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KAPITEL 1
ZUSAMMENFASSUNG

Das pro-inflammatorische Kalzium-Bindeprotein S100A12 fungiert sowohl als
Signalmolekiil bei der tGiber PRRs (pattern recognition receptor) vermittelten Expression
inflammatorischer Zytokine als auch als Biomarker verschiedener
(auto)inflammatorischer Erkrankungen. Es gehort zur Familie der S100-Proteine, deren
Mitglieder durch zwei Kalzium-bindende EF-Hande (EF1, EF2) charakterisiert sind. In
Abwesenheit der bivalenten Kationen Kalzium und Zink liegt S100A12 in der apo-Form
vor und bildet ausschlie3lich Dimere. Die Bindung von Kalzium und/oder Zink fuhrt zu
einer Konformationsanderung und damit einhergehend zur Oligomerisierung der
Proteine. So bildet S100A12, abhangig von der lonenkonzentration, Dimere, Tetramere
oder Hexamere. Es wird vermutet, dass durch die Oligomerisierung die Funktion des
Proteins reguliert wird. Beispielsweise hat das Hexamer, im Gegensatz zum Dimer und
Tetramer, mehr hydrophobe Bereiche, Uber die eine Zusammenlagerung und
Aktivierung von Rezeptoren (z.B. TLR-4 (toll-like receptor 4) oder RAGE (receptor for
advanced glycation endpProducts)) ermdglicht werden kdnnte. Dass die Aktivierung
von RAGE abhéangig von Hexameren ist, wurde bereits gezeigt. Fir TLR-4 ist bisher
noch nicht endglltig geklart, welche S100A12-Form (Dimere, Tetramere oder
Hexamere) eine Aktivierung des Rezeptors induziert.

Ziel dieser Arbeit war es unterschiedliche S100A12-Komplexe zu separieren und auf
ihre TLR-4-Bindung hin zu analysieren. Es konnte gezeigt werden, dass das Wildtyp
Protein (wtS100A12) unter intrazellularen Bedingungen, bei denen spezifische
lonenkonzentrationen vorliegen (0,1-0,2 yM Ca und 0,2-0,4 nM Zn), vornehmlich als
Dimer oder Tetramer vorliegt. Unter extrazellularen Bedingungen (1-3 mM Ca und 10-
50 uM Zn) werden hingegen fast ausschliel3lich Tetramere und Hexamere gebildet.
Zusatzlich konnte eine hohe Plastizitdt der Komplexbildung beobachtet werden. Die
Isolation individueller Oligomere allein Uber die Regulation der lonenkonzentration ist
demnach ausgeschlossen.

Da die Komplexbildung von Kalzium und Zink abhangt, sind Aminosauren (AS), die
essentiell fur die Bindung dieser lonen sind, durch Alanin ersetzt worden. Die

Substitution einer polaren gegen eine unpolare AS verhindert bzw. reduziert die
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Ausbildung von Hexameren deutlich. Die Mutationen der Kalzium-Bindungsstellen
(N63A, E72A) haben den groRten Einfluss. Proteinmutanten, die hier den AS-
Austausch enthalten, sind nicht mehr in der Lage, héhere Komplexe als Tetramere zu
bilden. Des Weiteren ist die Anzahl an Tetrameren, im Vergleich zur
Gesamtproteinmenge, deutlich geringer als bei dem wtS100A12. Die Zinkbindungs-
Mutanten (H15A, D25A, HB85A, H89A) hingegen sind nicht so stark in der
Komplexbildung eingeschrankt, jedoch ist der Anteil hoherer Komplexe (Tetramere,
Hexamere) am Gesamtprotein deutlich geringer als bei dem wtS100A12. AuRerdem
sind hier unter extrazellularen Bedingungen zusatzlich Dimere zu detektieren, die bei
dem wtS100A12 nicht vorliegen.

In funktionellen Analysen der Mutanten konnte gezeigt werden, dass alle
Komplexformen des S100A12 in der Lage sind, die Rezeptoren TLR-4 und RAGE zu
binden. Der Vergleich der Bindungseffizienzen unter spezifischen lonen-
konzentrationen, unter denen vorwiegend Dimere, Tetramere bzw. Hexamere
vorliegen, zeigt einen sukzessiven Anstieg der Bindungseffizienz vom Dimer Uber das
Tetramer bis hin zum Hexamer. Trotz der Unterschiede bei der Oligomerisierung
konnte ebenfalls flr alle Mutanten eine Interaktion mit den Rezeptoren nachgewiesen
werden. Jedoch zeigen auch hier die Kalziumbindungs-Mutanten die schwachste
Bindung. Die Zinkbindungs-Mutanten sind weiterhin fahig an die Rezeptoren zu binden,
allerdings ist diese Bindung ebenfalls schwacher als die des wtS100A12.

Bei Analysen zur Rezeptor-Aktivierung ist hingegen deutlich geworden, dass
ausschlielRlich hexameres S100A12 in der Lage ist, eine Signaltransduktion Uber
TLR-4 zu initiieren. Interessanterweise weist die Zinkbindungs-Mutante D25A hierbei
teilweise eine starkere Aktivierung des TLR-4 auf als wtS100A12. Durch die
eingefiihrte Mutation wird die Hexamer-Form dieser Zinkbindungs-Mutante stabilisiert,
wodurch sich das Protein permanent in der aktiven Form befindet und daher eventuell
ein starkerer Agonist ist.

Somit ist die Annahme, dass die Proteinaktivitdt Gber den Grad der Oligomerisierung
reguliert wird, bestatigt. Da das Hexamer vermehrt hydrophobe Bereiche aufweist kann
mit diesen Ergebnissen ebenfalls die Theorie gestitzt werden, dass die Rezeptor-

Oligomerisierung zur Induktion der Signalleitung fuhrt.



KAPITEL 2
EINLEITUNG

2.1. Das Immunsystem

Die Hauptaufgabe des Immunsystems ist es den Korper vor infektiosen Faktoren sowie
weiteren schadlichen Einflissen, wie Toxinen oder physikalischem Stress, zu
schitzen. Das komplexe Zusammenspiel unterschiedlicher Organe, Gewebe, Zellen
und Botenstoffe fihrt hierbei zu einer effektiven und regulierten Bekdmpfung von
Erregern und zur Reparatur zerstoérter Gewebe (Medzhitov, 2008). Die erste Barriere
des Immunsystems ist eine physikalische. Sie wird durch die Haut und Schleimhaute
gebildet. Als zweites Hindernis treffen Pathogene und andere schadliche Faktoren auf
die mechanische Barriere, die aus Flimmerharchen, Speichel und Schleim besteht.
Wenn diese ersten Hirden Uberwunden wurden, Ubernimmt der zellulare und humorale
Teil des Immunsystems. Diese letzte Instanz ist hierarchisch aufgebaut und kann in
zwei Bereiche untergliedert werden: das angeborene und das erworbene (adaptive)
Immunsystem. Als erstes reagiert die angeboren Immunabwehr auf infiltrierende
Substanzen. Sie werden beispielsweise durch Makrophagen oder dendritische Zellen
(DC; dendritic cell) phagozytiert. Mittels dieser Zellen kénnen dann wiederum die
Effektorzellen der adaptiven Immunantwort (Lymphozyten) aktiviert werden. Das
angeborene Immunsystem ist, wie die physikalische und mechanische Barriere auch,
eine antigen-unabhangige Abwehr. Im Gegensatz dazu kann die Immunantwort im
adaptiven System angepasst und im ,immunologischen Gedachtnis® gespeichert
werden (Ahmed et al., 1996). Dies erlaubt bei erneuter Infektion eine schnellere und

effizientere Reaktion.

2.1.1. Das angeborene Immunsystem

Im Gegensatz zum adaptiven reagiert das angeborene Immunsystem auf jede Infektion
auf die gleiche Art und Weise, unabhangig davon, wie oft sie bereits aufgetreten ist.
Dies ermoglicht eine extrem schnelle Reaktion, bei der stark konservierte Strukturen

infektidser Organismen, sogenannte PAMPs (pathogen associated molecular patterns),
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von speziellen Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) erkannt und als ,Gefahr”
klassifiziert werden (Janeway, 1989). PRRs werden auf Zellen, die im Blut
patrouillieren, exprimiert. Zu diesen Zellen zahlen unter anderem professionelle
antigenprasentierende Zellen (APC, antigen presenting cell), wie Monozyten und
Makrophagen, DCs und in geringerem Ausmal Zellen des adaptiven Immunsystems
(B-Zellen) (Medzhitov et al., 1997a). Die Rezeptoren kénnen sowohl intrazellular und
membrangebunden als auch als Plasmaproteine vorliegen.

Zu den PAMPs, die an PRRs binden, zahlen beispielsweise bakterielle Bestandteile,
wie LPS (Lipopolysaccharid) von Gram-negativen Bakterien und Peptidoglykane Gram-
positiver Bakterien sowie bakterielle und parasitare DNA (Akira et al., 2006; Gazzinelli
et al., 2014). Das Immunsystem kann allerdings nicht nur durch exogene Faktoren,
sondern zusatzlich auch durch koérpereigene Strukturen aktiviert werden (Bianchi,
2007; Foell et al., 2007). Sie werden bei einer nicht-infektiésen Entziindungsreaktion
freigesetzt und binden und aktivieren teilweise die gleichen Rezeptoren, wie die
PAMPs. In Analogie zu den Pathogen-assoziierten Faktoren werden diese Strukturen

damage associated molecular patterns (DAMPs) genannt.

