durchmesser aus (Abb. 1.4). Sie konnen sehr
schnell mobilisiert werden, wiahrend die schweren azurophilen Granula sehr schwer zu
mobilisieren sind (Borregaard ef al., 1993). Nach einer Exozytose der sekretorischen

Vesikel werden ca. 6 Stunden bendtigt, um neue zu bilden (Sengelov ef al., 1995).
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Entstehung der Granula

azurophile/primére Granula
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Abb. 1.3 Darstellung der Entstehung der unterschiedlichen Granulatypen in den verschiedenen
Entwicklungsstufen des neutrophilen Granulozyten. Die azurophilen/priméiren Granula sind durch die
schwarzen Punkte und die restlichen Granulatypen sind durch die kleinen Kreise dargestellt. Gemal
ihrem Gehalt an Laktoferrin und Gelatinase lassen sich die Granula in die spezifischen/sekunddren und
die Gelatinase/tertidiren Granula unterteilen. Nach Abb. 1 aus Bainton DF. Distinct granule populations in
human neutrophils and lysosomal organelles identified by immuno-electron microscopy. Journal of

Immunological Methods 1999; 232: 153-168. Modifiziert nach Bainton et al., 1971.

azurophile spezifische Gelatinase sekretorische
Granula Granula Granula Vesikel

®

Myeloperoxidase Laktoferrin Gelatinase alkal. Phosphatase
Defensine Lysozym Flasmaproteine
Lysozym Kollagenasen

Elastase Plasminogen-Akt.

Kathepsin G Vit B12-bind. Prot.

B-Glucuronidasen Cb

saure hydrolyt. Enzyme Laminin

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der verschiedenen Granulatypen und deren Inhalt. Die
azurophilen, die spezifischen, die Gelatinase Granula und die sekretorischen Vesikel unterscheiden sich
in GroBe und Dichte. Nach Abb. 1 aus Gullberg et al., Biosynthesis, processing and sorting of neutrophil
proteins: insight into neutrophil granule development. Eur J Haematol 1997; 58: 137-153.
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1.3 Die azurophilen Granula

Lange Zeit ging man davon aus, dass die azurophilen Granula die neutrophilen
Lysosomen reprisentieren, da sie eine hohe Konzentration an lysosomalen sauren
Hydrolasen aufweisen (de Duve, 1975). Des Weiteren entsprechen Aufgaben und
Funktionen der azurophilen Granula weitestgehend den der Lysosomen. Studien iiber
die Membranproteine und den Mannose 6-Phosphat-Rezeptor in neutrophilen
Granulozyten konnten zeigen, dass sie nicht als echte Lysosomen klassifiziert werden
konnen. Lysosomen zeichnen sich definitionsgemdB3 aus (1) durch eine hohe
Konzentration an LAMPs (Lysosom-assoziierte Membranproteine), (2) durch eine volle
Anzahl an reifen dephosphorylierten lysosomalen Enzymen, (3) durch das Fehlen von
Mannose 6-Phosphat-Rezeptoren und (4) durch einen sauren pH (Kornfeld und
Mellman, 1989). In den Studien konnte gezeigt werden, dass die azurophilen Granula
kein LAMP-1 und LAMP-2 (Dahlgren et al., 1995) besitzen und eine hohe
Konzentration an Mannose 6 Phosphat-Rezeptoren aufweisen (Cieutat et al., 1998). Der
Definition von Lysosomen zufolge kdnnen also die azurophilen Granula keine echten
Lysosomen sein, weshalb sie heute in der Fachliteratur vorwiegend als Lysosomen
dhnliche Granula bezeichnet werden. Die einzigen Membranproteine, die bis jetzt in der
azurophilen Granulamembran gefunden wurden, sind CD63/LAMP-3/Granulophysin
(Kuijpers et al., 1991; Cham et al., 1994) und CD68 (Saito et al., 1991).

Man kann die Bestandteile der primédren Granula gemaf3 ihrer Funktion in zwei Gruppen
ordnen. Da sind als erste Gruppe mikrobizide Polypeptide, welche einverleibte
Mikroorganismen abtdten konnen und als zweite Gruppe hydrolytische Enzyme, die die
baktericllen Uberreste abbauen. Das Proteoglykan Serglycin gelangt zwar auch in die
primdren Granula, wird aber relativ schnell durch die dort vorhandenen Sulfatasen, 8-

Hexosaminidase, B-Glucuronidase und Proteinasen abgebaut.

1.3.1 Hydrolytische Enzyme

Die azurophilen Granula enthalten einige hydrolytische Enzyme, die ein weites
Wirkspektrum besitzen und diverse Klassen von Makromolekiilen abbauen kdnnen
(z.B. Proteine, Polysaccharide, Lipide und Nukleinséuren).

Zu den hydrolytischen Enzymen zdhlen drei neutrale Proteinasen; die zusitzlich eine

bakterizide Wirkung besitzen: Elastase, Kathepsin G und Proteinase 3.
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Ihre exakte physiologische Funktion ist bis jetzt noch nicht bekannt, aber aufgrund ihres
pH-Wert-Optimums im neutralen Bereich scheint es so, als wéren sie wihrend des
frithesten Zeitpunkts der Phagozytose bevor der pH-Wert im Inneren des Phagosoms
sinkt aktiv.

Des Weiteren beinhalten die azurophilen Granula noch hydrolytische Enzyme, die bei
einem sehr niedrigen pH-Wert ihr Optimum besitzen, sogenannte saure Hydrolasen.
Dazu gehdren Proteinasen wie z.B. das Procathepsin mit einem pH-Wert-Optimum von
4-5 und Glykosidasen wie z.B. die B-N-Acetylhexosaminidase, B-Glucuronidase und
RNAse etc.. Sie haben die Fihigkeit makromolekulare Strukturen des phagozytierten
Materials in kleinere Bausteine mit einem niedrigeren molekularen Gewicht zu

zerlegen.

1.3.2 Mikrobizide Proteine und Peptide

Folgende mikrobizide Proteine und Peptide kommen in der priméren Granula in
grofleren Mengen vor: MPO, Defensine, bactericides permeability-increasing Protein
(BPI) und Lysozym.

Ihr Hauptinhaltsstoff, die MPO, entfaltet ihre mikrobizide Wirkung insbesondere durch
Bildung von toxischem HOCI aus Chloridionen und H,O, (s. Punkt 1.3.2.4). Die
Wirkung der Defensine, von BPI und Lysozym beruht auf der Zerstorung der
bakteriellen Zellwand (s. Punkt 1.3.2.1-1.3.2.3).

Allen gemein ist, dass sie bei physiologischem pH-Wert positiv geladen sind, so dass sie
gut an die negativ geladenen Oberflaichen von Mikroorganismen binden koénnen und

somit ihre antimikrobiellen Eigenschaften gezielt entfalten konnen.

1.3.2.1 Defensine

Die Defensine bestehen aus drei kleinen Peptiden und sind in der Lage viele
verschiedene Arten von Bakterien, Viren und Pilzen zu zerstoren (Lehrer et al., 1991).

Die Konzentration der Defensine ist in den neutrophilen Granulozyten recht hoch und
macht etwa 5% des gesamten Proteingehaltes der Zelle aus. Sie toten die Bakterien,
indem sie ihre Zellmembran zerstoren. Dabei sind ausschlieBlich jene Bakterien

betroffen, die einen aktiven Stoffwechsel aufweisen. Bakterien, die sich in einer
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nahrstofffreien Umgebung befinden sind ihnen gegeniiber resistent (Lichtenstein et al.,
1988).

1.3.2.2 Bactericides permeability-increasing Protein (BPI)

Das BPI ist ein kationisches Protein mit einer rel. Molmasse von 60 kDa, dessen
Sequenz bekannt ist (Gray ef al., 1989). Dieses Protein greift genau wie die Defensine
die Zellmembran der Bakterien an und beeintrdchtigt ihre Schutzbarriere (Zeya et al.,

1966). Allerdings schédigt es lediglich gram-negative Bakterien.

1.3.2.3 Lysozym

Das Lysozym wurde 1922 von Sir Alexander Fleming entdeckt, der mit diesem Enzym
sein erstes antibiotisch wirksames Agens entdeckte. Dieser Entdeckung folgte spater die
des Penicillin.

Lysozym ist Bestandteil sowohl der azurophilen, wie auch der spezifischen Granula.
AuBerdem wird es von Makrophagen und vielen Epithelzellen z.B. Darmepithel
gebildet und sezerniert. Es kommt in fast allen Korperfliissigkeiten vor und ist ein
kleines, aus einer einzigen, aus 129 Aminosduren bestehenden, nicht glykosylierten
Polypeptidkette mit einer relativen molaren Masse von 14,3 kDa. Lysozym greift
Bakterien an, indem es die B(1—4) glykosidische Bindung zwischen N-
Acetylmuraminsdure (MNAc) und N-Acetylglucosamin des Zellwandmureins
hydrolytisch spaltet. Mit der Zerstdrung der Zellwand kann Wasser in das Bakterium
eindringen, welches dadurch anschwillt und schlieBlich platzt. Seine Wirksamkeit
besteht hauptsdchlich in der Zerstorung gram-positiver Bakterien. Gram-negative
Bakterien hingegen besitzen in ihrer Zellwandmembran Lipoproteine und
Lipopolysaccharide, die sie weitestgehend vor der Wirkung des Lysozyms schiitzen.
Die optimale enzymatische Aktivitdt erreicht dieses Enzym bei einem pH-Wert von 4
bis 5, was dem typischen pH-Wert im Innern des Phagosoms entspricht. Es besitzt aber
auch noch geniigend Aktivitdit im neutralen Bereich, so dass es auch in den

Korperfliissigkeiten antimikrobiell wirksam ist.
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1.3.2.4 Myeloperoxidase (MPO)

Myeloperoxidase wurde zum ersten Mal 1941 aus Leukozyten durch K. Agner isoliert.
Sie ist ein kationisches griin verfirbtes Himoprotein, das sowohl in den neutrophilen

Granulozyten als auch in Monozyten (in den primaren Lysosomen) vorkommt.

1.3.2.4.1 Aufbau und Synthese

Die Konzentration der MPO ist in polymorphkernigen Leukozyten recht hoch. So macht
ihr Gehalt ca. 5% des Gesamtgewichtes des neutrophilen Granulozyten aus. Die MPO
wird wahrend des Promyelozytenstadiums als eine groBere Vorstufe (proMPO)
synthetisiert, also zu dem Zeitpunkt, wo auch die azurophilen Granula gebildet werden.
Das MPO-Gen befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 17. Synthetisiert
wird die MPO am rauhen endoplasmatischen Retikulum, in dessen Zisternen auch ihre
posttranslationalen Modifikationen vorgenommen werden (Abb.1.5 und 1.6).

Im ersten Schritt wird vom priméren Translationsprodukt das Signalpeptid abgespalten.
Dann werden kotranslational an 5 Stellen mannosereiche Oligosaccharide auf Amid-
Gruppen von Asparagin-Resten iibertragen. Anschlieend werden diese Oligosaccharide
noch im ER verkiirzt und schlieBlich im Golgi-Komplex an einen oder mehreren
Mannose-Resten phosphoryliert (Bildung von Mannose 6-Phosphat).

Vor dem Hiam-Einbau interagiert noch Calreticulin, ein calciumbindendes Protein, das
man im ER vieler verschiedener Zellen findet, spezifisch mit der vollstindig
glykosylierten Ham-freien proMPO. Es interagiert jedoch nicht mit der hdm-haltigen
proMPO oder der reifen MPO. Man geht davon aus, dass es die pro-Form der MPO in
eine Konformation bringt, die den Einbau der Him-Gruppe ermoglicht.

Um eine enzymatisch aktive proMPO zu erhalten, wird der neu entstandenen proMPO
(rel. Molmasse 90kDa) eine Ham-Gruppe mit einem Eisenzentralatom im ER
hinzugefiigt. Diese prosthetische Gruppe verleiht der MPO auch ihre typische griine
Farbe.

Dementsprechend fiihrt eine Hemmung der Him-Synthese zu einer Verminderung der
Peroxidase-Aktivitit und zu einem Prozessierungssstillstand der proMPO in ihre reife
Form. Interessanterweise ist die Him-Gruppe nicht nur wichtig fiir die enzymatische
Aktivitdt, sondern auch fiir die Faltung und Stabilitit der MPO. Ohne diese Hadm-

Gruppe wird die proMPO nicht in den Golgi-Apparat weitertransportiert und wird statt
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dessen durch ein Qualitdtskontrollmechanismus und Proteasomen wieder abgebaut
(Nauseef et al., 1992).

Die korrekt prozessierte proMPO wird zum Golgi-Apparat weitergeleitet und verlésst
ihn entweder in Richtung Granula oder wird direkt in den Extrazellularraum sezerniert.
Der Teil, der in der Zelle verbleibt, wird weiter proteinolytisch prozessiert und es
entstehen die sogenannten intermedidren Formen der MPO. Zwei verschiedene
intermedidre Formen wurden gefunden: eine mit einer molaren Masse von 81 kDa und
die andere mit einer molaren Masse von 74 kDa, wobei die erst genannte wohl ein
Vorldufer der leichteren Form zu sein scheint. Der Massenverlust kann durch die
Abspaltung des Propeptids am N-terminalen und eines einzelnen Serinrestes am C-
terminalen Ende des Proteins erklért werden.

Akin et al. konnten 1986 zeigen, dass fiir die Bildung der reifen MPO ein neutraler pH
bevorzugt wird Daher kann die Reifung der MPO nicht durch Neutralisierung von
sauren Kompartimenten in HL-60 Zellen durch NH4Cl gehemmt werden (Hasilik et al.,
1984).

1.3.2.4.2 Mikrobizide Eigenschaften und gewebsschiidigende Wirkung der MPO

In den azurophilen Granula bildet sich die reife MPO, wo sie bis zu ihrem Gebrauch
gespeichert wird. Die reife MPO ist ein Tetramer, mit zwei leichten (14 kDa) und zwei
schweren (59 kDa) Ketten, die mit Disulfidbriicken zusammengehalten werden.

Wird ein neutrophiler Granulozyt aktiviert, so reagiert er mit der Stimulierung des
Glucosemetabolismus iiber den Hexosemonophosphat-Shunt der Glykolyse (sog.
respiratory burst) und der gesteigerten Aufnahme von Sauerstoff. Katalysiert durch eine

NAD(P)H-Oxidase entsteht aus Sauerstoff das Superoxidanion O, *:

NADPH-Oxidase
20, + NADPH + H' — 2 0, + NADP" + 2H "

Dieses Anionradikal ist sehr instabil, weshalb es entweder spontan bei einem pH kleiner
als 7 oder durch die Superoxiddismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid (H,0O,) tiberfiihrt
wird. H,O, wirkt selbst schwach bakterizid, dient aber vorwiegend als Substrat fiir

starker wirksame mikrobizide Oxidantien (Babior, 1984; Casimir und Teahan, 1994):
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Superoxiddismutase

20, +2H - H,0, + O

Durch Katalyse oder auch spontan entstehen mnoch weitere toxische
Sauerstoffmetabolite, wie z.B. das Hydroxylradikal OH und der energiereiche
Singulett-Sauerstoff. Die Bildung des hochreaktiven Hydoxylradikals OH" erfolgt zum
einen iiber die metallkatalysierte Haber-Weiss-Reaktion und zum anderen eisen- oder

kupferabhingig iiber die Fenton-Reaktion (Galle, 2001):

Fenton-Reaktion:

Fe-(Chelat)*" + H,0, — Fe-(Chelat)’” + OH + OH'

Haber-Weiss-Reaktion:
0O, " + H,O, — 0O, + OH + OH

Alle  diese  verschiedenen  Sauerstoffmetabolite =~ vermdgen  phagozytierte
Mikroorganismen abzutdten. Die Hydroxylradikale sind dabei extrem zytotoxisch und
hinzu kommt, dass deren Bildung durch Fe’ "_gesittigtes Lactoferrin stark beschleunigt
wird. Durch ihr hohes Redox-Potential (ca. +2V) reagieren sie mit fast jeder Art von
Molekiilen bzw. Molekiilstrukturen und sind hauptsidchlich verantwortlich fiir die
Gewebeschiden aktivierter Leukozyten (Ward et al., 1983; Till et al., 1991).

Granulozyten konnen mit Hilfe der MPO mikrobielle Proteine halogenieren. Diese
bildet aus H»O, in Gegenwart exogener oder endogener Halidionen Hypohalite,

beispielsweise das HOCI aus CI:

Myeloperoxidase
H,0,+ClI'+H" — HOCI + H,0

Ort der Entstehung von Hypohaliten und Hydroxylradikalen kann zum einen das Innere
des Phagolysosoms sein und zum anderen das Interstitium (nach Exozytose). Die
toxischen Sauerstoffmetabolite wirken an oxidierbaren Molekiilstrukturen, z.B.
Alkohol- und Aldehydgruppen, SH-Gruppen, Aminogruppen, Lipide etc..
Dementsprechend ist es verstindlich, dass diese radikalen Metabolite auch
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korpereigenes Gewebe zerstoren konnen oder falls sie mit dem Zytosol in Kontakt
kommen auch zelleigene Strukturen. Aus diesem Grund besitzt der neutrophile
Granulozyt zu seinem eigenem Schutz und zum Schutz des umliegenden Gewebes
Wasserstoffperoxid-abbauende Enzyme, wie z.B. Katalasen (in den Peroxisomen) und

Glutathion-Peroxidasen, die H,O, umsetzen:

Katalasen/Peroxidasen

2 GSH + H,0, - GSSG + 2 H,O

Hierdurch existiert ein Kontrollmechanismus fiir die Produktion weiterer
Sauerstoffmetabolite. Eine Dysbalance zwischen Wasserstoffperoxid-abbauenden und
Wasserstoffperoxid-bildenden Enzymen fiihrt durch die exzessive Produktion
hochreaktiver Sauerstoffspezies unweigerlich zu oxidativem Stress und einer
konsekutiven Zellschddigung.

Ein weiterer Vorteil der MPO fiir die Erfiillung ihrer mikrobiziden Eigenschaft besteht
darin, dass ihr isoelektrischer Punkt relativ hoch ist, was ihr bei physiologischem pH-
Wert eine positive Ladung verleiht. Deshalb kann das Enzym besonders gut an die
negativ geladene Oberfliche der Bakterien binden. Der theoretische isoelektrische
Punkt der proMPO liegt bei 9.26 und der der reifen MPO bei 9.22 (Swiss Prot
Datenbank).

Am effektivsten arbeitet die MPO bei einem pH zwischen 4 und 5, was in etwa dem

pH-Wert innerhalb der azurophilen Granula entspricht.

1.3.2.4.3 Die Rolle der MPO bei der Entstehung von Krankheiten

Unter normalen physiologischen Bedingungen stellen reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
ein potentes Abwehrsystem gegen Pathogene (Bakterien, Viren) und neoplastisch
veranderte Zellen dar. Antioxidative Mechanismen der Zelle dienen dazu, die ROS zu
neutralisieren. Ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien fithrt zum
sogenannten oxidativen Stress. Eine Vielzahl pathophysiologischer Prozesse wird in
jingerer Zeit mit der Entstehung von oxidativem Stress assoziiert. Die Beteiligung der
ROS an der Pathogenese folgender Erkrankungen stehen zur Diskussion:

Morbus  Parkinson, Morbus Alzheimer, Chorea Huntington, Amyotrophe
Lateralsklerose und Multiple Sklerose. Neben diesen neurodegenerativen Erkrankungen

wird auch eine Beteiligung der ROS an bestimmten Herz-Kreislauf-Erkrankungen
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(Arteriosklerose, koronare Herzkrankheit), Diabetes mellitus, Nierenerkrankungen und
verschiedenen Krebsarten untersucht. Der MPO, als ein an der ROS-Synthese
beteiligtes Enzym, wird dabei eine entscheidende Rolle zugeschrieben. Auf die
Beteiligung der MPO an diesen pathophysiologischen Mechanismen soll an dieser
Stelle Bezug genommen werden.

Die MPO kann durch Bildung von Hypochlorsdure (HOCI) die menschliche DNA
schddigen und Mutationen ausldsen. Diese stehen im Verdacht an der Entwicklung
verschiedener Krebserkrankungen beteiligt zu sein. Seit 1997 wurden zahlreiche
Studien durchgefiihrt, mit dem Ziel die Bedeutung eines Polymorphismus im
Myeloperoxidase-Gen ~ (MPO-463  G/A) als Risikofaktor fiir  bestimmte
schadstoffbedingte Krebsarten zu eruieren. Bei Tridgern mit der A-Allelvariante zeigte
sich durch eine verringerte MPO-Expression eine geringere Aktivierung von
Tabakkarzinogenen und somit ein verringertes Risiko fiir Lungenkarzinome (London e?
al., 1997; Cascorbi et al., 2000; Le Marchand et al., 2000; Schabath et al., 2000;
Kantareci et al., 2002; Feyler et al., 2002; Schabath et al., 2002; Wu et al., 2003; Dally et
al., 2002 und 2003) Kehlkopfkarzinome (Cascorbi et al., 2000) Gallenblasenkarzinome
(Hung et al., 2004) und Hepatoblastome (Pakakasama et al, 2003). Diese Ergebnisse
waren nicht in allen Studien reproduzierbar (Chevrier et al., 2003; Xu et al, 2002;
Misra et al., 2001). Der stérkste protektive Effekt konnte in Gewebeproben von Trigern
der A Allelvariante in Bezug auf die Entstehung eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms
nachgewiesen werden (Dally et al., 2002). Die Untersuchung unterschiedlicher
Gewebsanteile (Adeno-CA, Plattenepithel-CA, kleinzelliges CA) innerhalb dieser
Studien konnten fiir die abweichenden und kontroversen Ergebnisse verantwortlich sein
(Dally et al., 2003). Ziel der Untersuchungen war die Evaluierung potentieller
Biomarker zur Krebsfritherkennung und die Entschliisselung moglicher Mechanismen
der Karzinogenaktivierung durch den menschlichen Organismus (Bartsch et al., 2003).
Des Weiteren soll die klinische Relevanz genetischer Polymorphismen fiir die Prognose

von z.B. Bronchialzellkarzinompatienten mittels dieser Studien iiberpriift werden.