2.2. DAMPs

DAMPs sind endogene Gefahrensignale, die bei einer sterilen Entzindungsreaktion
von geschadigten Zellen im Rahmen des Zelltods (Nekrose) freigesetzt oder gezielt
von Immunzellen produziert und sekretiert werden (Bianchi, 2007). Es handelt sich
Uberwiegend um Molekile, die unter physiologischen Bedingungen intrazellulare
Prozesse regulieren. Da sie im Normalfall extrazellular nicht vorliegen, wird ihr
Vorkommen im Extrazellularraum als ,Bedrohung® erkannt. Durch die Bindung der
DAMPs an PRRs wird dann die Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen initiiert
(Bianchi, 2007; Heijmans et al., 2013; Lotze et al., 2005; Ohashi et al., 2000; Takeuchi
et al., 2010). Zu den DAMPs gehodren eine Vielzahl verschiedener zellularer
Bestandteile. lhre Art ist stark vom Zelltyp abhangig. Neben Hitzeschockproteinen sind
beispielsweise doppelstrangige DNA, ATP, Annexine oder Harnsaure (Bianchi, 2007;
Ishii et al., 2001; Srivastava, 2002) sowie das DNA-Bindeprotein HMGB1 (high mobility
group box 1 protein) DAMPs (Scaffidi et al., 2002). Auch einige Mitglieder der S100-
Familie zahlen, aufgrund ihrer Bindung an PRRs sowie der Beteiligung bei friihen pro-
inflammatorischen Reaktionen, zu DAMPs (Donato et al., 2013; Rammes et al., 1997,
Viemann et al., 2005; Yan et al., 2008; Yang et al., 2001).
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2.3. Die S100-Proteinfamile

Die S100-Proteine gehdren zu einer definierten Familie Kalzium-bindender Proteine.
Sie sind bei verschiedenen zelluldren Prozessen als Regulatoren, Kalzium-Sensoren
und Transporter involviert (Donato et al., 2013).

Im Jahr 1995 wurde das erste S100-Protein identifiziert. Die Namensgebung beruht auf
der Tatsache, dass es in einer 100%-igen Ammoniumsulfatiésung 16slich ist (Moore,
1965). Spater wurde beschrieben, dass das S100-Protein aus zwei unterschiedlichen
Proteinen, S100B und S100A1, aufgebaut ist (Isobe et al., 1978). Basierend auf der
Anordnung der bekannten S100-Proteine auf dem humanen Chromosom 1 wurde 1995
eine allgemein gultige Nomenklatur fir alle S100-Proteine festgesetzt (Schafer et al.,
1995). Die Buchstaben geben hierbei an, auf welchem Chromosom das jeweilige
Protein kodiert ist. So sind alle S100A-Proteine auf dem Chromosom 1 (1921) kodiert
(Marenholz et al., 2006; Schafer et al., 1995). Das Gen fir S100B ist hingegen auf dem
Chromosom 2122 lokalisiert. Die Zahl hinter dem Buchstaben gibt die Reihenfolge der
Gene auf dem jeweiligen Chromosom wieder.

Insgesamt besteht die Familie der S100-Proteine aus 21 niedermolekularen Proteinen
mit einem Molekulargewicht von 9-13 kDa. Alle Mitglieder dieser Familie besitzen
gleiche Strukturmotive. Sie sind aus zwei Kalzium-bindenden EF-Hand Helix-Loop-
Helix Strukturen aufgebaut, die durch flexible Linker, den hinge-Regionen, verbunden
sind. Dennoch sind die Aminosauresequenzen lediglich zu 25-65% identisch (Schafer
et al., 1996). Die S100-Proteine kommen ausschliel3lich bei Wirbeltieren vor (Shang et
al., 2008) und weisen ein zell- und gewebsspezifisches Expressionsmuster auf (Cross
et al., 2005; Elder et al., 2002; Pedrocchi et al., 1994). Die sogenannten Calgranuline
(S100A8, S100A9 und S100A12) werden beispielsweise vornehmlich in Granulozyten
und Monozyten exprimiert (Roth et al., 2003; Vogl et al., 1999a).

In der medizinischen Diagnostik dienen S100-Proteine als Biomarker flir verschiedene
Erkrankungen (Heizmann et al., 2002). Auf intrazellularer Ebene nehmen sie Einfluss
auf Prozesse, wie den Zellzyklus, Zellmotilitdt, Gentranskription und Zelldifferenzierung
(Schafer et al., 1996). Zusatzlich spielen sie bei extrazelluldren Prozessen, wie der
Differenzierung und Apoptose von Neuronen sowie der Aktivierung oder Inhibierung
von inflammatorischen Zellen eine Rolle (Donato et al., 2013). Beispielsweise wird die
Rekrutierung von Leukozyten sowie die Aktivierung von Signalwegen in weiteren
Zellen des Immunsystems, durch das pro-inflammatorische Protein S100A12 induziert
(Yan et al., 2008; Yang et al., 2001; Yang et al., 2007).
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2.3.1. S100A12

Initial wurde S100A12 in porzinen Granulozyten entdeckt (Dell’Angelica et al., 1994;
Schleicher et al., 1993). Spater wurde es auch bei Kaninchen und Rindern
nachgewiesen (Hitomi et al., 1998; Yang et al., 1996). Das humane S100A12-Protein
besitzt 70 % Sequenzhomologie mit dem des Schweins und Kaninchens und 78% mit
dem des bovinen S100A12 (lig et al., 1996; Ravasi et al., 2004). Zunachst wurde
angenommen, dass es in Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten exprimiert wird
(Dell'Angelica et al., 1994; Guignard et al., 1995). Jedoch konnte spater gezeigt
werden, dass es primar in Granulozyten vorkommt. Hier macht es ca. 5% des
zytosolischen Proteins aus. Zusatzlich zum intrazelluldaren Vorkommen konnte
S100A12 im Serum nachgewiesen werden (Foell et al., 2003a).

Im Laufe der Jahre sind viele Synonyme flir dieses Protein entstanden. So wurde es, in
Analogie zu den bereits bekannten S100 Proteinen S100A8 (Calgranulin A) und
S100A9 (Calgranulin B), zunachst Calgranulin C genannt (Dell'Angelica et al., 1994).
Weitere Bezeichnungen waren CAAF1 (calcium-binding protein abundant in amniotic
fluid 1; Rind) (Hitomi et al., 1998), MRP6 (myeloid related protein 6), p6 (human)
(Guignard et al., 1995) oder EN-RAGE (extracellular newly identified RAGE binding
protein; human) (Hofmann et al., 1999). Basierend auf der 1995 festgesetzten
Nomenklatur wurde fir das humane Protein die Bezeichnung S100A12 festgelegt.
Aufgrund der spateren Entdeckung wurde das humane S100A12, obwohl es auf dem
Chromosom 1 zwischen S100A8 und S100A9 liegt, mit der Nummer 12 versehen
(Wicki et al., 1996).

2.3.1.1. Struktur von S10012

Wie alle S100-Proteine besitzt S100A12 zwei Kalzium-bindende EF-Hand Helix-Loop-
Helix Strukturen. Diese sind durch flexible Linker, den hinge-Regionen, verbunden
(Abb. 2.1) (Zimmer et al., 1995). Die Helices und Loop-Strukturen sind in der
Reihenfolge ihres Vorkommens durchnummeriert. So befinden sich die Helices | und Il
sowie der Loop 1 in der EF1 und die Helices IIl und IV sowie der Loop 2 in der EF2.
Die N-terminale EF-Hand Doméane (EF1) unterscheidet sich von einer klassischen EF-
Hand und wird daher als S100-spezifische oder pseudo-EF-Hand bezeichnet. Die C-
terminale Domane (EF2) hingegen enthalt das klassische EF-Hand Motiv (kanonische
EF-Hand). Zwischen den einzelnen S100-Proteinen weisen die EF-Hande eine starke

Sequenzhomologie auf (Moroz et al., 2001). Im Gegensatz dazu variiert die Sequenz
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der hinge-Regionen zwischen den Mitgliedern der Familie stark. Sie dienen vermutlich
der Bindung weiterer Proteine (Bhattacharya et al., 2003; Inman et al., 2002; Rety et
al., 2000; Rety et al., 1999; Rustandi et al., 2000).

Alle S100-Proteine sind in der Lage, antiparallel angeordnete Dimere zu bilden
(Abb. 2.2). Einige, wie z.B. S100A8/A9, S100A4, S100B und S100A12, kénnen sich
zusatzlich zu hoheren Komplexen wie Trimeren, Tetrameren oder Hexameren
zusammenlagern (Kiryushko et al., 2006; Moroz et al., 2009b; Ostendorp et al., 2007;
Teigelkamp et al., 1991). Die Ausbildung von Oligomeren ist hierbei abhangig von
spezifischen lonen. Das S100A8/A9-Heterotetramer bildet sich beispielsweise nur in
Anwesenheit von Kalzium aus (Strupat et al., 2000; Vogl et al., 1999b). S100A12 ist in
der Lage sowohl Kalzium als auch Zink zu binden und in Abhangigkeit der

lonenkonzentration Dimere, Tetramere oder Hexamere zu bilden (Moroz et al., 2009b).

hinge Nf g °Cu/(Zn)
o~
Helix C

Cu/(Zn) @ A
9, hmgc
Abb. 2.1: EF-Hand Motiv Abb. 2.2: S100A12-Dimer
Die Abbildung zeigt das Helix- Ribbon Struktur eines S100A12-Dimers, das Kalzium
Loop-Helix Motiv einer EF-Hand und Zink gebunden hat. Die Monomere sind in rot bzw.
mit gebundenen Kalzium (grun) blau dargestellt. Die lonen sind in gelb (Kalzium) und
(Burgoyne, 2007). braun (Kupfer bzw. Zink) dargestellt (Moroz et al.,

2009a).

2.3.1.2. Bindung zweiwertiger Kationen durch S100A12 und
deren Einfluss auf die Proteinstruktur und -funktion

Die Bildung verschiedener Oligomere ist bei S100A12 von den zweiwertigen lonen
Kalzium und Zink abhangig. Kalzium wird Gber die EF-Hand-Motive gebunden. Wie bei
allen S100-Proteinen haben auch die EF-Hande von S100A12 unterschiedliche
Affinitaten fir die Kalzium-Bindung. Die N-terminale EF-Hand hat eine geringere

Bindungsaffinitat als die klassische, C-terminale EF-Hand (Moroz et al., 2009a).
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Koordiniert wird das Kalzium in der EF1 durch die Carbonylgruppen der AS Ser18,
Lys21, His23, Thr26 und einer Carboxylatgruppe von Glu31 (Abb. 2.3). In der EF2 wird
das Kalzium ebenfalls durch Carboxylatgruppen, diesmal der AS Asp61, Asn63, Asp65
und Glu72 sowie durch die Carbonylgruppe von GIn67 und einem Wassermolekll
koordiniert (Abb. 2.3) (Moroz et al., 2001). In der Hexamer-Form kénnen weitere sechs
interdimere Kalziumionen durch den Sauerstoff des GIn58 und GIn64 eines Dimers und
die Carboxylgruppe von Glu55 eines weiteren Dimers gebunden werden (Moroz et al.,
2002).