Auch die folgenden Studien dienten diesem Zweck. Dabei wurden, in durch
neurodegenerative Erkrankungen verindertes Gewebe, Anreicherungen von MPO bzw.
MPO-Anteilen entdeckt. Man fand diese inner- wund aufBerhalb der
Mikroglia/Makrophagen der Multiple-Sklerose-Lasionen (Nagra ef al., 1997) und in der
Mikroglia seniler Alzheimer Plaques (Reynolds et al., 1999) und Alzheimer-Neuronen
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(Green et al., 2004). Zusétzlich wurden erhohte NAD(P)H-Oxidase-Werte im Bereich
der Substantia nigra (pars compacta) in durch Morbus Parkinson geschidigtem
Hirngewebe gefunden. Durch Bestimmung der Allelvariante des Polymorphismus im
Myeloperoxidase-Gen (MPO-463 G/A) sollte das Erkrankungsrisiko eruiert werden.
Das G-Allel war sowohl bei den weiblichen MS- ( Nagra ef al., 1997) und Alzheimer-
Patienten (Reynolds et al, 1999) vorherrschend, wiahrend man bei den minnlichen
Alzheimer-Patienten vorwiegend das A-Allel fand (Reynolds et al., 1999). Da diese
Beobachtungen in anderen Studien (Combarros et al., 2002; Styczynska et al., 2003)
nicht bestdtigt werden konnten, ist der Einfluss eines MPO-Genpolymorphismus auf
oben genannte Pathophysiologien weiterhin unklar. Die Tatsache jedoch, dass eine
MPO-Anreicherung in diesen geschadigten Geweben, allerdings nicht in dquivalentem
gesunden Gewebe vorhanden ist, konnte darauf hinweisen, dass die MPO bei der

Pathogenese dieser Erkrankungen eine Rolle spielt (Seymour und Klebanoff, 2005).

Die Rolle der MPO bzw. des oxidativen Stress wird auch fiir einige Erkrankungen der
Niere und ihre Folgeerscheinungen diskutiert: Rapid progressive Glomerulonephritis
(RPGN) und Vaskulitis (Xiao et al., 2002; D’ Agati et al., 2002), Urdmie (Witko et al.,
1996), Hémodialyse und chronisches Nierenversagen (Toborek et al., 1992;
Himmelfarb ez al., 2001).

Die G/A-Konversion an Position —463 des MPO-Gens wurde in weiteren Studien mit
kardiovaskuldren Erkrankungen von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (TNI)
in Verbindung gebracht (Pecoits-Filho et al., 2003). Das A Allel fiihrt wahrscheinlich
zu einer erniedrigten MPO-Aktivitit (s.0.), so dass das Nierengewebe in geringerem
Male oxidativem Stress ausgesetzt wird. Das Ergebnis dieser Untersuchungen konnte
zeigen, dass diese G/A-Konversion die Prévalenz von kardiovaskuldren Komplikationen
bei TNI-Patienten verringert.

Neben diesen Erkrankungen scheint die Rolle der MPO bei der Erforschung der
Arteriosklerose in den Vordergrund wissenschaftlichen Interesses geriickt zu sein (s. a.
Punkt 4, Diskussion). Es existieren zahlreiche Studien iiber kausale Zusammenhédnge
zwischen MPO, Entziindungsprozessen und akuten/chronischen Manifestationen
kardiovaskuldrer Erkrankungen. In atherosklerotischen Lisionen (Daughtery et al.,
1994), nicht jedoch in unbeschidigter Arterienintima (Malle et al., 2000) konnte die
MPO und ihre Reaktionsprodukte nachgewiesen werden. Zhang et al. (2001) und

Sugiyama et al. (2001) konnten erhohte MPO-Konzentrationen im Plasma von
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Patienten mit koronarer Herzkrankheit (CAD= coronary artery disease) zeigen. Durch
Bindung und anschlieBende Oxidation des LDL (low density lipoprotein) zu oxLDL
(Carr et al., 2000) und ihre Rolle im NO-Stoffwechsel (Eiserich et al., 2002; Galijasevic
et al., 2003) ist sie an der Atherogenese mafgeblich beteiligt.

Die Messung der MPO konnte in Zukunft als hochsensitiver Marker zur Risiko- und
Prognosestratifizierung oben genannter Krankheiten dienen. Dies wird insbesondere bei
der Identifizierung von Patienten mit akutem Koronarsyndrom von grofem Interesse
sein, da die MPO insbesondere bei den Patienten erhoht ist, die noch keine
laborchemischen Hinweis fiir einen Herzmuskelzelluntergang aufweisen (Baldus ef al.,
2003; Brennan et al., 2003; Cayley et al., 2004).

Unter der Fragestellung, ob Patienten mit hereditir erhdhten MPO-Spiegeln eventuell
gefdhrdeter sind kardiovaskuldre Erkrankungen zu erleiden, laufen zur Zeit
Untersuchungen im Rahmen einer prospektiven Studie unter der Leitung von S. Baldus
am kardiologischen Institut des universitiren Herzzentrums Hamburg-Eppendorf. Dabei
soll der G/A MPO-Polymorphismus und der MPO-Plasma-Spiegel bei jungen Patienten
mit rapid progredienten Koronarkrankheit, ischdmischer Kardiomyopathie und einem
gesunden Kontrollkollektiv (n=700) untersucht werden. Da das Ergebnis dieser Studie
noch aussteht, bleibt zur Zeit noch unbeantwortet, ob ein erhohter MPO Plasma Spiegel
mit einem gesteigerten Risiko fiir ein kardiovaskuldres Ereignis korreliert. Je nach
Ausgang der Studie konnte die MPO ein Meilenstein in der pradiktiven Diagnostik
darstellen.

Allen Studien gemein ist, dass die Grundlagenforschung der MPO einen wichtigen
Beitrag zur Entschliisselung noch unbekannter Pathomechanismen leistet. Diese
Doktorarbeit gliedert sich ein in den Versuch, grundlegende zellulire Abldufe zu

ergriinden, um spéter Therapieansédtze zu entwickeln.
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1.3.3 Proteoglykane

Proteoglykane sind komplexe Makromolekiile, die verschiedene Aufgaben erfiillen und
in den unterschiedlichsten Gewebetypen (Nabelschnur, Bandscheibe, Haut, Lunge,
Knorpel, Knochen etc.) zu finden sind. Sie kommen iiberwiegend im Extrazellularraum
und auf der Zelloberflache, sowie z.T. im Zellinneren vor und werden von nahezu allen
tierischen Zellen synthetisiert, darunter auch Zellen des Immunsystems und
Tumorzellen. Thre Funktionen innerhalb und auBlerhalb der Zelle sind sehr vielfiltig.
Besonders ihre Aufgabe in der extrazelluldren Matrix und an der Zelloberfliche sind gut
erforscht, jedoch wurde ihre biologische Rolle in der Speichergranula und eventuell

anderen Kompartimenten bis vor einigen Jahren noch wenig Beachtung geschenkt.

1.3.3.1 Aufbau

Das ,,Riickgrat der Proteoglykane bildet eine Polypeptidkette, das sogenannte core-
Protein. An diese Polypeptidkette ist eine variable Anzahl (einer bis mehr als hundert)
von langen Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten kovalent gebunden (Abb. 1.7 B)
(Kjellén und Lindahl, 1991).

Alle Glykosaminoglykane sind aus Dissacharid-Einheiten aufgebaut. Diese bestehen
entweder aus sulfatiertem N-Acetylgalactosamin (Chondroitinsulfat, Dermatansulfat)
oder sulfatiertem N-Acetylglucosamin (Heparin, Heparansulfat, Keratansulfat) und
einer Uronsdure (Glucuronsiure, Iduronsidure) bzw. Galaktose (Greiling et al., 1995).
Einige Kohlenhydrat-Seitenketten tragen Sulfat-Reste, weshalb die Proteoglykane stark
sauer sind. Die Uronsduren-haltigen Glykosaminoglykane sind iiber folgende Sequenz
an das Protein-core gebunden: (1—4)-B-D-Glucuronido-(1—3)-B-D-galactosido-
(1—3)-B-D-galactosido-(1—4)-B-D-xylosido-O-serin  (Abb. 1.7 C) (Kjellén und
Lindahl, 1991).

Sowohl die GAGs, durch die negative Ladung ihrer Zucker, als auch die core-Proteine
konnen mit anderen Proteinen interagieren (Kjellén und Lindahl, 1991). Aus diesem
Grund konnen Proteoglykane vielfiltige Funktionen im Organismus {ibernehmen.
Biochemische Untersuchungen der HL-60 Zellen ergaben, dass die meisten
Proteoglykane 7-8 Chondroitinsulfat-Seitenketten haben mit einer relativen molaren
Masse von etwa ~ 10 kDa. Chondroitinsulfate sind der wichtigste Bestandteil der

Proteoglykane. Hauptséchlich findet man sie im Knorpel (Chondr-: Wortteil mit der
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Bedeutung Knorpel, Korn; von gr. x6vdpog; Pschyrembel, klinisches Worterbuch, 257.
Auflage, 1994, S. 257).

Sie sind aus N-Acetylgalactosamin und Glucuronsdure (Disaccharideinheiten)
aufgebaut (Abb. 1.7 A). Unterschieden werden sie anhand der Stellung der
Sulfatgruppen am N-Acetylgalactosamin. Beim Chondroitinsulfat A sind die Sulfat-
Gruppen in 4-Stellung (Chondroitin-4-sulfat) gebunden, beim Chondroitinsulfat C in 6-
Stellung (Chondroitin-6-sulfat) und beim Chondroitinsulfat E sind sowohl die 4. und die
6. Position sulfatiert.

Die meisten Chondroitinsulfat-Seitenketten hematopoetischer Zellen (Schleimhaut-
Mastzellen, basophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen und Thrombozyten) weisen
mehr als eine Sulfat-Gruppe pro Disaccharid auf. So ist z.B. das N-Acetylgalactosamin
von Mastzellen der Maiuse-Schleimhaut, héufig an Position 4 und 6 sulfatiert
(Chondroitinsulfat E). Diese Sulfatgruppen verleihen den Seitenketten, neben den
negativen Ladungen der Uronsduren, eine starke negative Ladung. Lohmander konnte
zeigen, dass 85% der Chondroitinsulfat-Seitenketten der HL-60 Zellen in 4-Stellung
sulfatiert und 15% nicht sulfatiert sind (Lohmander et al., 1990).

1.3.3.2 Synthese und Modifizierung

Der Transkription der core-Protein-Gene folgt die Synthese im Nukleus die
Prozessierung der mRNA(s) und ihre Translation an den membrangebundenen
Polysomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER). Bei Proteoglykanen,
deren core-Proteine Heparin, Heparansulfat, Dermatansulfat und Chondroitinsulfat
enthalten, erfolgt der initiale Schritt der Glykosylierung mittels Xylosyltransferase 1. Sie
katalysiert die Verbindung eines Xyloserestes mit spezifischen Serinresten des core-
Proteins (Schwartz, 1977). Nach der Fertigstellung dieser Zucker-Verbindung, werden
sukzessive weitere Zucker transferiert, wobei die Anheftung des 5. Zuckers iiber die
Glykosaminoglykan-Art entscheidet (Prydz und Dalen, 2000). Zur Herstellung von
Chondroitinsulfat, das aus modifizierten N-Acetylgalactosamin (GalNAc)-und
Glucuronsiure-Resten aufgebaut ist (s.0.), wird als 5. Zucker GalNAc addiert (Abb. 1.7
C). Der Xylosylierungs-Ort ist zelltyp- und speziesspezifisch. Die Xylosylierung kann
sowohl im ER (Kearns et al., 1991; Vertel et al., 1993) als auch im Golgi-Apparat
erfolgen (Nuwayhid et al., 1986; Lohmander et al., 1989). Die Verldngerung und
Sulfatierung der Ketten der Chondroitinsulfat-Proteoglykane findet im Golgi-Apparat
statt.
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1.3.3.3 Proteoglykane und Granula

In den azurophilen Granula der Neutrophilen findet man kleine Mengen von
Proteoglykanen, wihrend sie im Golgibereich reichlich vorkommen (Niemann et al.,
2004). Diese besitzen hauptsachlich Chondroitinsulfat-Seitenketten. Hingegen werden
in den proteoglykan-haltigen Granula von Mastzellen und natiirlichen Killerzellen
Hydrolasen und andere kationische Proteine in Form von Komplexen, in einem dichten
Netzwerk anionischer GAG-Ketten, gespeichert (Kamada et al., 1989; Deshpande ef al.,
1987). Das Proteoglykan verhindert, dass Enzyme in Kontakt mit dem Substrat
kommen. Somit kann die Autolyse der Granula vermieden werden. Es scheint als wiren
die Proteoglykane in dieser Weise fiir den Erhalt der strukturellen Integritét der Granula

verantwortlich, ungeachtet ihres Inhalts mit potentiell destruktiven Enzymen.

1.3.3.4 Serglycin

Serglycin ist das Hauptproteoglykan in den Speichergranula der meisten
hematopoetischen Zellen, Monozyten und Makrophagen und gehort somit zu den
intrazellulér gelegenen Proteoglykanen. Zum ersten Mal entdeckt wurde dieses
Proteoglykan als ein Syntheseprodukt einer Tumorzelllinie (L2) aus dem Dottersack
einer Ratte (Oldberg et al., 1981).

Serglycin war das erste Proteoglykan, dessen core-Protein cDNA geklont werden
konnte (Bourdon et al., 1985). 1988 gelang es Avraham et al. aus der komplementéren
DNA (cDNA), der basophilen leukdmischen Rattenzelllinie (RBL-1) die cDNA fiir das
core-Protein des Serglycins zu isolieren. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
dieses Protein mit dem Syntheseprodukt der Tumorzellinie (L2) identisch war.
Demzufolge besteht dieses Ratten-Protein, nach der Entfernung des Signalpeptids (26
AS), aus 153 Aminosduren mit 24 sich wiederholenden Serin-Glycin-Sequenzen (S/G
repeat), die zwischen der Aminoséure 89 und137 liegen. Die Serin-Glycin-Sequenzen
werden von der Xylosid-Transferase erkannt, die die Synthese der Glykosaminoglykane
initiiert (s.0.). An diese Region werden bis 15 Glykosaminoglykan-Ketten angeheftet,
die dem Serglycin seine charakteristische Struktur und Eigenschaften verleihen (Abb.
1.7 B).

Spédter fand man heraus, dass dieses kleine (16 kDa) core-Protein in vielen
hematopoetischen Zellen gebildet wird. So wurde es auch zum Beispiel aus humanen

Thrombozyten gewonnen und die komplette Aminosduresequenz analysiert (Alliel et

23



Einleitung

al., 1988). Des Weiteren konnte die cDNA von Serglycin aus der humanen
promyelozytischen Zelllinie HL-60 generiert und das Protein charakterisiert werden
(Stevens et al., 1988). Bei dem Vergleich dieser cDNA und der cDNA, die aus murinen
hematopoetischen Zellen kloniert wurde (Kjellén et al., 1989), zeigte sich, dass sie am
NH,-terminalen Ende viele Ubereinstimmung mit dem Protein-core der Zellinie L2 aus
der Ratte aufwiesen, jedoch am COOH-terminalen Ende fast gar keine
Ubereinstimmungen zu finden waren. Dieses N-terminale Ende scheint somit eine sehr
konstante Region zu sein. Daraus folgerte Avraham et al. (1988), dass es sich hierbei
um eine fiir die Struktur, Funktion und den Metabolismus wichtige Region handeln
muss.

Das humane Serglycin aus HL-60 Zellen besitzt allerdings nur 9 Serin/Glycin-
Wiederholungen, wobei ein Serin durch ein Phenylalanin ersetzt ist, was die maximale
Anzahl von anheftbaren GAG-Seitenketten auf 8 reduziert.

Auch bei Bindegewebsmastzellen von Méusen lassen sich Proteoglykane mit der
Eigenschaft, kationische Proteinasen, Carboxypeptidasen und andere Molekiile zu
binden, nachweisen (Humphries et al., 1999; Forsberg et al., 1999). An deren core-
Protein sind jedoch anstelle der Chondroitinsulfat-Seitenketten iiberwiegend
Heparansulfat-Ketten gebunden. Diese zeigen die groBite Anzahl an anionischen
Gruppen, die bei vergleichbaren Biopolymeren bis jetzt gefunden wurden.
Bindegewebsmastzellen synthetisieren 10 oder auch mehr Heparansulfat-Ketten mit
einem Molekulargewicht von ~ 100 kDa, die an dem core-Protein des Serglycins

kovalent gebunden sind.

1.3.3.4.1 Biologische Funktionen von Serglycin

Eine wichtige Aufgabe von Serglycin scheint zum einen der Schutz von Granula vor
Selbstverdauung durch Komplexierung von Hydrolasen zu sein und zum anderen die
verzdgerte, kontrollierte Abgabe von kationischen bioaktiven Substanzen nach
Degranulierung am Ort der Entziindung bzw. an der Kontaktstelle von Killer- und
Zielzelle zu dienen. Zusitzlich findet durch die Anlagerung der kationischen Gruppen
an die anionischen Seitenketten ein Ladungsausgleich statt (Humphries et al., 1999;
Forsberg et al., 1999). Des Weiteren konnte man zeigen, dass Serglycin flir den
Transport von verschiedenen Proteinen in die sekretorische Granula zustindig sein
konnte (Sali et al., 1991; Lemansky und Hasilik, 2001; Niemann et al., 2007). Durch

das Vorhandensein des Serglycins in den verschiedenen Zelltypen (siehe Tab.1.1), wird
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deutlich, dass es an vielen weiteren biologischen Prozessen beteiligt ist. Fiir einige

dieser Aufgaben, wie z.B. die Abwehr von eingedrungenen Mikroorganismen

(Bakterien), die Regulation der Blutstillung, das Abtoten von Tumorzellen und die

Wundheilung, ist die Ausschiittung der Inhalte der Sekretionsgranula essentiell.

Zelltyp GAG-Typ Zusétzliche granuladre
Bestandteile
Polymorphnukleére CS Gelatinase, Lactoferrin, MPO

Leukozyten

Gewebsmastzellen

Schleimhautmastzellen

Endothelzellen

Pankreatische Azinuszellen

Heparansulfat

CS

CS

CS

Histamin, Chymase, (mMMCP-4,5),
Tryptase
Histamin, Chymase, (mMMCP-1,2)

Plasminogenaktivator (Gewebstyp)

Procarboxypeptidase, Amylase

Tab. 1.1 Serglycin exprimierende Speichergranula-Zellen und deren zusitzliche granuliire

Bestandteile (modifiziert nach Kolset ez al., 2004).
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Abb. 1.7 Schematische Darstellung des Chondroitinsulfats (Abb. 1.7A), des Serglycins (Abb. 1.7B)
und der Verkniipfungsregion der Glykosaminoglykanketten mit dem core-Protein (Abb. 1.7C).
Abb. A zeigt das Disaccharid Chondroitinsulfat, das aus modifizierten N-Acetylgalactosamin- und
Glucuronsiure-Resten besteht. Am héaufigsten sind die Hydroxyl-Gruppen des N-Acetylgalactosamins an
Position 4 und 6 mit Schwefelsdure verestert (angedeutet mit dem gepunkteten und dem durchgezogenen
Pfeil). Diese Sulfatgruppen verstirken die negative Ladung und die hydrophilen Eigenschaften der
Chondroitinsulfate.

Abb. B zeigt eine schematische Darstellung des Proteoglykans Serglycin. Zu erkennen ist das core-
Protein (durchgezogene waagerechte Linie), an dessen mittlerer Region (Serin/Glycin-Region) die langen
Glykosaminoglykan-Ketten kovalent gebunden sind (gestrichelten Linien). Die Linge dieser Seitenketten
und deren Haufigkeit ist zelltyp- und speziesspezifisch.

Abb. C zeigt die Verbindungsegion der Glykosaminoglykanketten zum core-Protein.
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Die Verkiipfungsregion (linkage region) besteht aus vier Zuckern, wobei die terminale Xylose B-
glykosidisch mit der Hydroxylgruppe des Serins verbunden ist. Oft ist die Xylose an Position 2 zusétzlich
mit einem Phosphat verestert (Oegema et al., 1984).

Nach Abb. 2-2 B (Abb. A), 2-4 (Abb. B), 2-3 A (Abb. C) aus Hay DE. Cell Biology of Extracellular
Matrix. 2. Auflage, Plenum Press, New York, 1991. Wight TN, Heinegard DK, Hascall VC.

Proteoglycans: Structure and Function.

1.4 Transport der Enzyme in die Granula

1.4.1 Transport loslicher lysosomaler Enzyme

(Mannose-6-Phosphat-abhiingiger Transport)

Die Steuerung loslicher lysosomaler Enzyme in die Endosomen/Lysosomen erfolgt
iiberwiegend iiber die Bindung an Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPRs). Es gibt
zwei Arten von MPRs, den kationenabhéngigen Mannose-6-Phosphat (M6P)-Rezeptor
(CD-MPR) und der kationenunabhéngigen M6P/insuline like growth factor 1l (IGF-11)-
Rezeptor (CI-MPR). Beide gehdren zu den glykosylierten Transmembranproteinen mit
einem luminalen N-Terminus (= Typ-I-Membranproteine).

Die lysosomalen Hydrolasen werden nach ihrer Synthese im ER und im Golgi-Apparat
mit sog. Erkennungsmarkern (recognition marker) modifiziert. Im ER werden
Oligosaccharide auf Asparagin-Reste der Enzymproteine iibertragen und im cis-Golgi
Kompartiment an C-6 Hydroxlgruppen von ein bis zwei Mannoseresten N-
Acetylglucosaminyl-Phosphatreste {ibertragen (= covered recognition marker). Von den
gebildeten Phosphodiester werden im trans-Golgi Netzwerk (TGN) durch Hydrolyse
die N-Acetylglucosaminylreste entfernt (= uncovered recognition marker). Die derart
markierten Proteine binden an Mannose-6-Phosphat-Rezeptorproteine (CD-MPR und
CI-MPR), die in knospenden Arealen der TGN-Membran konzentriert und in Clathrin-
beschichteten Vesikeln verpackt werden. Die Markierung mit Mannose-6-Phosphat-
Resten dient der Rezeptor-vermittelten Zielsteuerung und dem Transport dieser Enzyme
in die endosomalen/lysosomalen Kompartimente (Dahms et al., 1989). Die Bindung der
lysosomalen Proteine an die Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren wird in den sauren spéten
Endosomen (pH-Wert < 6) gelost. Die Rezeptoren werden via recycling
Transportvesikel zum TGN oder zur Plasmamembran gebracht. Die lysosomalen
Enzyme werden zu den reifen Lysosomen weitergeleitet und dort dephosphoryliert.

Somit enthalten die Lysosomen den Hauptanteil an dephosphorylierten Hydrolasen und
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die Endosomen enthalten die phosphorylierten Formen (Ludwig et al., 1991). Ein
geringer Prozentsatz der l6slichen M6P-haltigen lysosomalen Enzyme (ca. 10%)
entgeht der Sortierung im TGN und gelangt {iber den konstitutiven Transportweg an die
Zelloberfliche, wo sie in das extrazellulire Medium abgegeben werden. Die M6P-
Rezeptoren (CI-MPRs), die an die Zelloberfliche geleitet und in den Clathrin-
beschichteten Griibchen (coated pits) der Plasmamembran konzentriert werden, konnen
die sezernierten Enzyme auf diesem Weg ihrem eigentlichen Bestimmungsort, den
Lysosomen, zufiihren (= secretion-recapture).

Procathepsin ist ein Beispiel 16slicher lysosomaler Enzyme. Es wird vorwiegend {iber
den Mannose-6-Phosphat Rezeptor in die Lysosomen geschleust. Es gibt jedoch auch
einen Anteil an Procathepsin, der in die Lysosomen unabhingig von den beiden M6P-

Rezeptoren transportiert wird.

1.4.2 Mannose-6-Phosphat-unabhingiger Transport

Seit der Entdeckung des MO6P-abhingigen Transports, versucht man auch die
alternativen Transportwege fiir lysosomale Enzyme zu entschliisseln, die in einigen
Zelltypen aktiv sind. Bei einer genetisch bedingten lysosomalen Speicherkrankheit,
genannt [-Zellen-Krankheit, ist der MO6P-Transportweg defekt. Den betroffenen
Personen  fehlt die  GIcNAc-Phosphotransferase, d.h. Mannose-Reste in
Oligosaccharidseitenketten 16slicher lysosomaler Vorlduferproteine konnen nicht mehr
phosphoryliert und dementsprechend von den M6P-Rezeptoren nicht erkannt und nicht
in die Lysosomen zahlreicher Organe und Zellen z.B. der Fibroblasten transportiert
werden. Die hydrolytischen Enzyme werden aus diesem Grund iiberwiegend an die
Zelloberflache transportiert und sezerniert. Die Enzyme, die den Lysosomen fehlen,
findet man im Blut dieser erkrankten Personen. Interessanterweise werden nicht alle
Zellen durch diesen Defekt gleichermaBien beeinflusst. Glickman und Kornfeld (1993)
konnten zeigen, dass Patienten, die an der I-Zell-Krankheit leiden, einen normalen
Gehalt an lysosomalen Enzymen in Lymphoblasten aufweisen, obwohl auch diese
Zellen nicht in der Lage waren Mannose-6-Phosphat-Signale zu bilden. Dem
entsprechend sind normale Lymphoblasten in der Lage nicht glykosyliertes Cathepsin D
iiber einen M6P-unabhédngigen Transportweg in die Lysosomen zu schleusen. Auch
Hepatozyten (Rijnboutt er al, 1991) und Histiozyten benutzen einen MO6P-

unabhingigen Transportweg. In den entsprechenden Zellen und Organen der I-Zellen
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Patienten findet man daher keine gravierenden Verdnderungen der Lysosomen. In der
Literatur sind viele verschiedene Beispiele fiir den M6P-unabhingigen Transport der
lysosomalen Enzyme bekannt und auf einige soll an dieser Stelle verwiesen werden
(Waheed et al., 1987; Rijnboutt et al., 1991; McIntyre und Erickson, 1993; Zhu und
Conner, 1994; Nishimura und Himemo, 1995; Tikkanen et al., 1995; Nissler et al.,
1998; Hiesberger et al., 1998). Jedoch wenig bekannt sind die Mechanismen des M6P-
unabhingigen Transports.

Auch das Lysozym kann den herkémmlichen Weg iiber den Mannose-6-Phosphat-
abhéngigen Transport nicht nutzen, da es nicht glykosyliert ist. Das Lysozym ist jedoch
in der Lage aufgrund seines basischen Charakters an das Chondroitinsulfat des
Serglycins zu binden (Kolset et al., 1996). Basierend auf diesem Wissen konnte gezeigt
werden (Lemansky und Hasilik, 2001), dass das Lysozym in U937 Zellen mit der Hilfe
von Serglycin in die Lysosomen transportiert wird und nicht wie sonst bei 19slichen
lysosomalen Enzymen, unter Beteiligung des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors. Uberdies
besitzen auch die Defensine (ein weiteres kationisches Enzym der azurophilen Granula)
keine M6P-Markierung, weshalb auch sie nicht den M6P-Sortierungsmechanismus
benutzen konnen (Ganz et al., 1985; Michaelson et al., 1992; Valore und Ganz, 1992).
Nauseef et al. (1992) konnte darstellen, dass die reife Myeloperoxidase zwar Mannose-
6-Phosphat-Reste aufweist, diese auch von dem M6P-Rezeptor erkannt werden, jedoch
scheint dieser Erkennungsprozess nicht entscheidend fiir den Transport zu den
azurophilen Granula zu sein. Interessant erscheint auch, dass in den azurophilen
Granula die M6P-Reste intakt bleiben, wéhrend sie ansonsten von den lysosomalen
Enzymen entfernt werden, wenn sie ihren Bestimmungsort (Lysosomen) erreicht haben.
Es scheint als wiirden die Bedingungen zur Entfernung der Mannose-6-Phosphat-Reste

innerhalb der azurophilen Granula nicht existieren (Cieutat et al., 1998).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits in Kapitel 1.4.1 erwidhnt, ist der Transport der phosphorylierten 16slichen

lysosomalen Enzyme zu den Lysosomen/Endosomen recht gut untersucht und geklért.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen M6P-unabhéngigen Weg, der MPO in

die azurophilen Granula zu finden und zu untersuchen.

Studien, die sich bisher mit dieser Frage beschéftigt hatten, legten den Schwerpunkt

threr Suche auf die Funktion des Propeptids beim Transport der MPO in die Granula

(Andersson et al., 1998; Biilow et al., 2002). Man kam allerdings zu dem Ergebnis, dass

das Propeptid zwar wichtig fiir die Faltung der MPO sei, somit auch fiir den Transport

aus dem endoplasmatischen Retikulum, jedoch scheint damit auch schon die Funktion

des Propeptids erkldrt zu sein. Es bleibt also weiterhin anzunehmen, dass ein anderer

Mechanismus bei unserer Fragestellung eine Rolle spielt.

Grundlage dieser Arbeit war die Entdeckung, dass das Lysozym durch die Bindung an

das Chondroitinsulfat des Serglycins (Kolset et al, 1996) in die Lysosomen

transportiert wird (Lemansky und Hasilik, 2001). Hierzu wurden U937 Zellen (eine

humane Promonocyten Zelllinie) mit einem Phorbolester (fetradecanoyl phorbol acetat,

TPA) behandelt, der eine selektive Hemmung der Segregation von Lysozym bewirkt

(Radons et al., 1994), d.h. unter dem Einfluss von TPA wurde das Lysozym nicht mehr

gespeichert, sondern fast komplett sezerniert.

Die fiir unsere Versuche notwendige MPO und das Serglycin entstammen der humanen

myeloblastiren HL-60 Zelllinie (s. Kapitel 2.1.6), welche einen hohen Gehalt dieser

Zellprodukte aufweist.

Da es sich bei der MPO desgleichen um ein kationisches Enzym handelt, galt es

herauszufinden, ob dieser Transportmechanismus auch auf die MPO und evtl. andere

Proteine iibertragen werden kann.

Um den Beweis fiir diese These erbringen zu konnen, sollte:

1. das Bindungsverhalten der proMPO bzw. reifen MPO an Chondroitinsulfat (CS)-
Sepharose untersucht werden

2. der Transportweg des Serglycins zu den azurophilen Granula, durch Markierung der
sulfatierten CS-Seitenketten mit [*>S]Sulfat sichtbar gemacht, und sodann mit dem
Transport der MPO verglichen werden

3. durch Behandlung von HL-60 Zellen {iberpriift werden, ob TPA auf den Transport

der MPO und des Serglycins einen dhnlichen Einfluss hat, wie auf das oben genannte
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Lysozym

4. die MPO mit Serglycin, als Nachweis fiir ihre Komplexbildung am Ort der
Segregation, d.h. im trans-Golgi-Netzwerk in HL-60 Zellen, quervernetzt werden

5. die Affinitdt von weiteren, in Anwesenheit von TPA sezernierten Proteinen aus
HL-60 Zellen zu CS-Sepharose, geklart werden

6. zum Schluss dieser Arbeit, das Procathepsin, als exemplarisches Beispiel fiir ein
klassisches, M6P-haltiges, lysosomales Enzym herausgegriffen und dessen
Bindungsverhalten, dhnlich wie bei der MPO, an CS-Sepharose {iberpriift werden

Letztendlich dienten alle diese Versuche dem Zweck, Serglycin als moglichen

Transporter fiir alle kationischen Polypeptide zu iiberpriifen, oder wie im Fall des

Procathepsins, als Alternativ-Transportmechanismus zum M6P-Rezeptor-System.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerite und Materialien

2.1.1 Laborger:iite

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden die nachfolgend aufgefiihrten Gerédte mit

ihren Zubehorteilen und andere Materialien verwendet:

* Axiophot (von Zeiss)

* Cellophanfolie (Piitz Folien, Taunusstein-Wehen)

* Drehrad (Eigenbau der Universititswerkstatt)

» FElektrophoreseckammern (Eigenbau der Universititswerkstatt)
* ELISA-Reader (Dynatech Laboratories MRX, Denkendorf)

* GB 004-Filterpapiere (Schleicher & Schiill, Dassel)

» Fliissigkeitsszintillationszdhler (1600 TR, Canberra-Packard, Illinois)
* Geltrockner (Model 583 Bio-RAD, Miinchen)

* Heizblock (Eigenbau der Universititswerkstatt)

* Inkubator flir die Zellkultur (Heraeus, Hanau)

*  Membran-Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim)

* Microtiterplatten (Nunc-Immuno™Modules/Wiesbaden)

* pH-Meter (Modell Delta 320, Mettler/Giessen)

*  Phosphor-imager (Molecular Dynamics, Krefeld)

* Nitrozellulose-Membran (Sartorius,Gottingen)

»  Semidry-blotting-Apparatur (Bio-RAD, Miinchen)

* Rontgenfilme Kodak XAR-5 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

* Rontgenfilmkasetten

* Spannungsgerit (Pharmacia EPS 500/400, Freiburg)

» sterile Werkbank (Herasafe, Heracus Typ HS 12/2, Hanau)

» Tischzentrifugen (RMC 14 & Super T21 Sorvall, Bad Homburg; Modell 5414

Eppendorf, Hamburg; Biofuge 13 Heraeus, Hanau; Labofuge 400e Heraeus,

Hanau)
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* Ultraschallbad (Model G 112 SPIT, Laboratory supplies, Inc Hicksville, N.Y.,
USA)

* Vortex (Bender & Hobein AG, Ziirich)

* Waagen (Sartorius, Gottingen; Scaltec, Heiligenstadt)

*  Wasseraufbereitungsanlage (Milli Q UF-Anlage der Firma Millipore,Erkrath)

*  Wasserbidder (Kottermann 3043, Miinster; Braun, Thermomix B4, Melsungen)

*  Wippe (Eigenbau der Universititswerkstatt)

»  Zellaufschlussgerit (Kontess, Glass Company)

» Zellzdhlgerdt (Casy 1, Schérfe)

2.1.2 Chemikalien

Acetonitril Roth, Karlsruhe
Acrylamid Serva, Heidelberg
APS (Ammoniumperoxidsulfat) Serva, Heidelberg
Athanolamin Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
BSA (bovines Serumalbumin) Serva, Heidelberg

Chondroitinsulfat-Sepharose (Herstellung durch Kopplung
von CS an CNBr aktivierte Sepharose nach den

Instruktionen des Herstellers) Pharmacia, Freiburg
Cetylthrimethylammoniumbromid (CTAB) Merck, Darmstadt
Dithio-bis-succinimidylpropionat (DSP) Pierce, Rockford, Illinois, USA
ECL (enhanced chemoluminescence) Amersham Pharmacia, Freiburg
Ethanol Riedel-de Haén, Seelze
Ethidiumbromid Boehringer, Ingelheim
Magnesiumchlorid Serva, Heidelberg
Magnesiumsulfat (MgSO,) Merck, Darmstadt
Mowiol Aldrich, Taufkirchen
Natriumazid (NaN3) Merck, Darmstadt
Natriumchlorat (NaClO3) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Riedel-de Haén, Seelze
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
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Pansorbinzellen (Staph. 4-Suspension)
Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Prestained Protein Marker

Rinderserumalbumin (BSA)

SDS (sodium/Natriumdodecylsulfat, 100% C-12)
Sepharose CI-4B (CNBr-aktiviert)
Trichloressigsdaure (TCA)
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Triton X-100

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Biolabs, New England
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Alle nicht genannten Chemikalien kamen von Sigma-Aldrich, Taufkirchen und

entsprachen mindestens dem Reinheitsgrad ,,pro analysi* (p.a.).

2.1.3 Radiochemikalien

Met [*°S]-Label (Mischung aus: 70% L-Methionin
15% L-Cystein)
[**S]Sulfat

"*C-methylierter, molekularer Massenstandard fiir

die Gelelektrophorese (kDa)

Myosin 220
Phosphorylase b 97,4
BSA 69
Ovalbumin 46
Carboanhydrase 30
Lysozym 14,4

11-18 MBg/ml, Hartmann
Analytic, Braunschweig
28,5-74 MBg/ml, Hartmann
Analytic, Braunschweig

185 KBg/ml, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen
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2.1.4 zellaktive Wirkstoffe

12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) ist ein polyzyklischer Ester, gewonnen
aus dem Ol der Crotonpflanze (Euphorbiaceac = Wolfsmilchgewéchse, wie z.B.
Weihnachtsstern, Kautschukbaum). Es regt verschiedene Leuk&mie-Zell-Linien (u.a.
HL-60 Zellen) zur Differenzierung an (Lotem und Sachs, 1979), indem er als
Diacylglycerol-Analogon die Proteinkinase C aktiviert und intrazellulir die Ca**-Ionen
Konzentration erhoht. Die Proteinkinase C ist ein Enzym, welches fiir die
Signaltransduktion in eukaryoten Zellen und somit fiir die Differenzierung und
Regulierung zelluldren Wachstums, eine entscheidende Rolle spielt. Aktiviert wird sie
durch einen sogenannten second messenger, dem Diacylglycerol (DAG). Aufgrund der
dhnlichen Struktur und der ldangeren Halbwertzeit des Phorbolesters zum natiirlich
vorkommenden Diacylglycerol, die die Proteinkinase C dementsprechend ldnger
aktiviert, kann ein Krebswachstum begiinstigt werden. 1982 konnte Hirakawa et al. die
Tumorwachstum fordernde Wirkung nachweisen, seither gehort er zu den am haufigsten
in Untersuchungen zur Karzinogenese verwandten Phorbolestern. Neben seiner ko-
karzinogenen Eigenschaft, kann dieser Phorbolester noch ausgepriagte Hautverdtzungen

und Gastroenteritiden induzieren.

Dimethylsulfoxid (DMSO) dient im Labor, durch seine gute Loslichkeit in Wasser und
organischen Losungsmitteln (Ketone, Ester, Alkohole etc.) unter anderem als
Losungsmittel, Reaktionsmedium (Oxidationsmittel) und in der Kryokonservierung von
Zellen als Gefrierschutzmittel. Durch seine polare Eigenschaft, kann es Zellmembranen
durchdringen und wird deshalb héufig in der Medizin als Trégersubstanz (fiir Wirkstoffe
in Salben, Gelen und Pflastern) verwandt. Zum einen schleust DMSO die Wirksubstanz
in den Organismus ein, zum anderen wirkt es selbst analgetisch und antiphlogistisch.
DMSO kann, genau wie TPA (s.0.), eine Differenzierung von HL-60 Zellen bewirken
(Collins et al. 1979 und 1980).

Natriumchlorat (NaClQO;), das Natriumsalz der Chlorsdure, dient unter anderem als
Unkrautvernichtungs- und Entlaubungsmittel. In Verbindung mit Schwefel wird es als
Bleichmittel in der Papierindustrie verwandt. In eukaryontischen Zellen hemmt es die

Bildung von Sulfat und verhindert so die Sulfatierung von Proteoglykanen (Heparin-
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und Chondroitinsulfat) im Golgi-Apparat (Bacuerle und Huttner, 1986; Humphries und
Silbert, 1988).

Dithio-bis-succinimidylpropionat (DSP) - Lomant’s Reagenz, ist membrangingig
und kann mit Hilfe seiner beiden reaktiven Gruppen (homobifunktional) rdumlich eng
beieinander stehende Proteine, liber primére Amine, quervernetzen. Die Reichweite
dieses Crosslinkers ist wegen des geringen Abstandes der Proteinbindungsstellen, durch

einen sogenannten spacer, auf 12 A limitiert.

2.1.5 Antikérper und gereinigte Enzyme

- gegen humane MPO gerichteter, polyklonaler Kaninchen-Antikorper;
Arbeitsgruppe Hasilik, Universitit Marburg (Hasilik ef al., 1984)

- gegen Kaninchen IgG gerichteter, an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter polyklonaler
Ziegen-Antikorper (Bio-Rad ; Miinchen)

- eine homogene Préparation humaner Neutrophilen-MPO
(Geschenk von Dr. R. Olsen, Universitiat Tromso, Norwegen) mit 7mg/ml, die im
Folgenden MPO Il genannt wird

- nichtimmunes Kaninchenserum/50% Glycerol (eigene Herstellung)

- gegen humanes LAMP-2 gerichteter, monoklonaler Mausantikérper (2D5-MAb)
(Arbeitsgruppe Hasilik, Universitit Marburg)

- Ziege-anti-Kaninchen-IgG (Cy2 gekoppelt)
(Dianova, Hamburg)

- Ziege-anti-Maus-1gG/FITC
(Dianova, Hamburg)

- gegen LIMP-II gerichteter, polyklonaler Kaninchen-Antikorper (0,44 mg/ml + 50%
Glycerol)
Prof. Y.Tanaka , Kyushu-University, Japan

- Procathepsin D, wurde aus konditioniertem Medium von Spodoptera frugiperda
Zellen isoliert, die mit rekombinantem Baculovirus infiziert worden waren

(Gopalakrishnan et al., 2004)
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2.1.6 Eukaryote Zelllinie

HL-60 Zellen (humane myeloblastire Leukdmiezellen)

Zum ersten Mal beschrieben wurde die HL-60 Zelllinie von Collins et al. (1977).
Diese Zellen wurden 1976 aus dem peripheren Blut einer Patientin gewonnen, die an
akuter myeloischer Leukdmie erkrankt war. Diese wurden gemdB der Franzosisch-
Amerikanisch-Britischen (FAB) Klassifikation der akuten promyelozytiren Leukidmie
zugeordnet und als FAB-M3 bezeichnet (Gallagher et al, 1979). Spitere
Untersuchungen, welche die Merkmale der HL-60 Zelllinie mit den Eigenschaften der
akuten promyelozytiren Leukémie verglichen (Dalla Favera et al., 1982; leBeau et al.,
1985), kamen zu dem Ergebnis, dass unter Einbeziehung des klinischen Verlaufs der
Erkrankung, die HL-60 Zellen neu zu Kklassifizieren seien. Zur Zeit wird davon
ausgegangen, dass die HL-60 Zellen nach FAB als M2-Typ zu bezeichnen sind, welches
einer akuten myeloblastiren Leukédmie entspricht (Dalton et al., 1988).
Die HL-60 Zellen werden als Suspensionszellen in RPMI 1640 Medium kultiviert.
Aufgrund ihrer Eigenschaft, nach Behandlung mit Vitamin A granulozytir (Breitman et
al., 1980) oder mit Hilfe von TPA und Vitamin D3 monozytéir (Lotem et al., 1979) zu

differenzieren, sind sie fiir die Tumor-Zellforschung von groem Nutzen und Interesse.