Neben Kalzium kann S100A12 zusatzlich Kupfer und Zink binden (Moroz et al., 2003a;
Moroz et al., 2009a). Diese lonen werden tetraedrisch durch His15 und Asp25 einer
UE (Untereinheit) und His85 und His89 der zweiten UE eines Dimers koordiniert
(Abb. 2.3) (Moroz et al., 2009a).

Abb. 2.3: Detaillierte Darstellung der Metall-Bindungsstellen

Stereo-Darstellung der AS, die an der Bindung von Kalzium (grau), Zink (rot) und Kupfer (rot)
beteiligt sind. AS der EF-Hande sind in rot bzw. griin dargestellt. Die in blau dargestellten AS
binden Zink bzw. Kupfer. Die Verschiebung der AS-Nummerierung um +1 im Vergleich zum
Text resultiert aus den in den Artikeln verwendeten Primardaten (Hung et al., 2013).

Die Dimerisierung von S100A12 scheint hauptsachlich durch hydrophobe Interaktionen
zu erfolgen (Moroz et al., 2001). Dennoch gibt es Hinweise darauf, dass die Bindung
von Zink die Dimerstruktur von S100A12 stabilisiert (Moroz et al., 2009b). Ebenfalls
erhoéht die Zink-Bindung die Affinitdt zu Kalzium um das 1500-fache (Dell'Angelica et
al., 1994), vermutlich da sie zu einer erhéhten Flexibilitat in der EF2 fuhrt (Moroz et al.,
2009a). Es wurde gezeigt, dass durch Zink eine Konformationsanderung der Helix IV
induziert wird. Zusatzlich nimmt die Zink-Bindung Einfluss auf die Konformation der
Helix | (Moroz et al., 2009a). Auch fir die Effekte von S100A12 scheint Zink eine Rolle
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zu spielen. Die Bindung des lons erhdht anscheinend die Affinitat von S100A12 zu
dem Rezeptor RAGE (receptor for advanced gycation end products). In Medium mit
einer hohen Zinkkonzentration zeigt sich ein erhdhtes Signal fur S100A12 an der
Oberflache von humanen Zellen, die endogenes RAGE exprimieren (Moroz et al.,
2009Db).

Die Bindung von Kalzium fihrt hingegen zu einer Konformationsanderung der Helix Ill
und der hinge-Region und damit zu einer Exposition einer hydrophoben Oberflache,
die moglicherweise eine Bindung zu anderen Proteinen verstarkt (Moroz et al., 2009a).
Zusatzlich fihren geringe Konzentrationen von Kalzium zu einer erhdhten Flexibilitat
der N-terminalen Region. Es wird angenommen, dass die hier vorkommende Helix
ebenfalls bei der Bindung von Zielmolekulen beteiligt ist (Hung et al., 2013). Ferner hat
Kalzium einen Einfluss auf die Verteilung von S100A12 in Neutrophilen. In
Abwesenheit von Kalzium-lonen ist S100A12 vorwiegend im Zytosol lokalisiert. Wird
die Kalziumkonzentration erhoht, so wird es zur Membran und zu
Zytoskelettkomponenten transloziert (Garcia et al., 2013; Guignard et al., 1995; Yang
et al., 2001).

Die Bildung hdherer Komplexe, wie Tetramere und Hexamere, ist bei S100A12 von
Kalzium und/oder Zink abhangig (Abb. 2.4) (Moroz et al., 2009a; Moroz et al., 2009b).
Durch Bindung von Zink (Abb.2.4b) wird ein ,Tetramerisierungs-interface*
ausgebildet. Dies begulnstigt die Bildung von Tetrameren (Abb. 2.4 ¢) (Moroz et al.
2009a). Die Tetramerisierung ist allerdings auch durch Kalzium allein induzierbar
(Moroz et al., 2009b). In der Tetramer-Form stehen zusatzliche, interdimere Kalzium-
Bindungsstellen zur Verfugung (Abb. 2.4 e). Die Bindung weiterer Kalzium-lonen durch
diese fiuhrt schlieBlich zur Ausbildung eines Hexamers (Abb. 2.4 f) (Moroz et al.
2009a).

Die Kalzium- und Zinkkonzentrationen unterscheiden sich intra- und extrazellular stark
(intrazellular 0,1-0,2 yM Ca + 0,2-0,4 nM Zn; extrazellular: 1-3 mM Ca + 10-50 uM Zn),
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass hier unterschiedliche Komplexe
vorliegen. Somit kdnnten die einzelnen Komplexformen differentielle Funktionen haben
(Moroz et al., 2002; Xie et al., 2007).
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higher Ca
«—

Abb. 2.4: Mdgliche Uberginge zwischen der Dimer-, Tetramer- und Hexamer-Form von
S100A12

In Abwesenheit von Kalzium und Zink liegt S100A12 als Dimer vor. Die Untereinheiten sind in
blau bzw. griin dargestellt. Das in der apo-Form durch die EF-Hande gebundene Natrium ist in
grau dargestellt (a). Durch die Bindung von Zink (rot) wird eine Konformationsanderung
induziert (b). Hierdurch wird das ,Tetramerisierungs-Interface* stabilisiert und es bilden sich
Tetramere. Die Untereinheiten des zweiten Dimers sind in rot bzw. magenta dargestellt (c). Die
Bindung von Kalzium (gelb) in den EF-Handen (d) und interdimer (e, Extra Ca) fihrt zur

Ausbildung von Hexameren (f). Die zusatzlichen Dimere sind in grau dargestellt (Moroz et al.,
2009a).
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2.3.1.3. Funktionen von S100A12

Wie viele Kalzium-bindende Proteine hat auch S100A12 verschiedene intra- und
extrazellulare Funktionen, wobei die intrazellularen bisher noch nicht eingehend
untersucht wurden. Hier kdnnte es u.a. eine Rolle als Kalzium- und/oder Zink-Puffer
einnehmen (Donato et al., 2013; Moroz et al., 2009b). In verschiedenen autoimmun-
und (auto)inflammatorischen Krankheiten wird S100A12 sekretiert und kann durch
Bestimmung der zirkulierenden S100A12-Konzentration als Biomarker zur Analyse des
Krankheitsverlaufs genutzt werden (Abe et al., 2005; Bovin et al., 2004; Ebihara et al.,
2005; Foell et al., 2004a; Foell et al., 2003b; Foell et al., 2003c; Foell et al.,, 2003d;
Foell et al., 2004b; Wilsmann-Theis et al., 2015). Durch die Sekretion kann es weiterhin
eine DAMP-Funktion erhalten (Donato et al., 2013; Yan et al., 2008; Yang et al., 2001).
Ebenso wie andere DAMPs wird S100A12 bei der Nekrose (Foell et al., 2013) sowie
aktiv durch Sekretion freigesetzt. Da es jedoch keine Strukturelemente fur eine
Sekretion Uber den klassischen Weg (endoplasmatisches Retikulum/Golgi) besitzt
(Schafer et al., 1996) wird vermutet, dass die Sekretion mittels des nicht-klassischen
Wegs, Uber den auch IL-1p sekretiert wird, ablauft (Foell et al., 2013; Rammes et al.,
1997; Rubartelli et al., 1990; Schafer et al., 1996; Vogl et al., 2004).

Fir S100A12 wurde bereits eine Bindung an den Rezeptor RAGE beschrieben
(Srikrishna et al., 2010; Xie et al., 2007). RAGE ist ein Transmembranprotein mit drei
extrazellularen, Immunglobulin (Ig)-ahnlichen Domanen (zwei C-Typ Doméanen, eine V-
Domane), einer Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen Doméane, welche
fur die Signalleitung essentiell ist (Hofmann et al., 1999). Es wird vermutet, dass
hexameres S100A12, welches wahrscheinlich die V-Domane des Rezeptors bindet, fir
die Rezeptor-Aktivierung bendtigt wird (Xie et al., 2008). Durch die Bindung wird
wahrscheinlich eine Oligomerisierung des Rezeptors induziert, was die Signalleitung
initiiert (Moroz et al., 2009b; Moroz et al., 2003b; Srikrishna et al., 2010; Xie et al.,
2007). Fdr Bindungsanalysen wird oft die ldsliche Form des Rezeptors (sRAGE;
soluble RAGE) eingesetzt. Diese enthdlt neben der V-Doméane ebenfalls die
extrazellularen Domanen C1 und C2, welche ebenfalls in der Lage sind mit Liganden
zu interagieren (Leclerc et al., 2007). Lediglich die Transmembran- und intrazellulare
Domane fehlen (Raucci et al., 2008).

Es wurde beschrieben, dass bovines S100A12 zu einer RAGE-abhangigen Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine (TNFa, IL-1B3, IL-2) in humanen PBMCs (peripheral
blood mononuclear cell) und mononuklearen Phagozyten (Hofmann et al., 1999) und
humanes S100A12 in Mausen zu einer erhéhten IL-22 Menge im Plasma flhrt (Chellan
et al., 2014). In S100A12 transgenen Mausen konnte zusatzlich eine S100A12/RAGE-
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abhangige Verkalkung von Arterien und der Aortenklappe bei chronischen
Nierenerkrankungen gezeigt werden (Gawdzik et al., 2011; Yan et al., 2014). Im
Allgemeinen ist jedoch zu beachten, dass Mause kein S100A12 exprimieren (Fuellen
et al.,, 2003) und in unterschiedlichen Studien gezeigt werden konnte, dass zwar
sowohl humanes als auch bovines S100A12 eine chemotaktische Wirkung auf humane
Monocyten haben, dass bovine Protein jedoch deutlich weniger Einfluss hatte als das
humane (Hofmann et al.,, 1999; Miranda et al., 2001; Yang et al., 2001). Daher
scheinen cross-Spezies Experimente wenig effektiv zu sein (Moroz et al., 2003b)
wodurch die Guiltigkeit der Ergebnisse fliir das humane System sehr fragwirdig ist.

Des Weiteren wurde eine Kupfer-abhangige antiparasitare Wirkung von S100A12
(Gottsch et al., 1999a; Gottsch et al., 1999b; Marti et al., 1996) und ein Einfluss auf die
Rekrutierung von Immunzellen beschrieben (Moroz et al., 2009a; Yan et al., 2008;
Yang et al., 2001). Mittels S100A12 wird die Migration und Aktivitdt von Neutrophilen
und Monozyten reguliert (Foell et al., 2013; Yang et al., 2001). Foell et al. konnten
zeigen, dass die Stimulation humaner Monozyten mit ebenfalls humanem S100A12 die
Expression der pro-inflammatorischen Gene TNFa und IL-8 aktiviert (Foell et al.,
2013). Zusatzlich konnte hier gezeigt werden, dass die Produktion dieser Zytokine von
dem Rezeptor TLR-4 und nicht von RAGE abhangig ist. Obwohl beide Rezeptoren von
S100A12 gebunden werden, fuhrte nur die Blockade von TLR-4 zu einer verminderten

Aktivitat der Monozyten.

2.4.TLRs

Toll-Proteine wurden zunachst in Drosophila entdeckt, wo sie u.a. eine frihe Form des
Immunsystems bilden (Cherry et al., 2006). Bisher sind 10 funktionell relevante,
humane TLRs bekannt, TLR-1-10 (Kaisho et al., 2006). Sie sind Typ | Membran-
Proteine, die sich auf der Plasmamembran oder auf Endosomen und Lysosomen
befinden (Akira et al., 2006). TLRs gehdren zu den PRRs des angeborenen
Immunsystems und spielen eine wichtige Rolle bei der frihen Abwehr von
Pathogenen. Sie férdern nicht nur die Expression pro-inflammatorischer Zytokine,
sondern auch die Reifung antigen-prasentierender Zellen (Akira et al., 2006; Lee et al.,
2007). Die Rezeptoren der TLR-Familie weisen eine gro3e Homologie auf. Sie

bestehen aus einer Leucin-reichen, extrazelluldren LRR (leucine rich repeat)-Domane,
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einer Transmembrandoméane und einer intrazelluldren Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-
Domane (Abb. 2.5) (Medzhitov et al., 1997b). Die TIR-Domane enthalt drei

konservierte Bereiche (Box 1-3), die fur die Signalleitung entscheidend sind.

LRRs

Transmembran-
doméne

Box 1

Box 2 N
TIR Doméne

Box 3

)

Abb. 2.5: Schematischer Aufbau eines Toll-like Rezeptors

TLRs sind aus einer extrazellularen LRR-Domane (dunkelblau), einer Transmembrandoméane
(schwarz) und einer TIR-Domane (hellblau) aufgebaut. Die TIR-Domane enthalt drei
konservierte Bereiche, die fur die Signalgebung entscheidend sind (Box 1-3).

Nach der Bindung eines Liganden an die LRR-Doméane werden unterschiedliche
Adapterproteine, wie TIRAP (TIR domain containing adaptor protein), TRIF (TIR-
domain-containing adaptor protein inducing IFN-£) und TRAM (TIRF-related adaptor
molecule), rekrutiert. Diese initiieren eine Signalkaskade an der u.a verschiedene
Kinasen beteiligt sind. Am Ende der Signalleitung steht die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (TF), wie NF«B (nuclear factor kappa-light-chain-anhancer of
activated B cells), AP-1 (activator protein-1) und IRF3 (interferon regulatory factor 3),
die die Genexpression verschiedener Zielgene induzieren. Die Expressionsprodukte
dieser sind inflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1 (Interleukin-1), IL-8, IL-6, IL-10
und TNFa (Tumornekrosefaktor o), Chemokine oder die zur Virenabwehr bendétigten
Typ | Interferone (Medzhitov et al., 1997b). Ihre Freisetzung flhrt zur Aktivierung und
Rekrutierung weitere Zellen des Immunsystems.

TLRs binden verschiedene PAMPs, z.B. LPS und virale RNA und DNA, sowie
endogene Faktoren (DAMPs), wie beispielsweise Proteine der S100-Familie (Ehrchen
et al., 2009; Foell et al., 2013; Takeuchi et al., 2010). Die TLRs 2, 3, 4, 7 und 9 sind
sowohl in der Lage PAMPs als auch DAMPs zu erkennen, wobei die DAMPs meist
Proteine sind (Stein et al., 2010). Fur die Bindung von PAMPs weisen die Rezeptoren

unterschiedliche Praferenzen auf. Die TLRs 3, 7 und 8 sind in der Lage virale RNA und
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DNA zu erkennen und daher fir die Abwehr von Viren verantwortlich (Mogensen,
2009). TLR-9 hingegen kann sowohl bakterielle als auch virale CpG DNA binden
(Takeuchi et al., 2010) und die TLRs 2 und 4 sind in der Lage, virale Proteine und LPS
Gram-negativer Bakterien zu erkennen (Muta et al, 2001). Daher spielen diese
Rezeptoren sowohl bei der Abwehr von Bakterien als auch Viren eine Rolle. Der
Signalweg Uber TLR-4 ist besonders interessant. Aufgrund einer groflen Anzahl
unterschiedlicher intra- und extrazellularer Adapterproteine ist er nicht nur aulRerst

komplex, sondern auch sehr variabel (Nishiya et al., 2006).

2.4.1. Signalleitung liber TLR-4

Am besten erforscht ist wohl der LPS-induzierte Signalweg. Hierbei bindet LPS
zunachst an das frei im Blut zirkulierende LPS-Bindeprotein (LBP) und CD14 (cluster of
differentiation 14), einem von Phagozyten exprimierten Protein (Wright et al., 1990).
Dieser Komplex wird wiederum von MD-2 (myeloid differentiation factor 2), einem
sekretorischen Glykoprotein, das mit der extrazellularen Domane von TLR-4 assoziiert
ist, gebunden (Shimazu et al., 1999). Die dadurch induzierte Dimerisierung von zwei
TLR-4/MD-2 Komplexen fuhrt zu einer rdumlichen Nahe der TIR-Doméanen (Kim et al.,
2007). Dies wiederum fiihrt zur Rekrutierung der Adapterproteine MyD88 (myeloid
differentiation primary response 88) oder TRIF und induziert, in Abhangigkeit dieser,
zwei unterschiedlicher Signalwege (MyD88-abhangig oder MyD88-unabhangig)
(Abb. 2.6).

Allerdings spielt TLR-4 nicht nur eine essentielle Rolle bei der Erkennung von PAMPs.
Auch DAMPs sind in der Lage diesen Rezeptor zu binden und zu aktivieren. Bei den
DAMPS handelt es sich beispielsweise um verschiedene Hitzeschockproteine (HSP,
heat shock protein), HMGB1 und die S100-Proteine S100A8/A9 und S100A12 (Asea et
al., 2002; Foell et al., 2013; Moroz et al., 2009b; Ohashi et al., 2000; Park et al., 2004;
Roelofs et al., 2006). Am Ende der Signalwege nach der HMGB1- oder S100A8/A9-
Bindung steht ebenfalls die Aktivierung von NF«B (nuclear factor kappa-light-chain-
anhancer of activated B cells) (Abb. 2.6). HMGB1 initiiert, wie LPS, die Akkumulation
von CD14, MD-2 und TLR-4 (Kim et al., 2013), wobei das Signal durch die
Oligomerisierung des Liganden verstarkt wird (Lee et al., 2014). Da fur HMGB1
bekannt ist, dass die TLR-4 vermittelte Signalleitung in Mausen von MyD88 und TRIF
abhangt (Wang et al., 2015), kann davon ausgegangen werden, dass die weitere

Signalleitung analog zu der LPS-vermittelten Aktivierung verlauft.
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Bei dem LPS-vermittelten MyD88-abhangigem Signalweg wird die Bildung der TF
NFkB und AP-1 und daraus folgend die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine
induziert (Abb. 2.6 a) (Kawai et al., 1999). Nach seiner Aktivierung wird zunachst
TIRAP zur Plasmamembran rekrutiert, was die Interaktion zwischen MyD88 und TLR-4
ermoglicht (Kagan et al., 2006). Uber die sogenannten death-Domanen von MyD88
wird die Rekrutierung von IRAK-4 (Interleukin receptor associated kinase) induziert.
Durch IRAK-4 wird im folgenden IRAK-1 rekrutiert und phosphoryliert (Lye et al., 2004),
was zur Aktivierung von IRAK-1 fiihrt. Dies induziert die Dissoziation der TIR-Doméanen
und die Bindung von TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) wird ermdglicht.
TRAFG6 bildet einen Komplex mit verschiedenen Ubiquitin-konjugierten Enzymen und
aktiviert TAK1 (transforming growth factor-p-activated kinase-1) (Gohda et al., 2004).
TAK1 wiederum kann entweder den IKK (kB Kinase)- oder MAPK (mitogen-activated
protein kinase)-Signalweg induzieren. Fungiert TAK1 als MEKK (mitogen-activated
protein kinase kinase) wird die MAPK aktiviert (Sato et al., 2005). Dies fuhrt zur
Aktivierung des TF AP-1 (Chang et al, 2001) und zur Expression pro-
inflammatorischer Zytokine. Fuhrt hingegen TAK1 zur Phosphorylierung und
Aktivierung der lkB-Kinase, so wird IxB phosphoryliert. Dies wird durch ein Ubiquitin-
Protease System degradiert, wodurch NFxB freigesetzt und die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine aktiviert wird (Ghosh et al., 2002).

Der MyD88-unabhangige TRIF-Signalweg fuhrt ebenfalls zur Produktion der TF NF«B
und AP-1 sowie IRF3 und so zur Expression pro-inflammatorischer Zytokine als auch
zur Produktion von Typ | Interferonen. Diese wiederum ermoglichen u.a. die
Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (Abb. 2.6 b) (Chang et al., 2007;
Honda et al., 2006; Kawai et al., 2001). Der Signalweg wird durch die Internalisierung
des TLR-4 in frihe Endosomen und der damit einhergehenden Abldésung des TIRAP-
MyD88-Komplexes induziert (Aksoy et al., 2012; Kagan et al., 2008). Im Anschluss an
die Rekrutierung der Adapterproteine TRAM und TRIF kénnen erneut zwei Signalwege
differenziert werden: Uber RIP1 (receptor-interacting protein 1) oder Gber TRAF3. Das
in der C-terminalen Region von TRIF enthaltene Rip homotypic interaction motif
(RHIM) vermittelt die Bindung der Serin/Threonin Kinase RIP1. Wie TAK1 ist RIP1 in
der Lage sowohl den IKK- als auch MAPK-Signalweg zu induzieren, was erneut zur
Aktivierung der TF AP-1 und NF«B fuhrt (Meylan et al., 2004). Durch die Rekrutierung
von TRAF3 hingegen werden TANK (TRAF family-member-associated NFxB
activator), TBK1 (TANK binding kinase 1) und IKK gebunden, was zur Dimerisierung
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und Translokation von IRF3 flhrt (Fitzgerald et al., 2003). IRF3 induziert im Kern die
Expression von Typ | Interferonen, wie IFN-a und IFN-B (Honda et al., 2006). Diese

fUhren wiederum zur Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10.