2.1.7 Material fiir die Zellkultur

Kulturflaschen (50 ml, 25 sz) Greiner, Frickenhausen
Kulturflaschen (250 ml, 75 cm?) Greiner, Frickenhausen
sterile Einwegpipetten (1 ml) Greiner, Frickenhausen
sterile Rohrchen (10 ml und 50 ml) Greiner, Frickenhausen
sterile Filter (Minisart Filter, Porengréf3e 0,45 pm) Sartorius AG, Gottingen
Gewebekulturplatten: 6-Loch-Platte, @ 3,5 cm Greiner, Frickenhausen

24-Loch-Platte,@ 1,4 cm Greiner, Frickenhausen
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2.1.8 Medien und Waschlosungen fiir eukaryote Zellen

Fiir die Zellkultur wurden folgende Materialien verwendet:

- RPMI 1640 Medium Gibco BRL, Eggenstein
- Hitze-inaktiviertes fotales Kélberserum Gibco BRL, Eggenstein
- Penicillin-Streptomycin Gibco BRL, Eggenstein

- Markierungsmedien: defizientes RPMI 1640 Medium, dem fiir Markierung mit
[*°S]Sulfat oder Met [*>S]Label die Komponenten Sulfat oder
Methionin/Cystein fehlen.

- PBS (phosphate buffered saline): 20 mM NaP; / 145 mM NaCl, pH 7,4

2.1.9 Losungen

1-fach Immunomix (IMM): 10 mM PBS, 0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat, 1%
(w/v) TX-100, 0,5% (w/v) BSA, pH 7,4

Neufeld-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 600 mM NaCl, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% NP-
40, pH 8,5

1-fach Probenpuffer: 125 mM Tris/HCL, 10 mM DTT, 1% (w/v) SDS, 10% (v/v)
Glycerol, 0,01% Bromphenolblau, pH 6,8

2.1.10 Sonstige Materialien

Kunststoffartikel

ReaktionsgefaBie (1,5 mL, 2 mL) Greiner, Niirtingen
Szintillationsgefafe (5 mL) Canberra Packard, Dreieich
Zentrikonrohrchen (50 mL, unsteril) Amicon Inc. Beverly, MA USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultur und TPA/NaClOs-Behandlung von HL-60 Zellen

Die humanen Promyelozyten der HL-60 Zellreihe wurden in sterilen Kulturgefden in
einer 5%igen CO,-Atmosphére bei 37 °C in RPMI 1640 Medium kultiviert, welchem
10% (v/v) hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (Gibco BRL, Eggenstein) und 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin hinzugefiigt wurde. Fiir die Versuche
wurden ca. je 1 Mio. HL-60 Zellen pro Probe eingesetzt. Diese wurden mit 5 x 10% M
TPA bzw. 20 mM NaClO; fiir verschieden lange Zeiten behandelt (sterile
Stammlosungen: TPA in DMSO; 1 M NaClOs in H,O). Kontrollzellen wurde die gleiche
Menge an DMSO ins Kulturmedium hinzugesetzt, wie den TPA behandelten Zellen.

2.2.2 Immuncytochemie von HL-60-Zellen

Waschlosung: PBS/NaN3
0,3% TX-100

Die HL-60 Zellen wurden iiber Nacht in einer Sixwellplatte, die mit Deckgldsern
ausgelegt war mit TPA behandelt. Nach der TPA-Behandlung hatten sich die Zellen in
Zellgruppen abgesetzt und wurden adhérent. Kontroll-HL-60 Zellen blieben in
Suspension. TPA-Zellen wurden dreimal mit je 2 ml PBS gewaschen und dann fiir fiinf
Tage mit 2 ml 4% Paraformaldehyd in PBS bei RT fixiert. Kontroll-Zellen (mit DMSO
behandelt) wurden 5 min mit 1200 rpm in der Labofuge bei RT zentrifugiert, dann mit je
10 ml PBS gewaschen (insgesamt 3x) und schlieBlich mit 10 ml 4% Paraformaldehyd in
PBS fixiert. Nach der Fixierung wurden die Kontroll-Zellen 5 min mit 1200 rpm in der
Labofuge bei RT zentrifugiert und das entstandene Zellpellet mit 3 ml PBS/0,3% TX-
100/NaN3 gewaschen (insgesamt 4x). Aus dieser Zellsuspension wurden 3 Aliquots
gebildet, 4 min mit 2500 rpm in der Eppendorf-zentrifuge bei RT zentrifugiert und
schlieBlich in 200 pl der Waschlosung resuspendiert. Dann wurden je 20 pl Ziege-non-
Immunserum zugesetzt und auf dem Drehrad 5 h bei RT inkubiert. Die TPA-Zellen
wurden einer dhnlichen Behandlung unterzogen, wobei das Volumen verdoppelt wurde.
Alle Proben wurden nun auf dem Drehrad bzw. auf der Wippe 5 h bei RT inkubiert.

Anschliefend wurde den Proben verschiedene Antiseren hinzugefiigt:
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Probe 1: 0,4 pl Kaninchen-non-Immunserum
Probe 2: MPO-Antiserum (aus dem Kaninchen)
Probe 3: monoklonale Mausantikdrper (2D5-MAb; 1:5)

Nach Zugabe dieser Antiseren wurden die Ansétze unter sténdiger Bewegung (Drehrad
bzw. Wippe) bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen 3 mal fiir 10 min

mit 1 ml Waschlosung bei RT gewaschen.

Nun wurde den Proben der 2. Antikérper in 800 ul PBS/NaN3/0,3% TX-100 beigefiigt:

Probe 1: 1,6 pl Ziege-p-Kaninchen-IgG/Cy2
Probe 2: 1,6 pl Ziege-p-Kaninchen-IgG/Cy2
Probe 3: 1,6 pl Ziege-a-Maus-IgG/FITC

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C inkubiert und dann 4x mit 1 ml der PBS-Losung
fiir 10 min bei RT gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen mit Hilfe eines Deckgldschens

und 20 pl 50% Mowiol/PBS auf einem Objekttrager fixiert.

Mikroskopiert wurde an einem Zeiss-Axiophot Fluoreszenzmikroskop mit einem 63x

Olimmersionsobjektiv.

2.2.3 Metabolische Markierung von HL-60 Zellen

2.2.3.1 Metabolische Markierung mit Met-Label

RPMI 1640 Medium : — Methionin und Cystein

+ Penicillin und Streptomycin

Lysispufter: TBS
0,5% TX-100
1 mg/ml BSA
0,5 mM IAA
0,2 M PMSF
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10 x 10° HL-60 Zellen (1 Mio./ml) wurden 3x mit je 5 ml Methionin- und Cystein-
freiem-RPMI-Medium, mit Penicillin/Streptomycin, gewaschen. Nach dem Waschen
wurden die Zellen in 9 ml des zuvor genannten Mediums, welches zusétzlich 10%
dialysiertes FKS enthielt aufgenommen. Die Zellen wurden in zwei gleichgrof3e
Aliquots gesplittet und in kleine Kulturflaschen tiberfiihrt und 1,5 h bei 37 °C in diesem
Medium gehungert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen markiert, indem ihnen 650 pl
Medium mit 1 mCi **S-Translabel steril hinzugefiigt wurden. Nach weiteren 50 min
wurde die eine Kultur mit DMSO und die andere mit TPA behandelt. Nach einer
Markierungszeit von 22 h wurden die Kulturen 5 min mit 2000 rpm bei RT zentrifugiert,
die Medien abgenommen und durch einen 0,45 pm Filter gepresst und schlie8lich auf
Eis gestellt. Die Zellen wurden einmal mit 5 ml PBS gewaschen, dann sogleich in 0,8 ml
des oben genannten Pufters lysiert, 10 min bei RT inkubiert und schlieBlich 2 min mit
14000 rpm bei RT zentrifugiert.

2.2.3.2 Metabolische Markierungen mit [35S]Sulfat

Um die Biosynthese und den Transport von Proteoglykanen in HL-60 Zellen
charakterisieren zu konnen wurde ein so genannter pulse/chase-Versuch mit [*>S]Sulfat

durchgefiihrt.

Die Zellausgangszahl betrug 23 x 10° HL-60 Zellen in 40 ml Medium, d.h. 0,8 x 10°
Zellen/ml, die auf drei Falconréhrchen verteilt wurden. Die HL-60 Zellen wurden
dreimal mit 5 ml sulfatfreiem und mit Ampicillin-versetztem RPMI-Medium gewaschen.
Die Zellen wurden dann in je 5 ml des oben genannten RPMI-Mediums, dem zuvor 10%
dialysiertes (SOy-frei), hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum hinzugefiigt worden war,
resuspendiert. Es wurde nun einer Kultur 2,5 pl DMSO, der anderen 2,5 ul 10* M TPA
(aufgelost in DMSO) hinzugefiigt und die dritte Kultur blieb unbehandelt. Um den
Zellen das Sulfat zu entziehen wurden die Zellen nun 4 h bei 37 °C inkubiert, dann 4
min mit 2000 rpm bei RT abzentrifugiert und das Medium bis auf einen Rest von 0,5 ml
abgezogen.

Die metabolische Markierung wurde, durch den Zusatz von je 0,5 mCi [**S]Sulfat G ub
und einer 10-miniitigen Inkubation bei 37 °C im Wasserbad vorgenommen. Dem

Markierungsmedium wurde nun je 1,7 ml eiskaltes RPMI-Medium hinzugefiigt, welches
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zuvor mit 10% hitzeinaktiviertem, fotalem Kaélberserum und 10 mM MgSO4 erginzt

wurde. Es wurde nach 0/30/60/120 min je 0,5 ml Zellsuspension abgenommen.

Fiir die Quervernetzung von Proteinen mit Dithio-bis-succinimidyl-Propionat (DSP)
wurden 9 x 10° HL-60 Zellen drei mal in 5 ml sulfatfreiem RPMI-Medium gewaschen
und zur Sulfatentfernung in 9 ml dieses Mediums (+ 10% FKS, dialysiert) 2 h bei 37 °C
gehungert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation (4 min bei 1000 rpm, RT)

komplett abgenommen.

Markierungsmedium: 500 pl RPMI (-SO4)/10% FKS
200 pul [**S]Na,SO4 (= ca. 2 mCi)
20 ul 0,1 mM NaOH/9% NacCl

Die Zellen wurden in diesem Medium fiir 20 min (37 °C) markiert. Nach der
Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge 20 s, RT) wurden die Zellen drei mal mit 800 pl
PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert.

2.2.4 Affinititschromatographie mit CS-Sepharose

2.2.4.1 Herstellung von konzentrierten HL-60 Zellextrakten/TPA-Medien

Waschlosung: PBS/NaNj3
0,3% TX-100

MOPS-Puffer: 70 mM MOPS/KOH, pH 6,8
1 mM MgCl,
10 mM NaCl
1 mM EGTA

Lysispufter: TBS

0,5% TX-100
5 mM [IAA
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TPA-Sekrete

In RPMI 1640 Medium kultivierte HL-60 Zellen wurden nach Zellzéhlung in Gegenwart
von 50 nM TPA in DMSO fiir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Die TPA behandelten Zellen
wurden zentrifugiert (5 min bei 2000 rpm), das TPA-Sekret abgenommen, in 2 ml
Eppendorf-caps iiberfiihrt und 2 min bei 14000 rpm in der Eppendorfzentrifuge bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand des TPA-Sekrets wurde danach fiir spitere Versuche

eingefroren.

Zur Konzentrierung der TPA-Medien wurden 2 ml der Sekrete mit der gleichen Menge
RPMI-Medium in einem 30 K Zentrikonrohrchen fiir 20 min bei 5000 rpm und 4 °C
zentrifugiert (eine Zentrifugation hat ausgereicht!). Die konzentrierten Medien wurden
entnommen und eingefroren und das Filtrat wurde auf Eis gestellt.

Um die MPO-Aktivitit des TPA-Mediums mit der Aktivitdt der schon vorhandenen
MPO 1III (s. 2.1.5) vergleichen zu konnen, wurde ein o-Dianisidin-Test (s. 2.2.5)
durchgefiihrt. Dazu wurden je 10 pl der frischen nicht-konzentrierten TPA-Medien, 10
ul MPO 1II (verdiinnt 1:1000), 10 pl RPMI und die gleiche Menge an Puffer mit 30 pl
H,0O versetzt und nach dem unter Punkt 2.2.4 benannten Schema behandelt und

ausgewertet.

Fir den MPO-immunoblot (Punkt 3.3.2.1) wurden die Zellen wie unter Punkt 2.2.1
beschrieben, vorbereitet. Um zu kontrollieren, ob die TPA-Zellen Aggregate gebildet
hatten und an den Wénden der Platte adhdrent geworden waren, wurden sie am néchsten
Morgen unter dem Mikroskop angesehen. Nach dieser Kontrolle wurden die
Zellsuspensionen in 2 ml Eppendorf-caps tiberfiihrt und in der Eppendorfzentrifuge 4
min mit 2000 rpm bei RT herunter zentrifugiert. Die Medien wurden vorsichtig
abgenommen, auf Eis gestellt, die Zellen mit 1,5 ml PBS gewaschen und abermals in der
Eppendorfzentrifuge 4 min mit 2000 rpm bei RT zentrifugiert. Der Waschiiberstand
wurde entfernt, die Zellen in 0,5 ml Lysispuffer aufgelost und dann 10 min bei RT
inkubiert. Nur das TPA-Zelllysat wurde bereits nach 5 min Inkubation in das jeweilige
Loch, welches zuvor 1x mit 2 ml PBS vorsichtig ausgespiilt wurde, der Sixwell-Platte
zuriickpipettiert, damit noch adhirente Zellen ebenfalls lysiert werden und so moglicher
Inhalt fiir die Auswertung des Versuchs nicht verloren gingen. Danach wurde das Lysat

wieder in das Reaktionsgeféss iiberfithrt. Um Kerne und Zelltriimmer zu entfernen,
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wurden die Zellen und die Medien 1 min mit 14000 rpm bei 4 °C in der
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, in neue Eppendorf-caps

tiberfiihrt und auf Eis gestellt.

Die Aufarbeitung der Zellen und Medien in Versuch 3.3.2.2 (Sdulendiagramm) erfolgte
dhnlich. AuBer, dass die Zellen mit 0,5 ml PBS gewaschen und in Lysispuffer aufgelost
und dann 6,5 min bei RT inkubiert und in das jeweilige Loch der 24-er Platte
zuriickpipettiert wurden. Zur Messung der Aktivitdit der MPO wurde der unter 2.2.5
genannte assay aus den Zellen und Medien unverdiinnt, beim 4,25 h Versuch mit einer

1:10 Verdiinnung der Zellen, durchgefiihrt.

Zur Aufbereitung der Zellen fiir den pulse/chase-Versuch mit [*°S]Sulfat (Punkt 3.3.1),
wurden die Zellsuspensionen 1 min in der Eppendorfzentrifuge mit 4000 rpm bei RT
abzentrifugiert, so dass die Medien von den Zellen getrennt wurden. Die Medien wurden
dann auf Eis gestellt und die Zellen 1x mit 0,5 ml eiskaltem PBS/10 mM MgSO,
gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 0,5 ml TBS/0,5% TX-100/1 mg/ml BSA/5 mM
JAA fiir 10 min bei RT extrahiert und die Zellkerne fiir 1 min bei 14000 rpm in der
Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert.

2.2.4.2 Affinititschromatographie mit CS-Sepharose

Tris-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,4

Tris-/BSA-Puffer: 17 mM Tris/HCI, pH 7,4
0,33 mg/ml BSA

2.2.4.2.1 Bestimmung der Bindungsstirke von MPO/proMPO an CS-Sepharose

Zur Vorbereitung des Experiments wurden die CS-Sédulen zuerst mit 2 M NaCl und dann
mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, gewaschen. Die Siule wurde mit einer zuvor erstellten
Losung beladen, bestehend aus: 0,5 ml HL-60 Sekret + 1,5 ml 10 mM Tris/HCI, pH 7.4,
oder mit 3 pl MPO 1II verdiinnt mit 497 pl 10 mM Tris/HCI, pH 7,4. Die Durchfliisse
wurden aufgefangen. 10 ml des Tris-Puffers dienten dazu, die Sdule abermals von nicht

gebundenen Proteinen zu befreien und die Waschlosungen wurden aufbewahrt.
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AnschlieBend wurde in 300 pl-Schritten mit steigender Kochsalzkonzentration eluiert.
Die erste Fraktion enthielt nur den 10 mM Tris/HCIl, pH 7,4 Puffer und ab der 2.
Fraktion kamen je 50 mM NaCl hinzu, ansteigend bis zu einer Molaritdt von 500 mM in
der letzten Probe. Am Ende des Experimentes wurden die Séulen wie unter Punkt
2.2.3.1 bereits beschriecben gewaschen und es wurde ein MPO-Aktvititstest
durchgefiihrt, wobei die Fraktionen und der Durchfluss 1 : 5 mit 10 mM Tris/HCl, pH

7.4, verdiinnt wurde.

2.2.4.2.2 Einfluss von saurem pH-Wert auf die Bindung von MPO an CS-Sepharose

Zuerst wurden 2 pl MPO mit einem ml des Tris-Puffers verdiinnt. Zur Vorbereitung der
Affinititschromatographie wurden 5x8 mm Séaulen, die mit 200 pul CS-Sepharose C1-4B
gefiillt waren, mit 5 ml der Tris-Losung édquilibriert. Die CS-Sdulen wurden je 10 min
mit der MPO III-Losung beladen und die Durchfliisse aufgefangen. Danach wurden die
Séulen mit 10 ml des Tris-Puffers gewaschen und diese Waschlosung wurde ebenfalls
aufbewahrt. Die Sdulen wurden nun mit je 0,2 ml Puffer eluiert, wobei der pH-Wert der
einen Sédule konstant gehalten wurde, wihrend der pH-Wert der anderen auf pH 3,5,
abgesenkt wurde, indem von der 3. bis zur 7. Fraktion 0,2 ml 10 mM NaCitrat, pH 3,5
auf die Sdule gegeben wurde. Von Fraktion 8 wurde wieder mit 0,2 ml 10 mM Tris/HCI,
pH 7,4, gewaschen. Von der 12. bis zur 16. Fraktion wurde dann bei beiden Reihen mit
0,2 ml 10 mM Tris/HCl/1 M NaCl, pH 7.4 eluiert. Die Fraktionen und der Durchfluss
wurden dann 1:10 mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, verdiinnt, die Waschlosung blieb
unverdiinnt und es wurde dann ein MPO-Aktivititstest (wie in 2.2.5 erldutert)

durchgefiihrt. Es wurden Doppelwerte ermittelt.

2.2.4.2.3 CS-Sepharose-Affinititschromatographie mit Procathepsin D

Fiir den Bindungsversuch von Procathepsin D wurden 40 pl-Sdulen verwendet, die mit 5
ml Tris-Puffer (s.0.) vorgewaschen wurden. Beladen wurden sie 10 min mit 0,5 pg
Procathepsin, die in 70 pl 17 mM Tris-/BSA-Puffer aufgeldst wurden. Die Sdulen
wurden dann mit 2,5 ml des 10 mM Tris-/BSA-Puffers gewaschen und gleich danach
mit 2,5 ml des Tris-Puffers ohne BSA. Eluiert wurde in 40 pl-Schritten mit Tris-Puffer

und zunehmender Kochsalzkonzentration.
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2.2.4.2.4 CS-Sepharose-Affinititschromatographie mit Met [**S]-Label markierten
HL-60 Sekreten

1,1 ml des Met [**S]-Label markierten und mit TPA versetzten Mediums wurde 2 min
mit 14000 rpm in der Eppendorfzentrifuge bei RT zentrifugiert, um eventuell noch
vorhandene Zelltriimmer zu entfernen. 0,5 ml des Uberstandes wurden abgenommen und
mit 4,5 ml Tris-Puffer verdiinnt und auf eine 200 pl Chondroitinsulfat-Sepharose-Saule
aufgetragen. Eine Kontrollsiule mit Athanolamin-Sepharose C1-4B wurde parallel dazu
in gleicher Weise beladen. Die Affinititschromatographie wurde fast identisch wie in
Punkt 2.2.4.2.1 bereits erldutert durchgefiihrt, auBer dass die Séulen in diesem Fall mit je
3 ml des Tris-Puffers vorgewaschen wurden, und nach dem Auftragen der markierten
Substanz solange gespiilt wurde, bis keine Radioaktivitit mehr nachweisbar war (in
diesem Fall mit 20 ml Tris-Puffer). Die ersten 5 Fraktionen der Elution enthielten 10
mM Tris/HCI, pH 7,4, die néchsten 5 Fraktionen wurde zusétzlich 1 mg/ml CS
hinzugefiigt. Je 20 pl aus jeder Fraktion wurden mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit

versetzt und im Fliissigkeitsszintillationszéhler gemessen.
2.2.5 Enzymaktivititsbestimmung (o-Dianisidin-Test)

Um die Aktivitdit der MPO messen zu konnen wurden 40 pl der jeweiligen Probe bei
Raumtemperatur (RT) in 96-Loch Mikrotiterplatten mit 160 ul Substrat versetzt,

welches sich aus folgenden Substanzen zusammensetzt:

0,8 mM o-Dianisidin

0,1 M  Na-Citrat, pH 5,5

0,125% TX-100 (als Detergenz, da o-Dianisidin sich nur schwer 16st)
0,1 mM H,0,

Es wurden Doppelwerte mit und ohne Hemmung durch 0,01% Natriumazid erstellt. Die
MPO-Aktivitdt wurde durch NaNj3 gehemmt, jedoch die anderen im Medium bzw. im
fotalen Kélberserum enthaltenen Peroxidasen nicht. Die MPO-Aktivitit wurde als
NaNsz-hemmbare Aktivitdt definiert; diese wurde spektrophotometrisch durch

Bestimmung der Extinktion bei 450 nm ermittelt und in relativen Einheiten angegeben.
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Um die Messwerte der verschiedenen Versuche miteinander vergleichen zu konnen,
wurde zuvor der lineare Bereich des oben genannten Aktivititstests ermittelt. Dazu
wurde folgender Versuch durchgefiihrt:

Es wurden 2 Proben erstellt. Die eine Probe enthielt 20 ul MPO III (1:2000 verdiinnt)
und die andere 20 ul MPO III (1:10000 verdiinnt). Beide wurden mit je 80 pul o—
Dianisidinsubstrat versetzt. Danach erfolgte fir 6 min die Messung der Aktivitdt
(Extinktion 450 nm) in 10 Sekunden-Abstinden im Photometer. Bei der 1:10000
Verdiinnung der MPO konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Zeit und der
MPO-Aktivitdt festgestellt werden. Im abgeflachten hinteren Bereich wiirde man
groflere Werte bekommen, wenn nicht schon das gesamte Substrat verbraucht wire, d.h.
man misst zu geringe Werte. Die Aktivitidt wire eigentlich hoher. Daher wurden alle

Aktivitétstest dieser Arbeit im linearen Bereich durchgefiihrt.