IRAK4
IKAK1  TRAF6

Proinflammatorische Cytokine
(IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL18)

Proinflammatorische Cytokine Expression von Typ | Interferon
(IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL18) und Aktivierung Interferon-induzierter Gene
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Abb. 2.6: Schematische Darstellung der TLR-4 Signalwege.

Nach Bindung des Liganden-MD-2/CD14-Komplexes und Dimerisierung von TLR-4 kann der
MyD88-anhangige (a) oder -unabhangige Signalweg (b) induziert werden. Der MyD88-
abhangige Signalweg wird durch die Proteine IRAK, TRAF und TAK1 vermittelt. Am Ende des
MyD88-Wegs steht die Produktion der TF NFxB und AP-1 und die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine (IL-1B3, TNFa, IL-6, IL-8, IL-18). Der Signalweg uber TRIF induziert,
nach Internalisierung des Rezeptorkomplexes in frihe Endosomen und Ablésung des MyD88-
TIRAP-Komplexes, die Aktivierung von IRF3. Dies induziert wiederum die Expression von Typ |
Interferonen und Interferon-induzierbarer Gene. Ein zusatzlicher Signalweg tber die MAPK und
AP-1 bzw. IKKs und NF«kB fiihrt zur Expression pro-inflammatorischer Zytokine.

Auch bei S100A8 und S100A9 ist die Aktivierung von TLR-4 sowohl von den
Adapterproteinen CD14 und MD-2 als auch von einer Oligomerisierung des Liganden
abhangig (Vogl et al., 2012). Zur Aktivierung der Signalkaskade wird mindestens das
S100A8/S100A9 Homo- oder Heterodimer bendotigt.

Fir S100A12 konnte ebenfalls eine Bindung und Aktivierung von TLR-4 gezeigt
werden, die CD14-abhangig zu sein scheint (Foell et al., 2013; Kessel et al., 2015).
Welche Auswirkungen diese jedoch auf die Rezeptor-Oligomerisierung und die
induzierte Signalkaskade hat, ist noch unbekannt. Da die Rezeptor-Oligomerisierung
schon bei der Aktivierung von RAGE eine essentielle Rolle zu spielen scheint, wird
dieses Modell ebenfalls fir die Aktivierung von TLR-4 Uber S100A12 angenommen
(Moroz et al., 2003b; Srikrishna et al., 2010; Xie et al., 2007). Dass ebenfalls bei der
LPS-vermittelten Aktivierung von TLR-4 eine Oligomerisierung vorliegt, unterstitzt
diese Annahme weiter (Saitoh et al., 2004; Visintin et al., 2003). Auch fir weitere
TLR-4 Liganden wurde bereits eine Abhangigkeit der Rezeptor-Aktivierung von dem
Oligomerisierungsgrad des Liganden bzw. Rezeptors beschrieben (Ehrchen et al.,
2009; Yamada et al., 2006). Jedoch ist fir S100A12 noch nicht klar, welches Oligomer
diese induzieren kann und ob eine Rezeptor-Dimerisierung oder eine andere
Oligomerisierung zur weiteren Signalleitung nétig ist. Die Rezeptor-Oligomerisierung
durch hexameres S100A12 scheint sehr wahrscheinlich, da mdgliche Rezeptor-
Interaktionsstellen im Hexamer auf entgegengesetzten Seiten liegen und so eine
Zusammenlagerung mehrerer Rezeptoren erméglicht werden kénnen (Moroz et al.,
2003b)
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2.5. Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte das komplexabhangige Bindungs- und Aktivierungsverhalten von
S100A12 beziglich der Rezeptoren TLR-4 und RAGE analysiert werden. Hierzu ist
zunachst die Komplexbildung mittels verschiedener lonenkonzentrationen beeinflusst
worden. Ausgebildete Komplexe sollten dann anhand ihrer GréRe separiert werden.
Des Weiteren sollten mittels Site-directed Mutagenesis spezielle S100A12-Mutanten
erzeugt werden, um die Kalzium- und Zink-abhangige Oligomerisierung zu inhibieren.
Fur diese Mutanten sowie wtS100A12 ist die Abhangigkeit der Komplexbildung von
Kalzium und Zink mittels semi-nativer PAGE genauer betrachtet worden. Anhand
dieser Daten sollte im Anschluss die Fahigkeit der Proteine, die Rezeptoren TLR-4 und
RAGE zu binden, in einem Sandwich-ELISA analysiert werden. Schlielich zielten die
Arbeiten darauf ab, die Wirkung der S100A12-Komplexe auf die TLR-4-vermittelte
Signaltransduktion mittels Stimulation von HEK293/TCM-Zellen und THP1-Zellen zu

analysieren.
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KAPITEL 3

MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Chemikalien und Reagenzien

Standard-Chemikalien und -Reagenzien wurden von den Herstellern Roth, Sigma-
Aldrich und Merck im Reinheitsgrad pro analysis bezogen.

Reagenz Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamidlésung (30 %/0,8 %) Roth

Agar AppliChem
Agarose Biozym
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) Roth
Bromphenolblau Roth

BS® Crosslinker, No-Weight Format Pierce
Coomassie Brilliant Blue R250 Roth

dNTP Mix 10 mM

SignalFire™ ECL (Enhanced Chemiluminescence)
Reagenz

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
L-Glutamin 200 mM

Hefeextrakt

HEPES
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
B-Mercaptoethanol

Milchpulver

Natriumazid (NaNs3)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

NZ Amine (casein hydrolysate)

Phosphate buffered saline (PBS)
pH-Pufferlésung pH 4,01

pH-Pufferlésung pH 7,00

pH-Pufferlésung pH 9,21

PolyFect Transfection Reagent
Streptavidin Horseradish Peroxidase (HRP)
KAPA SYBR FAST Universal

Thermo Scientific (Kit: Reverse
Transkriptase)

NEB

Roth

Roth

Biochrom

Roth

Biochrom

Roth

Roth

Roth

Merck

Roth

Roth

Biochrom
Mettler-Toledo
Mettler-Toledo
Mettler-Toledo
Qiagen
Thermo Scientific
Peqglab
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Reagenz Hersteller
T4-Ligasepuffer Fermentas
Tango/Y" Puffer Fermentas

TMB Substrate Reagent Set
Trypanblau, 0,4 % Lésung
Tryptone/Peptone

Tween 20

BD Bioscience
Life Technologies
Roth

Diagonal

3.1.2. Puffer und Losungen

Die Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in ddH,O angesetzt

und bei RT gelagert.

Puffer / Losung Inhalt Endkonzentration

AIEX-Puffer A Tris 20 mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM

AIEX-Puffer B Tris 20 mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM
pH auf 8,5 einstellen

Blockpuffer fir WB Milchpulver 5%
TBST
frisch ansetzen

Blockpuffer fir ELISA 10 % BSA 1%
PBST
frisch ansetzten

Blotpuffer Tris 25 mM
Glycine 192 mM
Methanol 10 %
pH 8,2-8,4 (nicht einstellen)
Lagerung bei 4 °C, V2 Jahr haltbar

Carbonatpuffer Natriumcarbonat

. 0,1M

Natriumhydrogencarbonat 01M
Natriumcarbonat-Lsg. mit ’
Natriumhydrogencarbonat-Lsg. auf
pH 9,5 einstellen
Lagerung bei 4 °C

Coomassie-Entfarber Essigsaure 7%
Ethanol (96 %) 10 %
ddH,0

Coomassie-Farbeldésung Brilliant Blau R250 0,275 %
Ethanol (100 %) 25%
Essigsaure 10 %
ddH,0

Losung filtrieren
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Puffer / Losung Inhalt Endkonzentration
Cytosol-Lysepuffer Tris pH 8,0 50 mM
NaCl 50 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
Elutionspuffer (EP) Glycin 100 mM
NaCl 500 mM
Auf pH 2,7 einstellen und steril filtrieren (0,22 pm)
HBS HEPES 20 mM
NaCl 140 pM
pH auf 7,2 einstellen
IB-Lysepuffer Tris pH 8,0 50 mM
NaCl 50 mM
EDTA 1 mM
Urea 8M
Probenpuffer (4x) (PP) 10 % SDS 8 %
1 M Tris-HCI, pH 6,8 125 mM
Glycerin (100 %) 50%
B-Mercaptoethanol 0,05 %
Bromphenolblau
aliquotiert, Lagerung bei -20 °C
PBS* E72A PBS, pH 7,6
CaCl, 1 mM
PBS* H15A PBS, pH 7,6
ZnCl, 6,5 uM
PBS* H89A PBS, pH 7,6
ZnCl, 6,5 uM
PBST (1x) PBS (10x) 1Xx
Tween 20 0,04 %
Sammelgelpuffer fir Tris-HCI pH 8,8 0,5M
SDS-Gele SDS 0,4 %
1x SDS-Laufpuffer '(I'BrlljCin 100 mM
SDS 100 mM4 mM
TAE-Puffer (50x) Tris 2M
EDTA 50 mM
Essigsaure (100 %) 60 %
TBS (10x) Tris 500 mM
NaCl 1,5M
mit HCI auf pH 7,6 einstellen
TBS* D25A TBS
CaCl, 10 mM
TBS* E72A TBS
CaCl, 200 mM
TBS* H15A TBS
CaCl, 5mM
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Puffer / Losung Inhalt Endkonzentration
TBS* H85A TBS

CaCl, 25 mM
TBS* H89A TBS

CaCl, 25 mM
TBS* N63A TBS

CaCl, 100 mM
TBS* N63/E72A TBS

CaCl, 300 mM
TBST (1x) TBS (10x) 1Xx

Tween 20 0,1 %
TE-Puffer Tris-HCI pH 7,5 10 mM

EDTA 1mM
Trenngelpuffer fiur SDS-Gele Tris-HCI pH 6,8 1,5M

SDS 0,4 %
Tris-HCI Tris

pH mit HCL einstellen

3.1.3. Medien und Losungen fiir die Zellkultur

Zur Herstellung der Kulturmedien fiir eukaryotische Zellen wurden folgende Medien,
Lésungen und Reagenzien verwendet.

Bezeichnung Beschreibung Hersteller
DMEM, high Glucose (4,5 g/L) Dulbecco’s Modified Eagle Medium  Biochrom
DMSO Dimethylsulfoxid Roth

FCS Fetales Kalberserum Gibco

MEM NEA (100x) Nicht essentielle Aminosauren Biochrom
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat Sigma Aldrich
RPMI 1640 mit Phenolrot Roswell Park Memorial Institute Biochrom

Medium Inhalt Endkonzentration
Einfriermedium fir HEK293-Zellen FCS 90 %

DMSO 10 %
Einfriermedium fir THP1-Zellen THP1 Medium 70 %

FCS 20 %

DMSO 10 %
HEK293-Medium DMEM (4,5 g Glucose)

FCS 10 %

Glutamin 2%

P/S 1%
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Medium Inhalt Endkonzentration
THP1-Medium RPMI

FCS 10 %

L-Glutamin 2%

Pen/Strep 1%

NEA 1%

3.1.4. Medien zu Kultivierung von Bakterien

Medium

Inhalt

Endkonzentration

Einfriermedium

Luria-Bertani (LB)-

Lennox-Medium

LB*

LB-Ampicillin Agar

NZY* Broth Medium

SOC-Medium

Zellsuspension
50 % Glycerin

NaCl
Tryptone/Peptone
Hefeextrakt

15 %
200 mM
1%
0,5 %

Mit 5 N NaOH auf pH 7.4 einstellen und autoklavieren

LB-Medium
MgSO4
MgC|2

NaCl
Tryptone/Peptone
Hefeextrakt

Agar

10 mM
10 mM

200 mM
1%
0,5 %
2%

Mit 5 N NaOH auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren, abkihlen lassen

und mit 0,01 % Ampicillin versetzten

NZ Amine (casein hydrolysate)
Hefeextrakt
NaCl

1%
0,5%
0,5 %

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren
Folgende Bestandteile kurz vor der Verwendung zugeben

MgC|2
MgSO4
20 % (w/v)Glucose

Hefeextrakt

Trypton

NaCl

KCI

Mit ddH,0 aufflillen und autoklavieren
MgClI

MgSO4

Glucose

12,5 mM
12,5 mM
0,4 %

0,5 % (w/v)
2 % (wiv)
10 mM
2,5mM

10 mM
10 mM
20 mM
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3.1.5. Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz

HEK293 Human embryonic kidney cells, monolayer, CLS (cell lines service)
adherent, transfiziert mit dem Adenovirus 5 Gen

HEK293/TCM HEK293 Zellen, stabil transfiziert mit humanen Invivogen
TLR-4a-MD2 und CD14 Genen

THP1 Etabliert aus dem peripheren Blut eines einjahrigen DSMZ ACC 16
Jungen mit akuter Monozytenleukamie, 1978

3.1.6. Bakterienstimme
Bakterienstamm Beschreibung Referenz

E. coli DH5a

E. coli
BL21(DE3)pLysS

E. coli XL1-blue

F', endA1, recA1, hsdR17 (r Mk") deoR,

thi-1, supE44, gyrA96, A(lacZYA-argF)
U169 (F80dlacZAM15)

F, hsdSg (rg mg’), dcm, gal, ompT, (ADE3)

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17,

SupEA44, relA1, lac [F* proAB lacl’ZAM15

Tn10 (Tet")]

Hanahan et al., 1991

Studier und Moffatt, 1986

Agilent Technologies
Publication Part Number:
200236-11

3.1.7. Antibiotika

Antibiotikum Hersteller
Ampicillin Roth
Blasticidin Invitrogen
Hygromycin B Gold Invitrogen
Penicillin/Streptomycin (100x) Biochrome

Puromycin

Thermo Fisher

3.1.8. Proteine und Standards

Protein Beschreibung Herkunftsort
D25A S100A12 mit AS Austausch an Position 25 diese Arbeit
E72A S100A12 mit AS Austausch an Position 72 diese Arbeit

Gen Ruler DNA-GroéfRenstandard Fermentas
100bp
H15A S100A12 mit AS Austausch an Position 15 diese Arbeit
H85A S100A12 mit AS Austausch an Position 85 diese Arbeit
H89A S100A12 mit AS Austausch an Position 89 diese Arbeit
N63A S100A12 mit AS Austausch an Position 63 diese Arbeit

PageRuler

Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific



MATERIAL

29

Protein Beschreibung Herkunftsort
pWhitescri Kontrollplasmid fir Transfektion Agilent Technologies
pt 4,5-kb
S100A12 S100A12 mit bekannter Konzentration als Foll et al.
Gold Standard fir ELISA (rhA12 vom 22.03.06)
Standard
S100A12 p32.2 Foll et al.
Hexamer
sRAGE Loslicher Teil des RAGE Foll et al.
TLR- Rekombinanter humaner TLR-4/MD2 Komplex R&D Systems
4/MD2
wtS100A1 Wildtyp S100A12 Foll et al.
2
3.1.9. Antikorper
3.1.9.1. Primare Antikorper
Bezeichnung Antigen Eigenschaften Elnggsetzte Referenz
Verdiinnung
a-His Histidin Maus 1gG4, K, 1:1000 Invitrogen
monoklonal
o-TLR-4 hTLR-4 Maus IgG, neutralisieren 10 pg/mL Invivogen
von humanem TLR-4
AKE S100A12 Maus, IgG monoklonal 1:1920 CisBio (MTA) (16S)
AKH S100A12 Maus, IgG monoklonal 1:2320 CisBio (MTA) (C23)
AKK S100A12 Maus, IgG monoklonal 1:2370 CisBio (MTA) (c28)
o-A12 S100A12  Kaninchen, polyklonal 1:1000 Foll, Roth et al.
o-A12-bio  S100A12  Kaninchen, polyklonal, 1:1000 Foll, Roth et al.

Biotin gekoppelt

Die monoklonalen Antikérper wurden auf ihr Bindungsverhalten an verschiedene
S100A12-Peptidsequenzen getestet.

Die Peptidsequenzen, die von den monoklonalen AK erkannt werden, befinden
sich in folgenden Regionen:

AS 1-27 AS 41-68 AS 68-88
(EF1) (EF2) (hinge-Region)
AKE O 0 0
AKH - - 0
AKK 0 - 0
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3.1.9.2. Sekundare Antikorper

Eingesetzte

Bezeichnung Antigen Spezies Kopplung Verdiinnung Hersteller
o-Maus mouse-IgG  Kaninchen  HRP 1:2000 DakoCytomation
a-Kaninchen rabbit-IgG Ziege HRP 1:4000 CellSignaling
3G1D5-bio  S100A12 Ratte Biotin 1:1087 Foll et al.
3.1.10. sonstige Detektionsreagenzien
Bezeichnung Kopplung Hersteller
Streptavidin HRP BioLegend
3.1.11. Primersequenzen
Primer Sequenz (5 —» 3’) Referenz
Bglll Fw GCGCGAAGATCTACAAAACTTGAAGAGCATCTGG Diese Arbeit
Xbal Rev GCGCGATCTAGACTACTCTTTGTGGGTGTGG
— Primerpaar zum Einfiigen der Schnittstellen Bgl/ll und Xbal
D25A Fw GGAAGGGGCATTTTGCCACCCTCTCTAAGG Diese Arbeit
D25A Rev CCTTAGAGAGGGTGGCAAAATGCCCCTTCC

— Primerpaar fur die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von Aspartat
gegen Alanin an Position 25

E72A Fw GAACAGGTCGACTTTCAAGCATTCATATCCCTGGTAGC
E72A Rev GCTACCAGGGATATGAATGCTTGAAAGTCGACCTGTTC
— Primerpaar fur die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von
Glutamat gegen Alanin an Position 72
H15A Fw GGGAATTGTCAATATCTTCGCCCAATACTCAGTTCGGAAGG
H15A Rev CCTTCCGAACTGAGTATTGGGCGAAGATATTGACAATTCCC
— Primerpaar fur die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von Histidin
gegen Alanin an Position 15
H85A Fw CATTGCGCTGAAGGCTGCCGCTTACCACACCCACAAAGAG
H85A Rev CTCTTTGTGGGTGTGGTAAGCGGCAGCCTTCAGCGCAATG
— Primerpaar fir die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von Histidin
gegen Alanin an Position 85
H89A Fw GCCCATTACCACACCGCCAAAGAGTAGGGATCC
H89A Rev GGATCCCTACTCTTTGGCGGTGTGGTAATGGGC

— Primerpaar fir die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von Histidin
gegen Alanin an Position 89

IL8 Fw ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC

IL8 Rev AACCCTCTGCACCCAGTTTTC

N63A Fw CCAAGGCCTGGATGCTGCTCAAGATGAACAGGTCG
N63A Rev CGACCTGTTCATCTTGAGCAGCATCCAGGCCTTGG

— Primerpaar fir die Site-directed Mutagenesis zum Austausch von
Asparagin gegen Alanin an Position 63

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

VBC Biotech

Diese Arbeit
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Primer Sequenz (5’ —» 3’) Referenz
Oligo(dT);g  d(TTTTTTTTTTTTTTTITTT) Thermo
Scientific
PEF-IRESp ACTCCCAGTTCAATTACAG Kessel et
Seq al., 2009
RPL 13A AGGTATGCTGCCCCACAAAAC VBC Biotech
277 Fw
RPL 13A TGTAGGCTTCAGACGCACGAC
418 Rev
T7 Fw TAATACGACTCACTATAGGG Eurogentec
RevT7Term GCGACTCGTTATTGATC VbC Biotech
Xbal Rev GCGCGACTCAGACTACTCTTTGGCGGTGTGG Diese Arbeit
H89A
— Primer zum Einfligen der Xba Schnittstelle in die H89A Mutante
3.1.12. Vektoren
Bezeichnung Beschreibung / Verwendungszweck Referenz
pET11b pET-Expressionsvektoren kommen bei der rekombinanten Novagen
Proteinproduktion in E. coli zum Einsatz. Das Plasmid steht
unter Kontrolle der Bakteriophagen T7 Transkription. pET11b
besitzt ein Ampicillin-Resistenzgen. Die Klonierung erfolgt Gber
Ndel und BamHI
\T?gene10|eaderpepﬁde\
laclq: lac repressor ; P T7: T7 Promotor ; lacO: lac Operator ;
Ndel: Schnittsttelle; BamHI: Schnittstelle; T T7: T7 Terminator;
amp: Ampicillin-Resistenzgen; pBR322 ori: Replikationsstart
pET11b- Zur Expression von S100A12 wurde die DNA in den Vektor Foll et al.
S100A12 pET11b kloniert. pET11b-S100A12 diente als Ausgang fur die
Site-directed Mutagenesis.
Nde | BamH |
/
S100A12
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante D25A wurden Nukleotide  Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.
D25A
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante E72A wurden Nukleotide Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.
E72A
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante H15A wurden Nukleotide  Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.