——MPO 111/2000 MPO-Aktivitat,
—e— MPO 111/10000 Abhangigkeit von der Inkubationsdauer

2,0
1,8 1
1,6
1,4 1
1,2 1
1,0
0,8 1
0,6 1
0.4 1
0,2 1
0,0 %

0 100 200 300 400 500 600

Inkubationsdauer (s)

rel. Aktivitat (A405)

Abb. 2.1 Darstellung des linearen Bereichs der MPO-Aktivitit. Zwei MPO III-Proben wurden 1:2000
und 1:10000 verdiinnt. Je 20 pl dieser Proben wurden mit 80 pl o—Dianisidinsubstrat versetzt und im
Photometer bei einer Extinktion von 450 nm gemessen. Die Ablesung erfolgte fiir 6 min in 10 Sekunden-

Absténden.
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2.2.6 Fillung mit CTAB

Nach der Aufarbeitung der Zellen wurde 100 pl des Zellextraktes bzw. des Mediums
entnommen und diese mit 40 pl 5% CTAB fiber Nacht bei 4 °C gefillt. Am néchsten
Morgen wurden Medien und Zellen in der Eppendorfzentrifuge 5 min mit 14000 rpm bei
RT zentrifugiert und die entstandenen Pellets 2x mit 0,8 ml NaCl gesittigtes eiskaltem
Ethanol gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Pellets in 90 pl 1,5-fach
Probenpuffer (+SH) aufgelost. Je 45 pl dieser Probe wurden in ein Szintillationsgefal3
tberfiihrt, mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt, gut durchmischt und im
Fliissigkeitsszintillationszidhler gemessen, um den Einbau von radioaktivem Sulfat in
Proteoglykane feststellen zu konnen. Die andere Hélfte der Probe wurde bei - 20 °C fiir

die SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese (SDS-PAGE) eingefroren.

2.2.7 Protein-Gelelektrophorese

2.2.7.1 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

(nach Lammli, 1970; modifiziert nach Hasilik und Neufeld,1980)

Es wurden 15%ige Polyacrylamidgele folgender Zusammensetzung verwendet:

Substanzen Trenngel 15% (ml) Sammelgel 6.4% (V/ml)
30% Acrylamid 15 1,6

1% Bisacrylamid 4.7 1,1

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 7,5 ---

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 --- 2,5

Aquabidest 2,4 4.7

10% (w/v) SDS 0,3 0,1

TEMED 0,025 0,01

25% APS 0,1 0,04

Geldicke: 15%

Anodenpuffer: 23 mM Tris
384 mM Glycin
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mit H,O aufgefiillt

Puffer sollte pH 8,3 haben, evtl. mit Trissalzen korrigieren

Kathodenpuffer: 23 mM Tris
384 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
8 x 10°% (w/v) Bromphenolblau

Bromphenolblau und SDS wurden immer frisch zugesetzt
Polyacrylamidgelherstellung

Zu Beginn wurden die Glasplatten griindlich mit Ethanol gereinigt, aufeinandergelegt,
mit Silikon abgedichtet und zusammen geklammert. Die Trenngellosung wurde bis 0,6
cm unterhalb der Probentaschen eingefiillt und mit einem Gemisch aus Isopropanol, 1,5
M Tris/HCI, pH 8,8, und H>O Verhiltnis (2:1:1) tiberschichtet. 30 min spéter war die
Polymerisation abgeschlossen und das Sammelgel konnte gegossen werden. Die
Flissigkeit oberhalb des Trenngels wurde abgesaugt und verbleibende Tropfen mit
Filterpapier entfernt. Nach dem vorsichtigen Einfiillen der Sammelgellosung (moglichst
ohne Luftblasen), wurde der Kamm eingesteckt. Nach weiteren 30 min war die

Polymerisation abgeschlossen und der Kamm konnte entfernt werden.
Auftragen der Proben

Die Proben wurden in 1,5-fach konzentrierten Probenpuffer aufgelost und zusammen
mit einem '*C-markierten, molekularen Massenstandard 5 min bei 95 °C gekocht und
dann auf das 15%ige Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Standard diente dazu, die
apparente Molekularmasse der dargestellten Proteine zu bestimmen. Um Randeffekte zu
vermeiden, blieben mindestens die beiden duBleren Taschen des Gels ohne Probe und
wurden, wie alle freibleibenden Taschen, mit dem 1,5-fach Probenpuffer befiillt.
Nachdem die Gele vorsichtig mit dem Kathodenpuffer iiberschichtet worden waren,
konnte die Elektrophorese mit 20 mA/Gel gestartet werden. Sobald die
Bromphenolblau-Bande das Sammelgel durchlaufen hatte und das Trenngel erreichte,
wurde die Stromstirke auf 30 mA/Gel erhoht. Kurz vor dem Auslaufen der

Bromphenolblau-Bande wurde die Elektrophorese gestoppt.

49



Material und Methoden

2.2.7.2 Vorbereitung der Gele fiir die Fluorographie
(nach Laskey und Mills, 1975)

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel dreimal fiir je 20 min (Mindestzeit)
in DMSO-Bad I-1II entwéssert und dann iiber Nacht im DPO-Bad inkubiert (120 g DPO
in 440 ml DMSO). Am nichsten Tag wurde das Gel fiir ca. 45 min gewissert, damit das
DPO auskristallisiert. Zuletzt wurde das Gel zwischen zwei Lagen Zellophan auf einem
Geltrockner, der an einer Vakuumpumpe angeschlossen war, fiir 2 h bei 60 °C unter
Vakuum getrocknet und unter Vakuum fiir ca. 1 h abgekiihlt. Die radioaktiven Banden
wurden zur qualitativen Auswertung des Gels mit Hilfe von Rontgenfilmen sichtbar
gemacht. Das getrocknete Gel wurde in einer Rontgenfilmkassette zwischen zwei
Rontgenfilme gepresst und bei —-80 °C mehrere h bis Tage, je nach
Markierungsintensitét, exponiert. Zur Sensibilisierung wurden die Filme vor der

Exposition mit geringer Lichtstarke ,,vorgeblitzt™.

2.2.8 MPO-immunoblot und ECL-Entwicklung

2.2.8.1 Probenvorbereitung und Beladen der Gele

1x Probenpuffer (+SH): 125 mM Tris/HCL, pH 6,8
1% SDS
10% Glycerin
20 mM Dithiothreitol (DTT)

Fiir die Vorbereitung der Proben wurde jeweils 20 pl der Zellextrakte und 20 pl Medien
in ein separates Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Des Weiteren wurde 10 pl von der 1:100
verdiinnten MPO III und 5 pl von dem Prestained Protein Marker (BioLabs, New
England) vorbereitet. Alle Proben wurden mit aqua dest. auf das gleiche Volumen (20
ul) gebracht, dann mit 5 pl 5x Probenpuffer (+SH) versetzt und schlieBlich 5 min bei 95
°C mit offenem Deckel gekocht. Die Proben wurden nun auf zwei Minigele (15%; 1,5
mm, 22 Taschen) aufgetragen und die Elektrophorese mit 120 V pro Gel gestartet und
sobald die Bromphenolblau-Bande das Trenngel erreicht hatte auf 200 V pro Gel erhoht.
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2.2.8.2 Western blotting

Transferpuffer (10x): 1,92 M Glycin (144,13 g/l)
250 mM Tris (30,29 g/l)
wurde mit H,O aufgefiillt, der Puffer sollte
pH 8,2 haben, evt. mit HCI einstellen

Transferpuffer (1x): 100 ml Transferpuffer (10x)
+200 ml Methanol
+700 ml H,0O

Die nun getrennten Polypeptide wurden mit Hilfe der semi-dry-Apparatur (BioRad,
Miinchen) auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Dazu wurden auf dem Boden
(Anode) der Apparatur zwei Lagen mit Transferpuffer gut durchtrinktes GB 004-
Filterpapier gelegt. Hierauf folgte die Nitrozellulose-Membran, das Gel und
abschlieBend zwei Lagen von dem in Transferpuffer getranktem Filterpapier. Mit einer
Glaspipette wurden dann vorsichtig Luftblasen aus dem Stapel herausgepresst, um einen
gleichméfigen Kontakt der einzelnen Lagen zueinander herzustellen. Den Abschluss der
blotting-Apparatur bildete die Kathode. Die Apparatur wurde gut verschlossen und das
Western-blotting bei einer Stromstirke von 120 mA (ca. 1 mA/cm?) fiir 2 h bei RT

eingeleitet.

2.2.8.3 Immundetektion nach Western blotting

Blockierungsreagenz (,,Blotto*): 5% [w/v] Magermilchpulver
50 mM Tris/HCI, pH 7,8
0,05% [v/v] TX-100
0,01% [v/v] Antifoam A
2 mM Calciumchlorid

TBS (10x): 1,5 M NaCl (175,32 g/l)
500 mM Tris (121,14 g/l
auf 2 Liter mit H,O auffiillen und
mit HCI, pH 7,4 einstellen
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TBS-T: 1x TBS
0,1% TX-100

Nachdem der Transfer abgeschlossen war, wurde die Nitrozellulose-Membran fiir 2 h
bei 37 °C auf einer Wippe in 9 ml Blockierungsreagenz abgesittigt. Nach dieser Zeit
wurde der erste (gegen die MPO gerichtete) Antikdrper hinzugegeben (Verdiinnung
1:3000) und das Ganze iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlraum auf der Wippe inkubiert. Am
ndchsten Morgen wurde die AntikOrperlosung verworfen und die Nitrozellulose-
Membran griindlich bei RT mit TBS-T gewaschen, d.h. 2x kurz mit TBS-T ausgespiilt,
dann einmal 10 min auf der Wippe und dann wieder 2x kurz mit TBS-T nachgespiilt.
Nach dem Waschen wurde der blot 1 h bei 37 °C auf der Wippe mit dem zweiten
Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG, an Meerrettichperoxidase gekoppelt) 1:6000
verdiinnt in Blotto inkubiert.

Auch die zweite Antikorperlosung wurde im Anschluss an die Inkubation verworfen und
die Nitrozellulose-Membran (zur Reduktion unspezifischer Hintergrundsignale) wie

zuvor bereits beschrieben gewissenhaft gewaschen.

Fir den Procathepsin D dot blot wurden die eluierten Proben der
Affinititschromatographie (s. Punkt 2.2.4.2.3) genommen, mit 50 mM Tris/HCl +
Img/ml BSA 1:3 verdiinnt und je 2 pl dieser Probe auf eine Nitrozellulose-Membran
aufgetragen. Die Immundetektion erfolgte in der gleichen Weise, wie unter Punkt 2.2.8.3

beschrieben. Abweichend hiervon waren lediglich die Antikorper.

1. Antikorper: o Cathepsin D (1:2500 verdiinnt)
2. Antikdrper: Ziege-anti- Kaninchen-IgG (1:3000 verdiinnt)

Die ECL-Entwicklung erfolgte wie unter dem nachfolgenden Punkt beschrieben.

2.2.8.4 ECL-Entwicklung (enhanced chemiluminescence)

Die ECL-Reaktion beruht auf der Emission von Licht nach Spaltung von Luminol durch
die Meerrettichperoxidase. Fiir die ECL-Entwicklung wurde geméiB Anleitung des
Herstellers (Amersham Pharmacia, Freiburg) jeweils 50 pl der Losung A und 2 ml der

Losung B entnommen und unmittelbar vor Gebrauch gemischt. In der Dunkelkammer
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wurden die blots auf eine handelsiibliche Haushaltsfolie gelegt und mit der Mischung
aus Losung A und B betriufelt. Die Haushaltsfolie wurde iiber die Nitrozellulose-
Membran gebreitet und mit einer Glaspipette wurde das Luminolsubstrat sorgfiltig tiber
die Nitrozellulose-Membran verteilt. Die ECL-Reaktion sollte mindestens eine min bei
RT in Gang kommen. In die Entwicklungskassette wurde erst eine zuvor zugeschnittene
Klarsichtfolie gelegt, hierauf die Nitrozellulose-Membran (Haushaltsfolie wurde
verworfen), dann eine zweite Klarsichtfolie und zum Abschluss der Film. Die Kassette
wurde verschlossen und je nach Stdrke des Lichtsignals wurde der Rontgenfilm fiir
verschiedene Zeiten (bis 30 min) exponiert. Die Filme wurden dann entwickelt und am

Schluss zum Trocknen aufgehéngt.

2.2.9 Quervernetzung von Proteinen mit Dithio-bis-succinimidyl-Propionat (DSP)

Um nachweisen zu konnen, dass die MPO im trans-Golgi/TGN-Bereich mit Serglycin
interagiert, wurde ein membrangéngiger Quervernetzer eingesetzt (DSP).

Hierfiir wurden die Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und dann 10 min im Wasserbad bei
37 °C mit 1 mM Dithio-bis-succinimidylpropionat (DSP) in PBS inkubiert. Nach der
Quervernetzung wurden die Zellen fiir 20 s in einer Eppendorfzentrifuge bei
zunehmender Drehzahl und RT zentrifugiert und die Pellets einmal mit 800 pl TBS
gewaschen. Die anschliefende 5-miniitige Zelllyse erfolgte in 900 pl Lysispuffer mit
10% FKS und nach Zusatz von 9 pl 200 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) bei
RT. Zur Hemmung, der bei der Zelllyse freigesetzten Proteinasen, dienten die
Proteinaseinhibitoren des FKS, das IAA und das PMSF. Mit einer 2-miniitigen
Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge (14000 rpm) wurde die Lyse abgeschlossen,
der Uberstand iiberfiihrt und abermals 1 h lang mit 18000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde weiter verwendet.

2.2.10 Immunpriézipitation der quervernetzten Proteine

Fiir die Immunprézipitation wurden 6 Proben (800 pl) des Zellhomogenates mit dem
gleichen Volumen einer Staph. A-Zellwandsuspension (Pansorbin) fiir 30 min auf dem
Drehrad bei 6 °C praabsorbiert. Mit Hilfe der Staphylokokken werden alle unspezifisch
bindenden Proteine aus den Proben entfernt. Die Proben wurden dann 1 min bei RT

abzentrifugiert (13000 rpm). Der Uberstand wurde 30 min in der Sorvall T 21-

53



Material und Methoden

Zentrifuge bei 4 °C  mit 18000 rpm abzentrifugiert. Der Probe 1 wurde 6 pl
Nonimmunserum (+50% Glycerol), sie diente zur Kontrolle, den Proben 2 und 3 wurde
je 3 ul MPO-Antiserum und den Proben 4 und 5 wurden je 2 ul o — LIMP II (0,44
mg/ml + 50% Glycerol) hinzugefiigt und {iber Nacht bei 6 °C inkubiert. Am folgenden
Tag wurde den Proben je 40 pul einer 10%-igen Suspension vorbehandelter
Staphylokokken zugesetzt und darin 30 min auf dem Drehrad bei 6 °C inkubiert. Auf
diese Weise gehen die Immunkomplexe mit dem Protein A der Bakterienzellwand eine
Bindung ein. Nach einer 1-miniitigen Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge bei RT
wurden, zur Beseitigung von unspezifisch bzw. nur schwach gebundenen Proteinen, die
entstandenen Staph. A-Sedimente gewaschen. Die Pellets wurden je dreimal in 800 pl
Immunomix (IMM), zweimal in 800 ul Neufeldpuffer und einmal in 800 pl 1:10
verdiinntem TBS gewaschen (Puffer siche Punkt 2.1.9). Die Proben wurden in 50 pl des
1,5-fachen, reduzierenden Probenpuffers bei 95 °C aufgekocht, danach 1 min in der
Eppendorfzentrifuge bei RT abzentrifugiert und die Uberstéinde in neue Eppendorf-caps
iiberfiihrt. Je 10 pl von den Proben wurde im Fliissigkeitsszintillationszdhler gezihlt.
Der {iibrige Teil der Probe wurde auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (siche
Punkt 2.2.8). Die Geldicke betrug 15%.
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3 Ergebnisse

3.1 Immuncytochemie von HL-60 Zellen

Das Modellsystem dieses Projekts waren HL-60 Zellen, wobei das spezielle Interesse
dem granuldren Transport der MPO galt. Diese ist in den azurophilen Granula der
gewihlten Zellen reichlich vorhanden. Mit Hilfe eines Antikdrpers gegen die MPO und
Immunfluoreszenz konnten die azurophilen Granula sichtbar gemacht werden (Abb.1 A
oben, rechts). Diese befinden sich im relativ diinnen Cytoplasmaanteil, der sich um den
dominierenden Kern der nicht adhérenten Zellen, erstreckt. Ein weiteres, im
Cytoplasma vorkommendes Organell sind die Lysosomen. Um diese Lysosomen
bildlich darstellen zu kénnen, wurden die HL-60 Zellen mit einem weiteren Antikdrper
behandelt (Abb. 3.1 A oben, links). Das LAMP-2 (lysosomal assoziiertes
Membranprotein) ist ein Glykoprotein, welches sich in der Membran der Lysosomen
befindet (Hunziker und Geuze, 1996) und dort, neben anderen Aufgaben, eine
Schutzfunktion fiir diese Membran besitzt. Gema3 Wickner und Lodish (1985) gehoren
sie zu den Typ I Membranproteinen, welche eine membrandurchspannende Doméne
und einen zytosolischen C-Terminus besitzen. Beide Systeme (azurophile Granula und
Lysosomen) sind an der Phagozytose beteiligt und haben in den HL-60 Zellen ungefahr
die gleiche Grofe.

Im Phasenkontrastbild (Abb. 3.1 A) kann man sehr gut Zellausldufer erkennen, jedoch
besitzen diese Promyelozyten noch keine amdboide Beweglichkeit; diese Fahigkeit
bleibt den reifen Granulozyten vorbehalten.

Die in Abb. 3.1 B abgebildeten HL-60 Zellen wurden mit TPA (50 nM) behandelt.
Durch die Behandlung wurden die Zellen adhérent und bildeten Zellaggregate. Sie
weisen im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen keinerlei Zellfortsdtze mehr auf. Die
azurophilen Granula sind in diesen Zellen deutlicher zu erkennen, da sich die Zellen
durch das Anheften auf dem Kulturboden abflachen und strecken, so dass
zytoplasmatisch gelegene Zellorganellen besser sichtbar werden. Bei der diffusen
zytoplasmatischen Hintergrundfarbung handelt es sich um das MPO-haltige
endoplasmatische Retikulum, welches trotz 650-facher Vergroferung und

Olimmersionsobjektiv im klassischen Fluoreszenzmikroskop nicht aufgeldst wurde.
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Immuncytochemie von HL-60 Zellen

A. Kontroll HL-60 Zellen

Lamp-2 MPO

B. Phorbolester-behandelte HL-60 Zellen

MPO MPO Kontrolle

Abb. 3.1 A Fluoreszenzmikroskopische und Phasenkontrastbilder von HL-60 Zellen, nach
Behandlung mit Lamp-2 Antikérpern und MPO-Antikérpern.

Die LAMP-2 Antikorper farben die Lysosomen; die MPO-Antikorper die azurophilen Granula an. Gut

sichtbar auch die Zellfortsatze im Phasenkontrastbild (untere Reihe).

Abb. 3.1 B Darstellung der gleichen Zellen nach Behandlung mit Phorbolester.

Die Zellen aggregieren und werden adhéarent. Azurophile Granula sind hier besser zu erkennen. Zu sehen
ist auch das proMPO-haltige endoplasmatische Retikulum, als diffuse zytoplasmatische Farbung.

In der Kontrollfarbung sind die Zellen im Fluoreszenzbild trotz starker Belichtung durch das Fehlen des
ersten Antikorpers, nur durch diffuse, unspezifische Hintergrundfarbung schemenhaft zu erkennen.
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3.2 Affinititschromatographie reifer MPO und proMPO an CS-

Sepharose

3.2.1 Vergleich der Bindungsstirke von proMPO und reifer MPO

Um iiber die Interaktion der MPO mit dem Chondroitinsulfat des Serglycins eine
Aussage treffen zu kdnnen, wurde eingehend deren Bindungsverhalten untersucht.

In diesem Versuch wurde mit Hilfe eines Salzgradienten die Stirke der ionischen
Interaktion der reifen MPO mit Chondroitinsulfat-Sepharose (CS-Sepharose) gemessen
und mit der der proMPO verglichen. Zwei CS-Sepharose-Sdulen wurden 15 min bei RT
beladen, die Eine mit verdiinnten HL-60 Sekreten (proMPO) und die Andere mit der
reifen MPO. Durch schrittweise Steigerung der Salzkonzentration im Puffer (pH-Wert
7,4) wurde die gebundene proMPO bzw. MPO eluiert.

Dabei zeigte sich, dass sowohl proMPO, als auch reife MPO ihr Elutionsmaximum bei
fast gleicher Salzkonzentration (zwischen 200 mM und 350 mM) haben (s. Abb.3.2)
und demnach anndhernd gleiche Bindungseigenschaften besitzen. Wihrend die reife
MPO nahezu vollstindig an die CS-Sepharose-Sdule band, gingen nur etwas mehr als
40% der proMPO mit der CS-Sepharose-Siule eine Bindung ein. Das Propeptid alleine
scheint somit keine Rolle fiir die Interaktion mit Chondroitinsulfat zu haben.

Es kann nunmehr grundsitzlich festgestellt werden, dass die proMPO in der Lage ist in
zelluldrer Umgebung, d.h. bei einer lonenstirke von 145 mM NaCl, an die
Chondroitinsulfat-Ketten des Serglycins zu binden. Um darstellen zu kdnnen, wie die
proMPO mit dessen Hilfe zum Speicherungsort gelangt, wurde in den nédchsten
Experimenten die Biosynthese und der Transport des Serglycins in die azurophile

Granula verfolgt.
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Bindung von proMPO und reifer MPO an CS
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Abb. 3.2 Affinititschromatographie von proMPO und reifer MPO an CS-Sepharose. HL-60 Zellen
wurden iiber Nacht in Gegenwart von 50 nM TPA bei 37 °C inkubiert. Zwei CS-Sepharose-Séulen
wurden 15 min bei RT beladen: die Eine mit verdiinnten HL-60 Sekreten (proMPO); die Andere mit der
reifen MPO. Das gebundene Enzym wurde durch schrittweise Steigerung der Salzkonzentration im Puffer

(pH 7,4) von den Séulen eluiert.

3.2.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung der MPO an CS-Sepharose

In dem unter Punkt 3.2.1 beschriebenen Experiment konnten gezeigt werden, dass die
MPO durch ionische Interaktion an CS-Sepharose bindet.

Im néchsten Experiment ging es darum herauszufinden, ob eine Erniedrigung des pH-
Wertes Einflul auf deren Wechselwirkungen hat. Da der pH-Wert in den Granula
deutlich unter dem Neutralpunkt liegt, wére eine pH-induzierte Dissoziation von
Serglycin und MPO analog zur pH-induzierten Dissoziation von lysosomalen Enzymen
und M6P-Rezeptoren denkbar. Zu diesem Zweck wurde die gereinigte MPO mit 10 mM
Tris/HCl, pH 7,4 (schwach ionische Bedingungen), versetzt und auf eine CS-Sepharose-
Sdule aufgetragen. Die MPO hatte nun 10 min Zeit (RT) mit dem Chondroitinsulfat zu
interagieren. Die Sdulen wurden nach der Inkubationszeit mit dem gleichen Puffer
griindlich gewaschen. Es wurden zwei Sdulen beladen, die bis auf eine kurzzeitige
Absenkung des pH-Wertes auf 3,5 (durch Gabe von 10 mM Na-Citrat anstelle des Tris-
Puffers) der einen Séule, gleich behandelt wurden. Zuletzt wurde alle noch gebundene
MPO durch 1 M NaCl eluiert. Die Messungen der MPO-Aktivitét in den Eluaten ist in
der folgenden Graphik (Abb. 3.3) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass die
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Anderung des pH-Wertes in den sauren Bereich, somit die teilweise Entladung der
Glucuronsiduren (pKy= 3,6), keinen Einfluss auf die Bindung der MPO an die CS-
Sepharose hat. Dadurch dass, das Sulfat der Chondroitinseitenketten bei pH 3,5 ganz
deprotoniert vorliegt und dementsprechend negativ geladen ist, bleibt die MPO
gebunden. Unter Kontrollbedingungen (pH 7,4) konnen sich die ionischen
Wechselwirkungen voll entfalten. Erst die Erhohung der Salzkonzentration, durch
Zugabe von 1 M NaCl-Losung, konnte die Interaktion stéren und die MPO vom
Chondroitinsulfat 16sen (wird im folgenden Experiment genauer veranschaulicht).

Wie in einem, hier nicht gezeigtem Experiment dargestellt werden konnte, fiihrte
allerdings die Erhohung des pH-Wertes auf 12,0 dazu, dass die MPO nicht an CS-
Sepharose band. Daraus kann geschlossen werden, dass die funktionellen Gruppen der
basischen Aminoséuren der MPO (Lysin und Arginin; pKy 10,8 bzw.12,5) deprotoniert

wurden und somit essentiell fiir die Bindung an CS sind.

Bindung von MPO an CS bei pH 3,5 und pH 7.4

—e— pH 3,5-shift
0,20 —®— Ko ohne shift
NaCl (M) ungepuffert

A—Ah—A—A

NaCl (M)

MPO-Aktivitat
(relative Einheiten)

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fraktion (Nummer)

Abb. 3.3 Bindung von MPO an CS-Sepharose bei pH 3,5 und pH 7,4. Gereinigte MPO (2 pl) wurde
mit 10 mM Tris/HCL, pH 7,4 (1 ml), versetzt und auf zwei 5x8 mm Séulen, die mit 200 pl CS-Sepharose
Cl-4B gefiillt waren, aufgetragen. Nach einer 10-miniitigen Inkubationszeit (RT) erfolgte bei einer Sdule,
eine kurzzeitige Absenkung des pH-Wertes auf 3,5 durch Gabe von 0,2 ml 10 mM Na-Citrat. Zuletzt
wurde die gebundene MPO durch 1 M NaCl eluiert.
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3.3 Einfluss von TPA auf die Sekretion von Serglycin und MPO in
HL-60 Zellen

3.3.1 Quantifizierung des Serglycins durch [35S]Sulfat-Markierung und Fillung
mit CTAB-haltigen Puffer

Grundlage des nichsten Experiments sind die Forschungsergebnisse von Lohmander et
al. (1990), in dessen Arbeit eine ausgeprigte Sulfatierung des Chondroitinsulfats in HL-
60 Zellen gezeigt werden konnte. Da es sich bei dem Hauptvertreter der Proteoglykane
in HL-60 Zellen um das Serglycin handelt, kann davon ausgegangen werden, dass der
Hauptanteil des von den Zellen aufgenommenen Sulfats, in dieses Proteoglykan
eingebaut wird. Aus diesem Grund kann man, mit Hilfe des markierten Sulfats und der
gemessenen Radioaktivitdt, den Anteil des sezernierten und des in die Granula
transportierten Serglycins herausfinden.

Die HL-60 Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben vorbereitet, wobei eine
Zellkultur zusidtzlich mit TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat) behandelt
wurde. Danach folgte eine 10-miniitige metabolische Markierung mit [**S]Sulfat. Nach
der Markierung wurde dem Medium 10 mM MgSO, hinzugefiigt und nach 0, 30, 60
und 120 min je 0,5 ml der Zellsuspension entnommen.

CTARB ist ein Detergenz, welches in der Lage ist mit Proteoglykanen wasserunldsliche
Komplexe zu bilden. Somit kann durch Zugabe von CTAB-haltigen Puffer das
[*S]sulfatierte Serglycin aus Zellhomogenaten und Medien isoliert und insbesondere
von radioaktivem Sulfat getrennt werden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass
nicht nur intaktes, sondern auch proteinolytisch verdndertes Serglycin gefallt wird, so
dass auf diesem Weg auch Material erfasst werden kann, welches bereits partiell
degradiert wurde. Um das tiberschiissige CTAB wieder von dem Serglycin zu entfernen,
wurden die Pellets mit NaCl-geséttigtem Ethanol gewaschen. Die Prazipitate wurden in
Probenpuffer aufgelost und geteilt. Eine Hélfte der Probe wurde mittels
Flissigkeitsszintillationszédhlung analysiert, die andere Hailfte der markierten
Proteoglykane mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe der Fluorographie sichtbar
gemacht (siche Abb. 3.4). Das Ergebnis zeigt, dass das [**S]Sulfat in ein Molekiil mit
einer heterogenen molekularen Masse oberhalb von 220 kDa eingebaut wird. Diese ist
charakteristisch ~ fliir =~ Serglycin.  Hauptverantwortlich  fiir die  scheinbare

Massenheterogenitit sind die unterschiedlich langen Glykosaminoglykanketten.
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Fluorogramme der Medien, sowie der Extrakte markierter, mit TPA behandelter Zellen,
zeigten, dass bereits nach 30 min das gesamte Serglycin fast nur noch im Medium
gefunden wurde.

Dies bestdtigt die These, dass TPA — ein Aktivator Diacylglycerol-abhiangiger
Proteinkinasen - die Sekretionsrate nicht nur in U937-Zellen stark ansteigen lésst
(Lemansky und Hasilik, 2001), sondern dass dieses Phdnomen auch bei HL-60 Zellen
zu beobachten ist.

In den Medien findet man, unter dem Einfluss von TPA, eine Steigerung der
Sekretionsrate auf das 1,7-fache (Diagramm Abb. 3.4). Vergleicht man den Gehalt von
Serglycin in den Zellen mit dem in den Medien, so sicht man, dass das in den Zellen
verbleibende Serglycin abgebaut wird, wéhrend das sezernierte Serglycin erhalten
bleibt. Betrachtet man den 2 h-Wert in der Lauffront, so siecht man eine Anreicherung
von niedermolekularem Material. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um bereits in
den Granula fragmentiertes Serglycin. Dies kann man als einen Hinweis darauf werten,
dass das Serglycin in ein lytisches Kompartiment transportiert wurde; wahrscheinlich in
die Granula, die mit den fiir den Abbau bendtigten Enzymen ausgestattet sind. Das
Serglycin der TPA-behandelten Zellen wurde bereits nach 30 min in hohem Malle
ausgeschiittet und deshalb nimmt der relative zellulire Gehalt hier auch deutlich

schneller ab als in den Kontrollzellen.
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Kontrolle TPA
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Abb. 3.4 Quantifizierung des Serglycins durch [**S]Sulfat-Markierung und Fillung mit CTAB-
haltigen Puffer. Die HL-60 Zellen wurden fiir 10 min mit [*S]Sulfat metabolisch markiert. Dem
Medium wurde 10 mM MgSO, hinzugefiigt und nach 0, 30, 60 und 120 min je 0,5 ml der Zellsuspension
entnommen. Die Zellen wurden dann mit 0,5 ml TBS/0,5% TX-100/1 mg/ml BSA / 5 mM JAA fiir 10
min bei RT extrahiert, 100 pl des Zellextraktes bzw. des Mediums wurde entnommen und mit 40 pl 5%
CTAB iiber Nacht bei 4 °C gefillt. Die Pellets wurden mit NaCl-gesittigtem Ethanol gewaschen. Die
Prézipitate wurden in Probenpuffer aufgelost und geteilt. Eine Hélfte der Probe wurde mittels
Fliissigkeitsszintillationszéhler analysiert; die andere Hailfte der markierten Proteoglykane mittels SDS-

PAGE aufgetrennt und mit Hilfe der Fluorographie sichtbar gemacht.
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3.3.2.1 Erhohung der Sekretion des MPO-Proteins, unter dem Einfluss von TPA

In einem weiterem Versuch ging es darum den Transport der MPO zu den azurophilen
Granula, durch hinzufiigen von TPA und NaClOs, zu beeinflussen. Mit einer erneuten
Behandlung der HL-60 Zellen mit TPA, wurde versucht die Speicherung von Serglycin
abermals zu verhindern. Um die negative Ladung der Proteoglykane zu verringern,
wurde Natriumchlorat, ein Hemmstoff der Zellsulfatierung ohne negativen Einfluss auf
die Proteinsynthese (Béuerle und Huttner, 1986), eingesetzt.

Die HL-60 Zellen (1 x 10° Zellen/ml) wurden mit 50 nM TPA bzw. 20 mM NaClO;
iiber Nacht inkubiert. Kontrollzellen, erhielten nur DMSO. Die Zellen wurden lysiert
und zu gleichen Anteilen mittels SDS-Page und MPO-immunoblotting analysiert.

Das Ergebnis in Abb. 3.5 zeigt, die verschiedenen Formen der MPO in HL-60 Zellen
und deren Sekrete. Es handelt sich hierbei um die 85 kDa schwere proMPO, welche den
Golgi-Apparat verldsst, um in den Granulavorstufen zur intermedidren MPO
heranzureifen und schlielich in den azurophilen Granula als reife Form gespeichert zu
werden (Hasilik et al., 1984; Nauseef et al., 1992). Zusitzlich findet man MPO-
Fragmente mit einem Molekulargewicht von 43-47 kDa, die wihrend des Kochens in
Probenpuffer durch autokatalytische Prozesse entstanden sind (Taylor et al., 1992).
Auch hier zeigt sich, dass unter dem Einfluss von TPA, im Vergleich zu den
Kontrollzellen, die Vorlaufer-MPO vermehrt in das Medium sezerniert wurde. Im
Medium waren zudem die reifen Formen dieses Enzyms nicht detektiert. In den
behandelten Zellen werden kaum schwere und leichte Ketten der reifen MPO kaum
gebildet. Es scheint, als wiirde die neu synthetisierte MPO sofort in das Medium
abgegeben und nicht in den azurophilen Granula gespeichert bzw. fragmentiert werden.
Damit ist gezeigt, dass die MPO é&hnlich dem Serglycin im Normalfall teilweise
sezerniert und teilweise in die azurophile Granula transportiert wird. Unter dem Einfluss
von TPA hingegen werden beide Makromolekiile fast komplett sezerniert. Dieser
Befund macht eine Komplexbildung beider Makromolekiile miteinander wéhrend des
granuldren Transports innerhalb der HL-60 Zellen wahrscheinlich. Eine
Komplexbildung in vitro wurde hier (Abb. 3.7) beschrieben.

Die Verminderung der Sulfatierung, und dadurch der negativen Ladung der
Proteoglykane, durch die Zugabe von Natriumchlorat scheint keinerlei Auswirkungen
auf den Transport der MPO in die azurophile Granula in HL-60 Zellen zu haben. Dies

konnte bedeuten, dass die negative Ladung der Carboxylgruppe der Glucuronséurereste
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in Chondroitinsulfat ausreicht, um die MPO zu binden und so den Transport in die
Granula zu gewéhrleisten.

Um die Bildung der leichten Ketten der reifen MPO zu demonstrieren, wurde ein Teil
einer lingeren ECL-Exposition dieses blots der Abbildung (s. Abb.3.5) unten angefiigt,

da die erste Exposition ein zu schwaches Signal hatte.

Zellen Medium

MPO Ko NaClO; TPA Ko NaClO; TPA

(kDa)
vMPO
iMPO — —_— — 8
srMPO— ‘ - — 62
mro= @ S@Bess  x: g¥F — 45
— 32.5
— 25
rMPO — @ - — 165

IrMPO* —— . - s .

Abb. 3.5 Erhéhung der Sekretion des MPO-Proteins, unter dem Einfluss von TPA. HL-60 Zellen
wurden mit 20 mM NaClO; bzw. 50 nM TPA {iber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und zu
gleichen Anteilen mittels SDS-Page und MPO-immunoblotting analysiert. Aufgrund des hohen Gehalts
an Serumalbumin im Medium wurde nur ein Anteil von 4:1 fiir die Zellextrakt und die Medien
verwendet, was durch eine héhere ECL-Exsposition der Mediumproben wieder ausgeglichen wurde. Zum
Vergleich wurden 0,7 pg reife MPO als zusétzliche Bande auf dem Gel aufgetragen. Wegen des
schwachen Signals der leichten Kette der MPO, wurde eine lingere ECL-Entwicklung dieser blot-Region
der Abbildung unten angehingt (IrMPO*). vMPO= vorldufige (unreife) MPO, iMPO = intermedidre
MPO, stMPO = schwere Kette der reifen MPO, fMPO = MPO-Fragmente, Ir'MPO = leichte Kette der
reifen MPO. (Ein Teil der Mediumprobe (1. Kontroll-Bahn) ging beim Auftagen auf das Gel aus versehen

verloren.)
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3.3.2.2 Erhohung der Sekretion enzymatisch aktiver MPO unter dem Einfluss
von TPA

Um die Steigerung der Sekretionsrate der MPO durch TPA auch quantitativ darstellen
zu kénnen, wurde das folgende Experiment durchgefiihrt:

HL-60 Zellkulturen (2 x 10° Zellen/mL) wurden mit 50 nM TPA/DMSO bzw. nur
DMSO fiir 4,25 h und, in einem weiteren Versuch, iiber Nacht inkubiert. Nach Waschen
und Lysieren der Zellen wurde die MPO-Aktivitit im Medium und in den Zelllysaten
gemessen.

Im ersten Teil des Experiments (4,25 h —Inkubation) konnte bei den Kontrollzellen eine
relative Sekretionsrate von 6,6 + 0,7% (n=10) gemessen werden und fiir die TPA-
behandelten Zellen (Abb. 3.6 A ) eine relative Sekretionsrate von 10,9 + 0,7% (n=10).
In der Kontrolle wurden 1,52 + 0,16 mU (n=10) im Medium und 21,4 mU in den Zellen
gefunden, und in dem Ansatz mit TPA waren es 2,68 + 0,17 mU (n=10) bzw. 21,8 mU.
Auch in diesem Ergebnis findet sich wieder eine deutliche Zunahme der MPO-
Sekretion (1,63-fache Steigerung). Diese Zunahme ist mit der 1,7-fachen Steigerung der
Serglycin-Sekretionsrate aus dem vorangegangenem Experiment (Punkt 3.3.1, Abb. 3.4)
vergleichbar.

Diese Resultate zeigen, dass zwischen der Verteilung der neu synthetisierten MPO
(0,63/1,63=39%) und der des neu synthetisierten Serglycins (0,8/1,8= 44%) in die

azurophile Granula der HL-60 Zellen ein Zusammenhang wahrscheinlich ist.

Auch im zweiten Teil des Versuchs konnte dieses Ergebnis bestitigt werden. Die HL-60
Zellen wurden iiber Nacht mit TPA inkubiert, dementsprechend hoch zeigte sich die
relative Sekretionsrate der MPO (2,02-fache Steigerung). So konnte bei den
Kontrollzellen eine relative Sekretionsrate von 18,7 + 3,9% (n=12) gemessen werden
und fiir die TPA-behandelten Zellen (Abb. 3.6 B ) eine relative Sekretionsrate von 37,8
+5,2% (n=12). In der Kontrolle wurden 1,48 + 0,3 mU im Medium und 27,0 mU in den
Zellen gefunden, und in dem Ansatz mit TPA waren es 1,99 + 0,27 mU bzw. 13,46 mU.

Auch wenn die relativ lange Inkubationszeit bei dem zweiten Experiment noch weitere

ungeklarte Effekte auf die HL-60 Zellen gehabt haben konnte, so scheint dennoch auch

in diesem Fall das TPA fiir die Sekretionssteigerung verantwortlich zu sein.
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Wie bereits erwdhnt (Punkt 3.3.1), konnte eine &hnliche Sekretionssteigerung in
vorangegangenen Experimenten fiir Lysozym und Chondroitinsulfat in mit TPA-
behandelten U937-Zellen nachgewiesen werden (Lemansky und Hasilik, 2001).

Die kurze Behandlung der HL-60 Zellen (4,25 h) fiihrte zu einer relativ schnellen
Steigerung der MPO-Sekretion, so dass anzunehmen ist, dass dieser Effekt nicht auf

eine vermehrte Biosynthese der MPO zuriickgefiihrt werden kann.
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Abb. 3.6 Erhohung der Sekretion enzymatisch aktivierter MPO unter dem Einfluss von TPA. HL-
60 Zellkulturen (2 x 10° Zellen/mL) wurden mit 50 nM TPA/DMSO bzw. nur DMSO inkubiert. Nach
Waschen und Lysieren der Zellen wurde die MPO-Aktivitit im Medium und in den Zelllysaten, mittels o-
Dianisidin-Test, gemessen. Die relative Sekretionsrate der MPO ist dargestellt als Standardabweichung
(A: n=10; B: n= 12) in Prozent der gesamten Aktivitdt in Zellen und Medium.

A Inkubation mit TPA fiir 4,25 h B: Inkubation mit TPA iiber Nacht
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3.3.3 Quervernetzung von MPO mit Serglycin in HL-60 Zellen

Im folgenden Experiment wurde der membranpermeable Quervernetzer DSP
verwendet, der zwei Amin-reaktive Succinimidgruppen. Dieser Quervernetzer hat den
Vorteil, dass selbst schwache bzw. mittelstarke Protein/Protein- bzw.
Protein/Proteoglykanwechselwirkungen durch kovalente Fixierung sichtbar gemacht
werden konnen.

Wenn Serglycin den granuldren Transport der MPO vermittelt, sollte eine
vorlibergehende Interaktion beider Molekiile im #rans-Golgi bzw. TGN-Bereich
zustande kommen und nachweisbar sein. Daher wurden HL-60 Zellen fiir 20 min mit
[*°S]Sulfat markiert und anschlieBend fiir 10 min mit DSP fiir 10 min quervernetzt. Da
die Sulfatierung ein Ereignis des trans-Golgi-Apparates ist, sollte das Serglycin dort
markiert werden und wihrend der Quervernetzungsphase mit den Molekiilen reagieren,
die mit ihm auf den Weg in die Granula wechselwirken. Dies sollten einerseits
,Frachtmolekiile” sein, die mit Hilfe von Serglycin in die Granula verpackt werden,
andererseits sollten auch Wechselwirkungen mit membraninserierten Sortiermolekiilen
stattfinden, die das Serglycin mit seiner ,,Fracht aus den Sekretionsweg in granulére
Transportvesikel dirigieren.