H15A
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Bezeichnung Beschreibung / Verwendungszweck Referenz
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante H85A wurden Nukleotide  Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.

H85A
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante H89A wurden Nukleotide = Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.
H89A
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante N63A wurden Nukleotide  Diese Arbeit
S100A12 in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12 ausgetauscht.
N63A
pET11b- Zur Expression der S100A12 Mutante N63/E72A wurden Diese Arbeit
S100A12 Nukleotide in der S100A12-DNA in pET11b-S100A12
NG63/E72A ausgetauscht
pEF-IRES pEF-IRES wird zur stabilen Expression rekombinanter Proteine Hobbs et
in Saugerzellen genutzt. Der Vektor enthalt sowohl ein al., 1998
Puromycin- als auch Ampicillin-Resistenzgen.
Xho'
Eco RI
Miu |
Xba |
Pst| Not | Hin‘d I BarTHI
—pEF-1a >J-{ IntronHMCS - IRES |pac-SV40 Poly A
pEF-1a: humaner Elongationsfaktor 1a; Intron: chimares Intron;
MCS: multiple Klonierungsstelle; IRES: internal ribosomal entry
site; pac: Puromycin Resistenzgen; SV40 Poly A: SV40
Terminations- und Polyadenylierungs-Signal; f1: Phage f1
Ursprung; amp: Ampicillin Resistenzgen
364H Der pEF-IRES-Vektor mit der Information flir C46 sowie die C- Dervillez et
terminale Multimerisationsdoméne der a-Kette des humanen al., 2006

C4-Bindeptroteins (C4bp) wurde als Ausgang fir die Klonierung
von S100A12 genutzt. Aufgrund des kodierten Signalpeptids
LNGFR werden exprimierte Proteine von Zellen sekretiert. Die

Klonierung erfolgte Gber die Schnittstellen Bg/ll und Xbal.
Nhe |
Xho |

Eco RI
Miu |
Xba |
Pst | Not | Hin‘d 1 BaTH |
—pEF-1a >J-{ IntronHMCSH- IRES |pac—-SVv40 Poly A
Nhe | EcoRI Bsp El Xba |
Xho! Bglll Not |

Sp: Signalpeptid von LNGFR (low-affinity nerve growth factor);
6x His: Hexa-Histidin-Markierung
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Bezeichnung Beschreibung / Verwendungszweck Referenz
pEF-IRES- pEF-IRES mit S100A12 als Insert zur stabilen Expression des Diese Arbeit
S100A12 rekombinanten Proteins in Saugerzellen.

Xho

Eco RI

Miu |

Xba |

Pst | Not | Hin‘d 1] BarT‘1H |
—|pEF-1a>LIntronHMCS|—| IRES |pac-SVv40 Poly A
Nhe | Eco'RI Bsp El Xba |
Xho! Bglll Not |
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante D25A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 D25A in
D25A 364H umkloniert
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante E72A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 E72A in
E72A 364H umkloniert.
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante H15A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 H15A in
H15A 364H umkloniert.
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante H85A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 H85A in
H85A 364H umkloniert
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante H89A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 H89A in
H89A 364H umkloniert.
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante N63A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12 N63A in
N63A 364H umkloniert.
pEF-IRES- Zur stabilen Expression der S100A12 Mutante N63/E72A in Diese Arbeit
S100A12 Saugerzellen wurden das Insert aus pET11b-S100A12
NG63/E72A N63/E72A in 364H umkloniert.
3.1.13. Enzyme

Enzym Beschreibung Hersteller

BamHI Restriktionsenzym 5’... G*"GATCC...’3 Fermentas

3'..CCTAG"G...’5

Bglll Restriktionsenzym 5’... A*"GATCT...'3 Fermentas

3. TCTAG"A...’5

Dpnl Endonuklease, Verdau parentaler Agilent

methylierter und hemimethylierter DNA  Technologies

Ndel Restriktionsenzym 5’...CAATATG...3’ Fermentas

3'..GTAT?AC...5’

PfuUltra HF DNA Polymerase Agilent

ReverAid H Minus

T4-Ligase

Technologies

Reverse Transkriptase

Thermo Scientific

Fermentas
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Enzym Beschreibung Hersteller
Xbal Restriktionsenzym 5’... TACTAGA...'3 Fermentas
3'...AGATCAT...’5
3.1.14. Kits und Protokolle
Bezeichnung Hersteller
DSS and BS® Crosslinkers Instructions 0418.9 Thermo
Scientific

EndoLISA Package Insert V1.5/2014 Hyglos GmbH
(606168)

EndoTrap Standard Application Protocol Hyglos GmbH
V06/2012

GoTaq Flexi DNA-Polymerase Kit Part# 9PIM829, 3/12 Promega

HiTrap NHS-activated HP
IL-8 ELISA

JetStar 2.0 Plasmid Purification Kits
JetQuick Plasmid DNA Purification
Kits

Nucleo Spin RNA

Phase Lock Gel™

Quick Change Il Site-directed
Mutagenesis Kit

Reverse Transkription

Instructions 71-700600 AW,
02/2011

Technical Data Sheet
2654K_ 5552444, 2015

Quick Reference Card, 2011
Quick Reference Card, 2011

User Manuel May, 2014 Rev.
User Manuel, 2007
Instruction Manual 20523-12

RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase Product
Information (2003)

GE Healthcare
BD Bioscience

Genomed
Genomed

16  Macherey-Nagel
5Prime
Agilent
Technologies

Thermo
Scientific

3.1.15. Verbrauchsmaterialien
Neben den laborlblichen Verbrauchsmaterialien wurden noch folgende benutzt:
Artikel Hersteller
Dialyseschlauch Roth
Kryoréhrchen Greiner Bio One

HisPur™ Ni-NTA Resin
MaxiSorp (Nunc 442404)
Nitrozellulose Membran

Phenyl Sepharose High Performance (GE 17-1082-01)

Q Sepharose Fast Flow

ReaktionsgefalRe/Polypropylen 14 mL round bottom
Stericup & Steritop™ 0,22 pm 250 mL und 500 mL

Ultra-Zentrifugenfilter,
100kDa; 500uL, 15mL

Amicon 3kDa,

10kDa, 30kDa, 50kDa,

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
GE Healthcare
GE Healthcare
BD Falcon

Merck Millipore
Merck Millipore
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Artikel

Hersteller

Whatman® Papier GB005, 1,2 mm

XK 26/20 column (28-9889-48)
Zellkutlurflasche T25 Cellstar
Zellkutlurflasche T75 Cellstar
Zellkutlurflasche T175 Cellstar
Zellkutlurflasche Cell[STACK

Sartorius Stedim
biotech

GE Healthcare
Grainer Bio One
Grainer Bio One
Grainer Bio One
Corning

3.1.16.

Laborausstattung

Neben den laborublichen Geraten wurden zusatzlich folgende verwendet:

Mikroskope Hersteller
Inversmikroskop Axiovert A1 Zeiss
Zentrifugen Hersteller
Centrifuge 5810R Eppendorf
Tischzentrifuge Centrifuge 5424R Eppendorf
Proteinbiochemie Hersteller
AKTA Kiihlschrank UniEQUIP
AKTApurifier UPC 10 GE Healthcare
Chemidoc Bio-Rad
DSX Dynex Tec.
Mini-PROTEAN® Tetra System Bio-Rad
Power Pac Basic Bio-Rad
Sonifier Bandelin
Trans-Blot®Turbo™ Transfer System Bio-Rad
Sonstige Hersteller
Biorad CFX 384 Real-Time System Bio-Rad
Nonophotometer p330 Implen
pH-Meter 765 Knick
Real-Time System CFX384 Bio-Rad

Sterilbank Safe 2020

T Professional Thermocycler

Vortex Genie 2

Zellkulturinkubator HERAcell 150i
Zellzahlkammer Neubauer Improved

Thermo Scientific
Biometra

Scientific Industries
Thermo Scientific
Assistent
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3.1.17. Software

Software Hersteller

BioEdit Ibis Bioscience

Endnote X7.1 Thomson Reuters

ImageLab 5.2.1 build 11 Bio-Rad Laboratories

Prism 5 fir Mac GraphPad Software, Inc

Office fur Mac 2011 Microsoft

PrimerX Bioinformatics Organization, Inc.
http://www.bioinformatics.org/primerx/

Bio-Rad CFX Manager Bio-Rad

Software Unicorn 5.20 (Build 500), strategy GE Healthcare
version 4.11
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3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Allgemeines

Das zur Kultivierung der Zellen eingesetzte fotale Kalberserum (FCS) wurde zur
Inaktivierung von Komplementfaktoren vor Gebrauch fir 30 min auf 56 °C erhitzt,
anschlief3end steril filtriert und bei -20 °C gelagert. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten
fir 10 min bei 350 g (HEK293-, HEK293/TCM-Zellen) bzw. 300 g (THP1-Zellen) und
RT. Fur die Zellkulturarbeiten verwendete Medien wurden vor ihrem Gebrauch auf
37 °C vorgewarmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen
(837°C und 5% CO;). Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank
durchgeflhrt.

3.2.1.2. Kultivierung von HEK293- und HEK293/TCM-Zellen

Die adharenten HEK293- bzw. HEK393/TCM-Zellen wurden alle 3-4 Tage (85-95 %
Konfluenz) expandiert oder 1:3 gesplittet.

Zum Ablésen der Zellen wurde das Medium abgesaugt und durch PBS ersetzt. Durch
leichtes Klopfen an das Zellkulturgefal® wurde die Vereinzelung der Zellen beglinstigt.
AnschlieRend wurden sie mit einer 10 mL Pipette abgespilt, in ein 50 mL Tube
Uberfiihrt und zentrifugiert (3.2.1.1). Entsprechend des gewilinschten Verdlinnungs-
grades wurden die Zellen in neuem Kulturmedium aufgenommen, auf Kulturgefalle

aufgeteilt und unter Standardbedingungen (3.2.1.1) kultiviert.