Eine Wechselwirkung kann nun durch Einsatz von spezifischen Antikdrpern gegen ein
beliebiges Protein nachgepriift werden. Wenn auBler dem spezifischen Protein auch
[*°S]Sulfat-markiertes Serglycin immunprézipitiert wird, weil man, dass es eine
Wechselwirkung zwischen diesen Molekiilen im trans-Golgi bzw. im TGN gegeben
hat.

Im vorliegenden Experiment wurde ein nichtimmunes Kaninchenserum und ein
Kaninchen- Antiserum gegen humane MPO und LIMP-II zur Immunprézipitation
verwendet. Diese Immunprizipitate wurden unter reduzierenden SDS-PAGE
Bedingungen analysiert.

Wie zu erwarten war, wurde mit nichtimmunem Kaninchenserum kein [*°S]Sulfat-
markiertes Serglycin prézipitiert. Auch beim Einsatz eines LIMP-II spezifischen
Antiserums wurde kein Serglycin koprézipitiert. Nur nach Immunprézipitation der MPO
wurde [*’S]Sulfat-markiertes Serglycin koprizipitiert. Die MPO und das LIMP-II
wurden selber nicht oder nur so schwach markiert, dass sie bei der vorliegenden 4-

tdgigen Exposition den Rontgenfilm kein Signal ergaben.
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Damit ist der Nachweis erbracht, dass die MPO im frans-Golgi/TGN-Bereich mit
Serglycin interagiert, d.h. in dem subzelluldren Bereich, in dem das Sortieren stattfindet.
Dagegen scheint das LIMP-II als eines der Hauptmembranproteine von Lysosomen
keine Bedeutung fiir das Sortieren von Serglycin zu haben. Dies lésst sich aber nicht
letztgiiltig behaupten, da die Quervernetzung nur bei Vorhandensein reaktiver
Aminogruppen in einem Reagenz-abhidngigen Abstand voneinander (1,2 nm bei DSP)
moglich ist Auch eine geringe Anzahl von freien Aminogruppen im luminalen Teil von
LIMP-II, bzw. deren Abschirmung durch stérende Kohlenhydratseitenketten hétten eine
Quervernetzung behindern kdnnen.

Wird die MPO aus [*°S]Sulfat-markierten HL-60 Zellen immunprizipitiert, die nicht
mit DSP behandelt wurden, wird bereits ein gewisser Grad an Coprézipitation von
[*°S]Sulfat markiertem Serglycin erreicht, der aber durch DSP-vermittelte
Quervernetzung massiv gesteigert werden kann (siehe Veroffentlichung: Lemansky et

al., 2003).
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Abb. 3.7 Untersuchung einer Co-Immunpriizipitation des 5S-markierten Proteoglykans aus
Extrakten DSP-behandelter HL-60 Zellen mit anti-MPO und anti-LIMP-II Antikérpern. HL-60
Zellen wurden 20 min mit [*°S]Sulfat markiert und anschlieBend 10 min mit DSP quervernetzt. Aus
Aliquots von Zellextrakten wurden danach die MPO und das LIMP-II immunprézipitatiert. Der Pfeil

markiert die Grenze von Sammel- und Trenngel.
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3.3.4 Affinititschromatographie der in Anwesenheit von TPA-sezernierten

Proteine an CS-Sepharose

In den zuvor beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die MPO an die
Chondroitinsulfat-Ketten des Serglycins bindet und mit dessen Hilfe in die azurophile
Granula gelangt. Im néchsten Versuch sollte geklért werden, ob auch andere positiv
geladene Polypeptide an CS-Sepharose binden und so zu ihrem Speicherungsort
gelangen konnen.

HL-60 Zellen wurden 22 h mit Met [358]-Labe1 markiert und mit 50 nM TPA inkubiert.
Die Medien wurden je zur Hélfte auf einer CS-Sepharose-Séule und als Kontrolle auf
einer Athanolamin-Sepharose-Siule aufgetragen. Danach wurden die Siulen solange
gewaschen, bis in der Waschldsung < 500 cpm/ml nachweisbar war. Athanolamin dient
zum Abbinden der CNBr(Cyanobromid)-aktivierten Bindungsstellen. CNBr-aktivierte
Sepharose bindet freie NH,-Gruppen im CS, so dass CS-Sepharose entsteht. Als
Kontrollsdule dient die Bindung von Athanolamin, wobei die Aminogruppen die
reaktiven CNBr-Gruppen bindet und am anderen Ende der Séule eine OH-Gruppe nach
auflen zeigt.

Die Elution erfolgte durch Zugabe von 5 x 200 pl 1 mg/ml CS. Deutlich zu erkennen ist
eine Steigerung der Radioaktivitdt, direkt nach der Zugabe von 1 mg/ml CS, in den
Fraktionen 6-9 der CS-Sdule. Die Polypeptide des Eluats zeigen die gleiche Mobilitét
wie die aus den TPA-Sekreten immunprézipitierte MPO, so dass es sich hier teilweise
um die MPO handelt. Eine Identifizierung der Proteine ist anhand dieses Versuchs nicht
erfolgt. Es ist wahrscheinlich, dass CS kationische Polypeptide bindet, die in die
azurophile Granula transportiert werden (Levy, 1996).
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Abb. 3.8 Affinititschromatographie der in Anwesenheit von TPA-sezernierten Proteine an
Athanolamin- bzw. CS-Sepharose. HL-60 Zellen wurden 22 h mit Met [*°S]-Label markiert und mit 50
nM TPA inkubiert. Die markierten Medien wurden je zur Hélfte auf einer CS-Sepharose-Séule (CS-
Sepharose) und als Kontrolle auf einer Athanolamin-Sepharose-Siule (EA-Sepharose) aufgetragen.
Danach wurden die Sdulen mit 20 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,4 Puffer, gewaschen, bis in der
Waschlosung < 500 cpm/ml nachweisbar war. Die Elution erfolgte mit 5 x 200 ul 1 mg/ml CS in
Tris/HCI, pH 7,4 Puffer. Die Lage der MPO-Polypeptide (Pfeile) entsprechen der in Abb. 11.

vMPO= vorlédufige (unreife) MPO, iMPO = intermedidre MPO, stMPO = schwere Kette der reifen MPO,
fMPO = MPO-Fragmente, Ir'MPO = leichte Kette der reifen MPO
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3.3.5 Bindungsverhalten von Procathepsin D an CS-Sepharose

Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass an CS-Sepharose
zusétzlich zur MPO mehrere Polypeptide binden. Im folgenden Versuch wurde das
Bindungsverhalten von Procathepsin D, einem weiteren Kandidaten des Serglycin-
Transportwegs, untersucht.

Es ging darum zu testen, ob am Transport von Procathepsin D das Serglycin beteiligt
sein konnte. Hierzu wurden eine CS-Sepharose-Siule und eine Athanolamin-Sepharose-
Saule (Kontrolle) mit je 0,5 pg Procathepsin D (in 70 pl 17 mM Tris-/BSA-Puffer
aufgelost) 10 min beladen und mit steigender Kochsalzkonzentration eluiert. Von diesen
Elutionen wurde ein dot blot erstellt (Abb. 3.9 A). In Abbildung 3.9 B ist ein Western
blot von Procathepsin D (Pro-CD) zu sehen, das fiir die Versuche verwendet wurde.

In der dot blot-Untersuchung zeigt sich, dass das Pro-CD an CS-Sepharose bindet und
mit steigender Salzkonzentration (100-350 mM NaCl) allmihlich eluiert wird. Im
Unterschied dazu ldsst sich das an Athanolamin-Sepharose gebundene Pro-CD bei
niedrigeren Salzkonzentrationen eluieren (100-200 mM NacCl).

Das Procathepsin D scheint somit prinzipiell in der Lage zu sein mit CS ionische

Verbindungen einzugehen.
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Abb. 3.9 Elution von Procathepsin D von CS-Sepharose. Eine CS-Sepharose-Sdule und eine
Athanolamin-Sepharose-Séule (EA-Sepharose) wurden mit je 0,5 pg Procathepsin D (in 70 pl 17 mM
Tris-/BSA-Puffer aufgeldst) 10 min beladen und mit steigender Kochsalzkonzentration eluiert.

A: Dot blot der oben genannten Elutionen. Es wurden je 2 x 2 pl der Eluate auf eine Nitrozellulose-
Membran nebeneinander aufgetragen (Doppelreihen).

B: Western blot von gereinigtem Procathepsin D (aus dem Kulturbestand rekombinanten Baculovirus

infizierter Spodoptera-Zellen).
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, den Transportmechanismus der MPO in die azurophilen
Granula von HL-60 Zellen, einer humanen myeloblastiren Zelllinie, zu untersuchen.
Das Sortieren der MPO in die azurophilen Granula ist bei diesen Zellen nicht
vollstdndig. Ein Teil der MPO (ca. 50%) wird, wie unter Punkt 1.3.2.4 beschrieben, als
Vorldaufermolekiil sezerniert. Der in der Zelle verbleibende Anteil der MPO wird
proteinolytisch modifiziert, d.h. nach Abspaltung des 14 kDa Propeptids zur reifen
MPO umgesetzt (leichte plus schwere Kette) und als solche in den azurophilen Granula
gespeichert (Hasilik et al., 1984; Nauseef et al., 1988).

In den letzten Jahren war die Suche nach einem spezifischen Mechanismus fiir die
Sortierung von lysosomalen und granuliren Enzymen in ihren jeweiligen
Speicherungsort Inhalt vieler wissenschaftlicher Arbeiten (Gullberg et al., 1997;
Dittmer et al., 1999, und andere). Bereits 1984 konnte gezeigt werden, dass MPO und
lysosomale Enzyme mit M6P-Signalen ausgestattet werden (Hasilik et al, 1984).
Allerdings fithrt die Hemmung des Mo6P-Rezeptorabhidngigen Transports durch
Inkubation von HL-60 Zellen mit NH4ClI nicht zu einer Fehlsortierung der MPO. Dies
deutete auf einen alternativen Mechanismus fiir den granuléren Transport der MPO hin.
In zwei jlingeren Arbeiten, Andersson et al. (1998) und Biilow et al. (2002), wurde die
Rolle des Propeptids beim granuldren Transport der MPO untersucht.

Studienobjekt der Arbeit von Andersson et al. (1998) war die murine granulozytére
Zelllinie 32D, eine mit Neutrophilen verwandte Linie. In diesen Zellen wurde zum
einen die Wildtyp-MPO (wt-MPO) und zum anderen eine MPO-Mutante transfiziert,
letzterer fehlte das Propeptid. Die wt-MPO wurde normal prozessiert und als
proteinolytisch gereifte Form in azurophilen Granula dhnlichen Vakuolen von 32D-
Zellen gespeichert. Die Propeptid-defiziente Variante wurde zu einem wesentlich
geringeren Teil als die wt-MPO sezerniert. Sie gelangte jedoch auch nicht in die
Vakuolen, wurde nicht zur reifen Form mit leichter und schwerer Kette prozessiert und
hatte eine deutlich geringere Halblebenszeit. Obwohl die Autoren daraus schlossen, dass
die Prosequenz wichtig fiir das targeting der MPO sei, lassen die publizierten Daten
alternative Interpretationen zu, beispielsweise dass das Propeptid wichtig fiir die
korrekte Faltung der MPO im ER ist. Probleme wéhrend dieses Faltungsprozesses
konnen sekundér zu Stérungen des granuldren Transports dieses Enzyms fiihren. Denn

nur die richtige, dreidimensionale Konformation ermdglicht einen Export aus dem
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endoplasmatischen Reticulum und letztendlich eine Interaktion der MPO mit Serglycin.
Die Autoren eines kiirzlich erschienen Review-Artikels (Stevens und Adachi, 2007)
sehen in der Bindung von basischen Proteinen an Serglycin eine weitere, dem ER-
assoziierten Qualitdtskontrollmechanismus nachgeschaltete Kontrollinstanz, um korrekt
gefaltete, funktionierende Proteine von fehlgefalteten und damit funktionsgestorten
granuldren Proteinen zu trennen.

Die Arbeitshypothese dieser wissenschaftlichen Arbeit beruht auf der Beobachtung,
dass viele granuldre Proteine basisch sind und mit Hilfe des Proteoglykans Serglycin in
die Granula transportiert werden (siche Auflistung weiter unten). Durch den unter Punkt
3.2.1 beschriebenen Versuch konnte gezeigt werden, dass die reife MPO und die
proMPO an CS-Sepharose binden. Beide MPO-Formen konnten bei fast gleicher
Salzkonzentration (zwischen 200 mM und 350 mM) eluiert werden. Dieser Befund
unterstiitzt die Hypothese, dass die MPO mit den GAG-Seitenketten von Serglycin
interagiert und dass in diesem Zusammenhang das Propeptid nicht, wie von Andersson
et al. (1998), und Biilow et al. (2002) postuliert fiir den Transport der MPO
entscheidend ist. Ginge man davon aus, dass alleine die Prosequenz die hauptsidchliche
Bindungsstelle wire, so konnte man erwarten, dass die reife MPO schon bei wesentlich
niedrigeren Salzkonzentrationen eluiert werden wiirde.

Die Beobachtung, dass die proMPO, im Gegensatz zur reifen MPO, nicht vollsténdig,
sondern mit nur etwas mehr als 40% an die Chondroitinsulfat-Sepharose-Saule band, ist
vermutlich auf Bestandteile des Kulturmediums zurtickzufiihren, in dem das Proenzym
appliziert worden ist.

Im néchsten Versuch (3.2.2) wurde untersucht, ob eine Verdnderung des pH-Wertes
Auswirkungen auf die Stirke der Interaktion zur CS-Sepharose hat. Der in den spéten
Endosomen herrschende saure pH-Wert (< 6) dient dazu, die an den Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor gebundenen lysosomalen Proteine zu 16sen. Da der pH-Wert in den
azurophilen Granula ebenfalls unter dem Neutralpunkt liegt, gilt es zu untersuchen, ob
das saure Milieu dazu dient, die MPO wieder von dem Serglycin zu 16sen.

Dies kann man ganz klar verneinen, denn (s. Versuch 3.2.2) eine Absenkung des pH-
Wertes auf 3,5 fiihrte nicht zu dem erwarteten Effekt. Die MPO verblieb an der Saule.
Dies liegt wahrscheinlich daran, dass das Sulfat der Chondroitin-Seitenketten auch bei
diesem pH-Wert deprotoniert vorliegt. In einem vorangegangenen Experiment (nicht
Teil dieser Arbeit) wurde gezeigt, dass die funktionellen Gruppen der basischen

Aminosduren der MPO (Lysin und Arginin; pKy 10,8 bzw.12,5) eine entscheidende
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Rolle fiir die Bindung spielen. Werden diese durch Erhéhung des pH-Wertes auf 12
grofBtenteils deprotoniert, so kann das CS nicht mehr mit der MPO interagieren. Wenn
man jedoch den pH-Wert auf 3,5 absenkt (wie in Versuch 3.2.2 gezeigt), kann das nun
immer noch negativ geladene Chondroitinsulfat an die MPO binden und erst wieder
durch Erh6hung der Salzkonzentration (auf 1 M NaCl) gelost werden. Der Versuch
zeigt auch, dass eine Ansduerung des Milieus, wie es in Endosomen und Lysosomen
geschieht, nicht zum Abkoppeln der MPO vom Serglycin fithren kann. Verhindert man
die Ansduerung der Lysosomen von HL-60 Zellen mit Hilfe von NH4Cl, l4duft der
Transport der MPO ganz normal weiter (Hasilik ef al.; 1984). D.h. zu der Freisetzung
kommt es vermutlich durch den raschen Abbau von Serglycin im sauren Milieu der
Granula in diesen Zellen. Die unter Punkt 3.3 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass TPA
einen Effekt auf das fargeting von MPO und Serglycin in HL-60 Zellen hat. Beide
wurden unter dessen Einfluss ungeféhr zu gleichen Teilen, MPO zu 39% und Serglycin
zu 44%, vom granuldren Weg, zum extrazelluliren Weg umgeleitet. Diese Beobachtung
ist mit der Moglichkeit kompatibel, dass beide in einem Verbund in Vesikeln in die
Granula transportiert werden. Ein dhnlicher Versuch wurde bereits von Lemansky und
Hasilik et al. (2001) durchgefiihrt. Diese konnten bei einer humanen promonozytischen
U937 Zelllinie eine durch TPA induzierte, fast vollstdndige Sekretion der Proteoglykane
und eine damit korrelierte fast vollstindige Sekretion von Lysozym beobachten. Die
Sortier-Effizienz des Transportes von Lysozym scheint allerdings weniger effektiv zu
sein als bei der MPO, da nur etwa 33% des neusynthetisierten Lysozyms in die
Lysosomen transportiert werden, obwohl ca. 80% des Serglycins dorthin gelangen.
Diese Beobachtung konnte auch in einem weiteren Versuch der durchgefiihrten
Versuchsreihe bestdtigt werden (s. Verdffentlichung Abb. 1 A). Bei der
Affinitidtschromatographie von Lysozym und MPO an CS-Sepharose, wurde Lysozym
wesentlich  friher von der Saule eluiert, was auf schwichere ionische
Wechselwirkungen schlieBen ldsst. Serglycin, als eines der am héaufigsten
vorkommenden Proteoglykane in hématopoetischen Zellen, ist an vielfdltigen
biologischen Prozessen beteiligt und erfiillt innerhalb der Zelle zahlreiche Funktionen
(siehe Einleitung). An dieser Stelle sollen die gewonnenen Erkenntnisse der letzten
Jahre aufgefiihrt und mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen bzw. diskutiert
werden.

Das Serglycin wird unter anderem in humanen Mastzellen exprimiert (Humpbhries et al.,

1992), in welchen es, geméal Abrink et al. (2004), fiir die Bildung von sekretorischen
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Granula und deren strukturellen Aufbau zusténdig ist. Seine GAG-Seitenketten werden
in diesen Zellen zu Heparansulfat modifiziert.

Des Weiteren wird Serglycin auch in den sekretorischen Zellen von Epithelien (Kulseth
et al., 1999; Schick et al., 2001), embryonalen Stammzellen (Schick et al., 2003) und in
den Azinuszellen des Pankreas (Biederbick er al., 2003) exprimiert. Interessant
erscheint auch die Rolle der GAG-Ketten im Hinblick auf den Sortierungsprozess von
Proteinen und des Serglycin selbst zu sein. Biederbick et al. (2003) konnten zeigen,
dass in den Azinuszellen des Pankreas, die Sortierung von Serglycin in die
sekretorischen Vesikel ohne GAG-Ketten nicht erfolgen kann. Auch in anderen Zellen
scheint dieser Sortierungsmechanismus wichtig zu sein. Zellen, die Serglycin
grundsatzlich ohne diese GAG-Ketten herstellen, enthalten generell wenig Granula und
somit auch wenig lysierende Enzyme (Kolset et al., 2004). Diese Beobachtungen
konnen durch einige in dieser Arbeit durchgefithrten Versuche an HL-60 Zellen
bestitigt werden. Besonders der Versuch 3.3.4 zeigt, dass eine tempordre Interaktion
von MPO und Serglycin im #rans-Golgi bzw. TGN-Bereich zustande kommt. Zu diesem
Zweck wurden [°S]Sulfat-markierte HL-60 Zellen mit dem homobifunktionalen
Quervernetzer DSP versetzt und aus den gewonnenen Zellhomogenaten die MPO
immunprézipitiert. Ein Teil des radioaktiv markierten Serglycin wurde durch MPO-
spezifische Antikdrper mitpréazipitiert. Dies indizierte eine Vernetzung und letztendlich
die Bildung von Komplexen zwischen MPO und Serglycin. Im Unterschied dazu liel3
sich das Serglycin mit LIMP-II nicht quervernetzen. LIMP-II ist ein lysosomales
Membranprotein, das im TGN sortiert wird (Gamp et al., 2003). Die Quervernetzung
von MPO unmittelbar nach der Sulfatierung des Serglycin zeigt, dass die
Komplexbildung wahrscheinlich im frans-Golgi-Apparat erfolgt. Dies impliziert, dass
die Komplexbildung wichtig fiir deren granuldren Transport sein konnte.

Die hydrophile Natur des Serglycins und der MPO lassen vermuten, dass diese
Molekiile mit einer oder mehreren Membrankomponenten, welche fiir deren
Verpackung in granuldre Transportvesikeln zustéindig sind, interagieren (Gullberg et al.,
1997). Diese Membrankomponeten waren zur Zeit der Durchfithrung dieser Arbeit
nicht bekannt. Eine spitere Arbeit zeigte, dass der kationenunabhingige M6P/insulin-
like growth factor 11 (IGF-1I)-Rezeptor (kurz: CI-MPR), welcher zu einem geringen Teil
in der Zellmembran (ca. 10%), jedoch vorwiegend (ca. 90%) im TGN und in den
Endosomen lokalisiert ist, in diesen granuldren Sortierungs-/ Verpackungsmechanismus

involviert ist (Lemansky et al., 2007). Auch bei dieser Arbeit konnte mittels CS-
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Affinititschromatographie dargestellt werden, dass dieser klassische lysosomale
Sortier-Rezeptor, mit CS eine Bindung eingeht. Ausgehend von diesem Ergebnis,
konnte durch Quervernetzung mit DSP und nachfolgender Immunprézipitation gezeigt
werden, dass Komplexe aus Serglycin und CI-MPR gebildet werden. Dieses Phdnomen
konnte sowohl in U937 Zellen (humane promonozytire Zelllinie), als auch in HL-60
Zellen (humane promyeloblastire Zelllinie) nachgewiesen werden. In beiden Féllen
bestitigte sich eine Wechselwirkung des Serglycins mit dem CI-MPR, was die
Vermutung nahe legt, dass dieser Sortierungsmechanismus nicht nur in der Monocyten-
Makrophagenzelllinie genutzt wird, sondern auch in anderen hédmatopoetischen

Zellreihen.

Spezifische Untersuchungen der azurophilen Granula ergaben, dass diese angefiillt sind
mit vielféltigen kationischen bakteriziden Polypeptiden (Levy et al., 1996; Borregard et
al., 1997; Hancock et al., 2000), wie z.B. MPO, Defensine, Lysozym, Cathepsin G,
Azurozidin, um nur einige zu nennen (siche auch Punkt 1.2).

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die positive Ladung dieser Polypeptide nur
dazu diente, an der Oberfliche von negativ geladenen Bakterienzellwidnden zu binden,
um ihre Aufgabe in der Immunabwehr ausfithren zu konnen. Diese und viele andere
Arbeiten zeigen jedoch, dass ihre kationische Natur zusétzlich dafiir zustdndig ist, die
Enzyme mittels Serglycin in die azurophilen Granula zu schleusen. Diese These wird
auch durch die in Versuch 3.3.4 gemachten Beobachtungen unterstiitzt. In diesem
Experiment wurden die in Anwesenheit von TPA sezenierten Proteine von HL-60
Zellen auf eine CS-Saule aufgetragen. Es gelang der Nachweis, dass viele verschiedene
Polypeptide an der CS-Sepharose binden, welche erst nach Beendigung des
experimentellen Teils dieser Arbeit identifiziert wurden. Bei &hnlichen Versuchen mit
dichten Zellorganellen (Lysosomen, leukozytire Granula) aus humaner Plazenta
konnten folgende kationische Enzyme identifiziert werden: MPO (lange und kurze
Kette), Lactoferrin, Cathepsin G und Azurozidin/CAP37 (Lemansky et al., 2003;
Veroffentlichung Abb. 7). Eine &hnliche Beobachtung, die Bindung von vielen
unterschiedlichen Proteinen an CS-Sepharose, konnte bereits 1996 in einer Studie von
Kolset et al. gemacht werden. Studienobjekt waren die bereits zuvor erwéhnten U937
Zellen, welche mit TPA behandelt wurden. In diesem Fall wurden Lysozym und
Makrophagen inflammatorisches Protein-lo (MIP-1a) als positiv geladene Proteine

identifiziert, die an CS-Sepharose banden. Weitere Studien beschreiben &hnliche
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Transport-Funktionen des Serglycins und anderer Proteoglykane, z.B. beim Transport
von Proteinasen in die Granula von Mastzellen (Humphries et al., 1999; Forsberg et al.,
1999), von Gewebsplasminogen-Aktivatoren in die Sekretionsgranula von
menschlichen Endothelzellen (Schick et al., 2001) und von sekretorischen Proteinen in
die Zymogengranula von pankreatischen Azinuszellen (Schmidt et al., 2000; Biderbick
etal., 2003).

In einer Arbeit mit Serglycin knock-out Miusen konnte gezeigt werden, dass auch die
Sortierung der murinen neutrophilen Elastase in azurophile Granula vollstdndig von
Serglycin abhingig ist (Niemann et al., 2007). Interessanterweise waren die MPO und
andere kationische Proteine jedoch in normalen Mengen in den Granula von
Neutrophilen dieser Miuse vorhanden. Obwohl bei der Ubertragung von solchen, an
Tiermodellen gewonnenen Aussagen auf den Menschen Vorsicht geboten ist, ist
dennoch klar, dass zumindest in der Maus der granuldre Transport der MPO nicht allein
vom Serglycin abhéngig ist. Dies konnte bedeuten, dass die friiher bei der MPO
gefundenen M6P-Signale beim Fehlen von Serglycin aktiv werden und die MPO durch
direkte Bindung an M6P-Rezeptoren in die Granula gelangt. Evtl. besitzen Neutrophile
der Maus noch andere Proteoglykane, die die Rolle von Serglycin iibernehmen kénnen
oder zusitzliche, vollkommen unbekannte Mechanismen, die ein Sortieren von
kationischen Proteinen ermdglichen. Dieses Phédnomen, dass mehrere Mechanismen
gleichzeitig flir lebenswichtige Aufgaben existieren, ldsst sich in der Natur haufig
beobachten. Dadurch wird sichergestellt, dass eine lebenswichtige Funktion aufrecht
erhalten werden kann, selbst wenn ein Teilmechanismus versagt.

Abschlielend lésst sich feststellen, dass der Serglycin-vermittelte, granuldre Transport
der MPO (und anderer kationischer Proteine) ein Teilmechanismus ist, der die
Ausstattung von Immunzellen mit ihrem ,,Waffenarsenal und damit eine effektive
Immunabwehr sicherstellt.

Es existieren Stoffwechselerkrankungen, bei denen die Sortierung der klassischen
lysosomalen Enzyme, welche normalerweise iiber den M6P-Rezeptor sortiert werden,
gestort ist. Auf eine dieser Stoffwechselerkrankungen, der sogenannten I-Zellen-
Krankheit (Synonym: Mukolipidose Typ II; I-cell disease) soll im folgenden genauer
eingegangen werden, da hier im Besonderen die Relevanz eines solchen M6P-
Sortierungssignals fiir lysosomale Enzyme, zum tragen kommt (vergl. 1.4.2). Es handelt
sich hierbei um einen seltenen autosomal-rezessiv vererbten Enzymdefekt (Mangel an

UDP-N-Acetyl-Glukosaminyl-Phosphotransferase), bei dem es zur Ablagerung von
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Stoffwechselprodukten in den Zellen verschiedener Organe kommt. Die Speicherung
von komplexen Kohlenhydraten und Lipiden in den Lysosomen, die z.B. in
Fibroblasten lichtmikroskopisch als sogenannte Einschlusskdrperchen (inclusion
bodies) sichtbar ist, gab dieser Krankheit ihren bekannten Namen. Leroy und DeMars
(1967) definierten die Mukolipidose erstmals als eigenstindige Erkrankung und
grenzten sie zur Mukopolysaccharidose Typ I (Morbus Hurler) ab. Die klinischen
Symptome der I[-Zellen-Krankheit sind vielgestaltig und sind in der Regel schon bei
Geburt feststellbar. Besonders schwer zu behandeln sind die pulmonalen und kardialen
Komplikationen, deren Funktionseinschréinkung letztendlich bei den meisten Kindern
schon vor Erreichen des 8. Lebensjahrs zum Tod fiihrt. Erstaunlicherweise scheinen
manche Zellen dieser Patienten in der Lage zu sein, diesen Enzymmangel
auszugleichen, in dem sie wahrscheinlich auf alternative MG6P-unabhéngige
Sortierungsmechanismen zuriickgreifen. So enthalten die Lysosomen im Parenchym
von Leber, Milz, Niere und Gehirn, normale Konzentrationen an lysosomalen Enzymen
(Kornfeld, 1986; Braulke et al., 1987; Kornfeld und Sly, 1995). Zu den ensprechenden
Zellen gelangen sie also nicht auf dem CI-MPR-basierenden Sortierungssignal in ihren
Wirkungsort (Owada und Neufeld, 1982; Tsuji et al., 1988). Das gleiche Phinomen
konnte durch Glickman und Komnfeld (1993) auch an Lymphoblasten nachgewiesen
werden, obwohl auch diese Zellen die Ausbildung von Mannose-6-Phosphat Signalen
auf den Zuckern, von in diesem Fall Procathepsin D, unterblieb.

Der Hypothese folgend, dass Serglycin einen gewissen Anteil an Procathepsin D in die
Lysosomen/Granula transportieren konnte, wurde der unter 3.3.5 beschriebene Versuch
durchgefiihrt. In diesem Experiment sollte die Moglichkeit getestet werden, ob
Procathepsin D, als ein Vertreter lysosomaler Enzyme mit nicht ausgepriagtem
basischen Charakter, trotzdem mit Serglycin interagieren konnen. Diese Vermutung lief3
sich durch die durchgefiihrten Vernetzungsversuche bestétigen lief3.

Mit groBer Wahrscheinlichkeit kann man diese Transportmoglichkeit fiir alle Enzyme
mit einem neutralem isoelektrischen Punkt unter normalen zelluldren Bedingungen
ausschliefen, da diese stindig mit kationischen Proteinen um anionische
Bindungsstellen der CS-Seitenketten konkurrieren miissen. Jedoch werden bei der oben
geschilderten I-Zellen-Krankheit desgleichen nicht-basische Enzyme (z.B. B-N-
Acetylhexosaminidase) von humanen und murinen Lymphozyten reguldr in die
Lysosomen sortiert (Gable et al., 1983; Dittmer et al., 1999). Dabei konnte der Mangel

an M6P-tragenden lysosomalen Enzymen, vor allem wenn die Biosyntheserate von

79



Diskussion

Serglycin erhoht wire, zu einer enorm erhdhten Transportkapazitit von Serglycin
fiihren. Damit existieren auch fiir die schwach affinen Liganden des Serglycins wie
Procathepsin D und andere lysosomale Enzyme, eine Mdglichkeit an Serglycin in
ausreichender Menge zu binden, um mit dessen Hilfe in die Lysosomen zu gelangen.
Tatsdchlich konnte die CI-MPR vermittelte Transportkapazitit von Serglycin durch eine
Hemmung der Biosynthese M6P-haltiger Oligosaccharide an lysosomalen Enzymen
durch Tunicamycin erhoht werden (Lemansky et al., 2007). Es ist unwahrscheinlich,
dass eine solche Erhohung der Serglycin-Transportkapazitit in I-Zellen grofl genug ist,
um den Verlust von M6P-defizienten lysosomalen Enzymen auszugleichen. Zur

Klarung dieses Sachverhaltes, miissen zweifelsohne weitere Studien betrieben werden.

Um effiziente Medikamente fiir diese erkrankten Kinder entwickeln zu konnen, ist es
daher zwingend erforderlich, nicht nur den genetischen Hintergrund, sondern auch den
Mechanismus dieser Erkrankung grundlegend zu erforschen. Die Aufkldrung aller
Vorgidnge innerhalb der Zelle, unter anderem die detaillierte Entschliisselung der

normalen Sortierungsprozesse der Enzyme, bilden hierfiir die Basis.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche wissenschaftliche Abhandlungen verdffentlicht,
die iiber die bakterizide und zytotoxische Eigenschaft der MPO hinausgehen (siche
Punkt 1.3.2.4 ). Zum einen hat die MPO als leicht zu messender Entziindungsmarker
Eingang in viele Studien gefunden, bei denen Entziindungsreaktionen charakterisiert
werden (Jungbeck ef al., 2007). In anderen Arbeiten konnte eine Korrelation zwischen
MPO und arteriosklerotischen GefaBerkrankungen (KHK) hergestellt werden. Die MPO
kann durch die Bildung von Hydroxylradikalen, oxidativen Stress verursachen und
damit das Gewebe, z.B. in Gefdllen, schiadigen (Ward et al., 1983; Till et al., 1991).
Diese Schidden wirken sich, der Studienlage nach, negativ auf das kardiovaskulére
System aus, indem sie vorhandene atherosklerotische Ablagerungen (sog. Plaque)
destabilisieren. Weiterhin wirkt das Substrat der MPO, Wasserstoffperoxid, liber die
Aktivierung des NF-kB Transkriptionsfaktors auf Endothelien proinflammatorisch
(Barnes und Adcock, 1997; Ginn und Whisler, 1998; Renard und Raes, 1999).
Davidenkova und Shafron brachten 1989 die MPO zum ersten Mal mit Arteriosklerose
in Zusammenhang. Erst 10 Jahre spéter wurde dieses Thema erneut Gegenstand der
medizinischen Forschung (Jerlich et al., 1998; Saiki, 1998). Nachdem gesichert schien,

dass eine Verbindung zwischen MPO und Arteriosklerose besteht, zeigten die Studien
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von Zhang et al. (2001) und Sugiyama et al. (2001), dass die MPO-Konzentration im
Plasma von Patienten mit koronarer Herzkrankheit (CAD = coronary artery disease)
erhoht ist. Dabei scheint die MPO-Konzentration sogar mit dem Schweregrad der
Arteriosklerose zu korrelieren. Der nichste Schritt in der MPO-Forschung war, MPO als
Risikomarker, sowohl fiir Arteriosklerose, als auch fiir Patienten mit akutem
Coronarsyndrom (ACS = acute coronary syndrom) zu identifizieren, um diese in Form
von standardisierten Tests in der Klinik zu etablieren. In den letzten fiinf Jahren wurden
intensiv Nachforschungen auf diesem Gebiet durchgefiihrt (siche oben). Basierend auf
dem Wissen, dass die MPO zum einen an Entziindungsprozessen, zum anderen an
kardiovaskuléren Ereignissen beteiligt ist, wurden zu diesem Thema sowohl klinische
Studien, als auch Grundlagenforschung im Labor durchgefiihrt. Tatsdchlich konnte die
bis dato scheinbar unterschitzte Myeloperoxidase als Prognose- und Risikoindikator fiir
Herzerkrankungen identifiziert werden. Brennan ef al. (2003) und Baldus et al. (2003)
konnten in den Verodffentlichungen ihrer Studien duflerst interessante Ergebnisse
vorweisen: Hierbei wurde die Myeloperoxidaseaktivitit im Serum von Patienten mit
Brustschmerzen, bzw. akutem Coronarsyndrom (ACS) gemessen und die Resultate mit
Troponin T- und CRP (Capsel-reaktives Protein)-Spiegel der Patienten verglichen.
Dabei konnte in liberzeugender Weise dargestellt werden, dass bereits eine einmalige
Messung der MPO eine Aussage hinsichtlich des Myokardinfarktrisikos zuldsst. Mehr
noch, bei positivem Testergebnis ist sogar eine Prognose iiber ein bevorstehendes
Infarktereignis innerhalb der néchsten sechs Monate moglich. Diese Voraussage ist
dabei unabhingig vom Troponin-T (Herzmuskelzellen-spezifisches Protein) und CRP-
Wert, da diese beiden Parameter erst ansteigen, wenn Herzmuskelgewebe bereits
nekrotisiert ist, sprich ein Herzinfarkt bereits stattgefunden hat.

Lange Zeit konnte nicht geklart werden, warum Patienten trotz guter HDL-Werte unter
Arteriosklerose und einem erhohten Herzinfarktrisiko leiden. HDL (= high density
lipoprotein), wirkt protektiv auf die GefdBle, indem es freies Cholesterin aus dem
peripheren Gewebe (z.B. Arterienwénden) aufnimmt, in Cholesterinester umwandelt
und zur Leber zuriicktransportiert. Hazen (2005) konnte aufzeigen, dass diese scheinbar
gesunden Patienten ein sogenanntes ,,dysfunctionales® HDL besitzen. 2 Jahre zuvor
hatte sein Forschungsteam in Patienten mit Brustschmerzen bereits erhdhte
Myeloperoxidase-Werte (s.0. Brennan et al., 2003) feststellen konnen. Geméf der

Forschungsergebnisse von Hazen beeintriachtigt die MPO das Apolipoprotein A-I in
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seiner GefaB-protektiven Funktion, so dass atherosklerotische Plaques nicht abgetragen

werden konnen (Nicholls, S.J. et al., 2005).

Aufgrund dieser neueren Erkenntnisse und ihrer unbedingten klinischen Relevanz fiir
die Friihdiagnostik der KHK (koronaren Herzerkrankung), wird bereits an der
Entwicklung von Tests gearbeitet, mit denen die Plasmakonzentration von MPO
quantitativ bestimmt werden kann (Beispiel: Diazyme Europe GmbH, Dresden;
haidumed, Perchtoldsdorf, Austria). An der Universitéit fiir Bodenkultur in Wien (Abt.
Biochemie) wird an der Entwicklung von Inhibitoren fiir die Myeloperoxidase
gearbeitet, mit dem Ziel, die Rolle der MPO bei den oben genannten
Krankheitsmechanismen noch spezifischer zu erforschen.

Nicht zuletzt verdeutlichen diese Studien, die Bedeutung von weiterer grundlegenden
Erforschung dieses Enzyms, wobei es interessant wire herauszufinden, in wie vielen
Krankheitsmechanismen die MPO eventuell noch involviert sein koénnte und ob sich die
MPO als ,Herzmarkerenzym“ in der tdglichen Routinediagnostik der Klinik

durchsetzen kann.

Durch den Nachweis, der Beteiligung des Serglycins an den oben genannten
Transportprozessen, wurde ein weiterer Baustein fiir die Entschliisselung dieses
Teilbereichs der zelluldiren Enzymforschung gelegt. Am Ende dieser Arbeit bleibt die
Frage nach bis jetzt noch nicht aufgeklirten, alternativen Sortierungsmechanismen fiir
alle jene Enzyme, die nicht oder nur zum Teil iiber die beiden genannten Wege in die
Granula/Lysosomen gelangen, offen. Dies wird in den kommenden Jahren eine grofie
Herausforderung und ein spannendes Themenfeld wissenschaftlicher Forschung

bleiben.
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5 Zusammenfassung

Das kationische Himoprotein Myeloperoxidase (MPO) ist Bestandteil der azurophilen
Granula der neutrophilen Granulozyten. In dieser Studie sollte ein moglicher
Transportweg dieses Enzyms in die azurophilen Granula von HL-60 Zellen untersucht
werden. Als Arbeitsgrundlage diente die Entdeckung, dass das ebenfalls positiv
geladene Lysozym durch Bindung an das Chondroitinsulfat (CS) des Serglycins (Kolset
et al.,, 1996) in die Lysosomen transportiert wird (Lemansky und Hasilik, 2001).

Die Affinititschromatographie zeigte, dass reife MPO mit gleicher Bindungsstirke wie
proMPO an CS-Sepharose bindet. Dies belegt, dass die gesamte MPO mit den GAG-
Seitenketten von Serglycin interagieren kann und konnte bedeuten, dass das Propeptid
nicht alleine, wie von Andersson et al. (1998), und Biilow ef al. (2002) postuliert, fiir
den Transport der MPO entscheidend ist.

Die Absenkung des pH-Wertes auf 3,5, was zu einer Teil-Entladung der
Glucuronsiurereste (pK,~ 3,6) fiihrt, hatte keinen Einfluss auf die Bindung der MPO an
die CS-Sepharose. Ein pH-abhingiger Abkopplungsmechanismus der MPO vom
Serglycin ist somit nicht zu erwarten, was mit fritheren experimentellen Befunden gut

iibereinstimmt (Hasilik et al., 1984).

Das Sortieren der MPO und des Serglycins in die azurophilen Granula geschieht bei
HL-60 Zellen nur zu etwa 50%. Es konnte gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von
TPA der iiberwiegende Teil der restlichen Menge von MPO (39%) bzw. des Serglycins
(44%) sezerniert werden. Diese Effekte auf das fargeting lassen den Schluss zu, dass
das basische MPO-Protein und das saure Proteoglykan Serglycin evtl. als Verbund in
die Granula transportiert werden. Die Ausbildung solcher Komplexe konnte nach
Markierung von HL-60 Zellen mit [**S]Sulfat und Quervernetzung mit DSP mittels

Koimmunprézipitation nachgewiesen werden.

Das Auftragen der in Anwesenheit von TPA-sezernierten Proteine auf eine CS-
Sepharose-Séule fiihrte zur Bindung von verschiedenen Polypeptiden. Dieses Ergebnis
spricht dafiir, dass Serglycin neben der MPO auch andere, vermutlich kationische

Proteine binden und moglicherweise in die azurophilen Granula transportieren kann.
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Als eine Negativkontrolle fiir den Serglycin-Transportweg wurde das Procathepsin D
untersucht. Dieses lysosomale Enzym, mit nicht ausgeprigtem basischen Charakter,
band zwar an CS-Sepharose, jedoch war diese Bindung so schwach, dass kationische
Proteine das Procathepsin D in HL-60 Zellen wahrscheinlich vom Serglycin verdringen

wirden.
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5 Abstract

Myeloperoxidase, a cationic heme-containing enzyme, is one of the major constituents
of azurophilic granules in neutrophils. In this study we examined one possible transport
pathway into the azurophilic granules of HL-60 cells. The hypothesis of this work is
based on the observation, that positively charged lysozyme can bind to the chondroitin
sulfate(CS)-chains of serglycin (Kolset er al., 1996) and thus be transported to
lysosomes (Lemansky and Hasilik, 2001).

Affinity chromatography of mature MPO and proMPO with CS-Sepharose showed, that
the binding-strength of both, mature MPO and proMPO, to CS-Sepharose is identical.
This result indicates, that the entire MPO interacts with the carbohydrate side-chains of
serglycin. We therefore assume that the propeptide is not exclusively important for the

transport of MPO, as postulated by Andersson et al. (1998) and Biilow et al. (2002).

Simulating the environment of azurophilic granules by lowering the pH-value to 3,5 had
no effect on the binding capacity of CS-Sepharose for MPO. A pH-dependent
dissociation-mechanism of MPO and serglycin is therefore not to be expected which is

in accord with earlier experimental results ( Hasilik et al.; 1984).

Within HL-60 cells only 50% of MPO and serglycin is sorted into the azurophilic
granules. Under the influence of TPA additional major portions of the remainder (39%
of MPO and 44% of serglycin) were secreted. This effect on targeting suggests that
MPO and serglycin may form complexes on their way to granules. The formation of
these complexes could actually be shown after labeling HL-60 cells with [*>S]sulfate

and cross-linking with DSP by coimmunoprecipitation.
Next we showed that many different polypeptides, secreted in the presence of TPA, can
bind to a CS-Sepharose-column. The results indicate that serglycin can bind other

cationic proteins besides MPO, and potentially transport them to azurophilic granules.

Procathepsin D was examined as a negative control for serglycin mediated transport.

The binding of this nonbasic lysosomal enzyme to CS-Sepharose was significantly
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weaker than that of MPO. This indicates that cationic proteins would displace

procathepsin D from serglycin within HL-60 cells.
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