3.2.1.3. Kultivierung von THP1-Zellen

Zur Kultivierung wurden die Suspensionszellen nach Bedarf mit frischem Medium
versetzt und zusatzlich 1x pro Woche passagiert. Hierzu wurden die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert, 1:3 oder 1:5 (je nach Wachstumsgeschwindigkeit) mit frischem

Medium verdinnt und neu ausgesat.
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3.2.1.4. Kryokonservierung von Zellen

Adharent wachsende Zellen wurden zunachst, wie unter 3.2.1.2 beschrieben, von der
Platte gelést und zentrifugiert. Das Pellet wurde entsprechend des gewinschten
Verdinnungsfaktors (drei Kryotubes pro T75-Zellkulturflasche) in Einfriermedium
aufgenommen, in einen mit Isopropanol geflllten Behalter gestellt und bei -80 °C

eingefroren. Nach einer Nacht wurden die Zellen bei -150 °C gelagert.

3.2.1.5. Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Eingefrorene Zellen wurden mdglichst schnell in einem 37 °C Wasserbad aufgetaut, in
vorgewarmtes Kulturmedium Uberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen wurden in 5 mL frischem Kulturmedium resuspendiert und in
einer T25-Zellkulturflasche kultiviert.

3.2.1.6. Zellzahlbestimmung

Um die Konzentration lebender Zellen in einer Suspension zu ermitteln wurden 10 L
Zellsuspension mit 90 yL Trypanblau-Losung versetzt (Verdinnungsfaktor df). Die
Anzahl lebender Zellen in 10 yL wurde mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Es
wurde der Mittelwert aus vier GroRquadraten gebildet (x). Die Zellkonzentration wurde

anhand folgender Formel berechnet:

X -df - 10000 = Zellen/mL

3.2.2. Arbeiten mit Escherichia coli (E. coli)

3.2.2.1. Kultivierung von E. coli

Fir die Kultivierung von E. coli stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfigung. Zur
kurzfristigen Lagerung und Stammbhaltung wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten
ausgestrichen, bei 37 °C 0.N. kultiviert und anschlieRend bei 4 °C gelagert. Zur
Anreicherung wurde hingegen eine Flussigkultur aus LB-Medium mit einem
Bakterienklon angeimpft und G.N. bei 37 °C in einem Schuttler inkubiert. Durch Zugabe

eines Antibiotikums erfolgte die Selektion transformierter Bakterien.
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3.2.2.2. Kryokonservierung von E. coli

Die Kryokonservierung dient der langfristigen Aufbewahrung von Bakterienstammen.
Hierzu wurde ein Bakterienstamm zunéchst, wie in 3.2.2.1 beschrieben, auf einer LB-
Agarplatte ausplattiert und anschlieRend ein Klon in einer Flissigkultur kultiviert. Die
Bakterien wurden pelletiert (2500 g, 20 min, RT), in Einfriermedium resuspendiert und
bei -80 °C gelagert.

3.2.2.3. Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Zunachst wurde eine Flussigkultur von E. coli DH5a in LB* angesetzt (3.2.2.1). Am
darauffolgenden Tag wurde frisches LB*-Medium mit der G.N. Kultur inokuliert
(ODgo=0,08-0,1). Die Kultur wurde bis zu einer ODgyp=0,25-0,4 bei 37 °C im Schdittler
inkubiert, 10 min auf Eis gestellt, um das Bakterienwachstum zu stoppen und
anschliefiend zentrifugiert (5 min, 4000 rpm, 4 °C). Das Pellet wurde in 20 mL (pro
100 mL Zellpellet) eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und fir 45 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 2000 rpm, 4 °C) wurde das Pellet in
3 mL 0,1 M CaCl, + 20 % (v/v) Glycerin resuspendiert und in 100 pL Aliquots bei -80°C
gelagert.

Zur Kontrolle der Kompetenz wurde eine Transformation mit pWHitescript 4,5-kb
control Plasmid durchgefiihrt (3.2.2.4).

3.2.2.4. Transformation chemisch kompetenter E. coli

Die kryokonservierten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 50 uL in ein
vorgekihltes 14 mL Falcon round bottom gegeben. 5 uL der ligieten DNA bzw.
Kontrollplasmid (pWhitescript 4,5-kb) wurden zugegeben, leicht geschwenkt und flr
30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte der Hitzeschock flir 45 sec bei 42 °C
und eine erneute Inkubation auf Eis (2 min). Nach Zugabe von 250 uL vorgewarmten
SOC-Medium wurden die Bakterien flr 1 h bei 37 °C inkubiert, anschlieRend auf LB-
Amp Platten ausplattiert und G.N. bei 37°C kultiviert.

Von einem Klon wurde eine G.N. Flussigkultur (3.2.2.1) und anschliefend ein Kryo-
Stock (3.2.2.2) angefertigt.
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3.2.3. Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1. Praparation plasmidischer DNA

Die Aufreinigung plasmidischer DNA aus einer Ubernachtkultur von E. coli bzw. nach
Ligation erfolgte mit dem JetStar Midi Plasmid Purification Kit (Genomed, 2011). Fir
eine anschlieRende Sequenzierung musste die Reinheit der DNA noch weiter erhoht
werden, weshalb noch eine Phenol-Chloroform Fallung (Phase Lock Gel, 5Prime,
2007) und eine weiter Aufreinigung (JetQuick Plasmid DNA Purification Spin Kit,

Genomed, 2011) angeschlossen wurden.

3.2.3.2. Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Zur Konzentrationsbestimmung der RNA oder DNA wurde die Absorption (A)
aufgenommen. Nach Gallagher et al. wird bei doppelstrangiger DNA fir eine
Absorption bei 260 nm (Az) von 1 eine Konzentration von 50 uyg/mL DNA zugrunde
gelegt (Gallagher et al., 2008). Damit ergibt sich fir die Berechnung der DNA-

Konzentration folgende Formel:
DNA-Konzentration = Verdliinnung - A,g, - 50pug/mL

Aus dem Quotienten Aug/Azso lasst sich die Reinheit der Probe ablesen. Er sollte
zischen 1,8 und 2,0 liegen. Héhere Werte weisen auf eine RNA Kontamination hin.

Niedrigere Werte kdnnen durch Proteine oder Phenole verursacht werden.
Fir RNA gilt analog fur eine Ay = 1 eine Konzentration von 40 pyg/mL. Damit ergibt
sich fur die Berechnung der RNA-Konzentration folgende Formel:

RNA-Konzentration = Verdlinnung - A,¢q - 40pug/mL

Der Quotient Ageo/Azse sollte hier bei 2,0 liegen. Niedrigere Werte weisen auf eine

Verunreinigung durch genomische DNA, Proteine oder aromatische Substanzen hin.
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3.2.3.3. Enzymatische Behandlung von DNA

3.2.3.3.1. Analytische und praparative Restriktion

Die Restriktion plasmidischer DNA kann sowohl zur Uberpriifung einer zuvor
durchgefiihrten Ligation (analytische Restriktion) als auch zur weiteren Verwendung
der DNA bei einer Umklonierung (praparative Restriktion), genutzt werden.

Die Restriktion lief in folgendem Reaktionsansatz i.N. bei 37 °C ab:

Tab. 3.1: Reaktionsansatz fiir die Restriktion.

pPEF-IRES pET11b
Komponente Endkonzentration Komponente Endkonzentration
Template 3 ug Template 5 ug
Bglll 10u BamHI 10u
Xbal 10u Ndel 10u
10x Tango/Y® 1x 10x Tango/Y" 1x

3.2.3.3.2. Ligation der mutierten S100A12-DNA in pEF-IRES

Als erstes musste die mutierte dsDNA (3.1.12) aus dem Vektor pET11b
herausgeschnitten werden (3.2.3.3.1). Da flr die Ligation in pEF-IRES andere
Schnittstellen bendtigt wurden, mussten diese zunachst in einer PCR (GoTaq Flexi
DNA-Polymerase Kit) mit den entsprechenden Primern (3.1.11) eingefugt werden
(Tab. 3.2 und Tab.3.3).

Tab. 3.2: PCR-Ansatz zum Einfiigen der Xbal und Bgll Schnittstellen in die mutierte
S100A12-DNA.

Komponente Endkonzentration
GoTaq Flexi-Puffer 1x
MgCl 4 mM

dNTP-Mix 0,2 mM jedes dNTP
5 Primer 2 uM
3’ Primer 2 uM
Taq DNA Polymerase 1,25u
Template 1 pg/mL
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Tab. 3.3: Temperaturprofil der PCR zum Einfiigen der Xbal und Bgl/l Schnittstellen in die
mutierte S100A12-DNA.

Vorgang Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiales Denaturieren 95 °C 3 min 1
Denaturieren 95 °C 30 sec
Annealing 70 °C 30 sec i| 30
Polymerisation 72°C 30 sec
Finale Polymerisation 72°C 2 min 1
4°C o

Nach erneuter Restriktion (3.2.3.3.1, Tab. 3.1; pEF-IRES) erfolgte die Ligation in den
Saugerzellvektor pEF-IRES (Tab. 3.4 und Tab. 3.5).

Tab. 3.4: Ligationsansatz.

Komponente Eingesetzte Menge pro Ansatz
Vektor 50 ng
Insert 10 ng

T4-Ligase Puffer 2 uL
T4-Ligase 1L
ddH,O auf 20 pL auffillen

Tab. 3.5: Temperaturprofil der Ligation.

Zeit Temperatur
2h 22°C
10 min 65 °C
0 4°C

Die Ligationsansatze wurden, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, aufgereinigt und zur

Durchfiihrung einer Sequenzierung (3.2.3.7) in E. coli transformiert (3.2.2.4).

3.2.3.4. Gelelektrophoretische Trennung von DNA-
Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1%-iges Agarose-Gel hergestellt und
ca. 1:30000 mit EtBr versetzt. Nach dem Ausharten wurde das Gel mit TAE-Puffer
Uberschichtet. Die Proben wurden in GoTaq Flexi Buffer aufgenommen und zusammen
mit einem Grolenstandard in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei
120 V fur 60 min. Zur Detektion der Banden wurde ein UV-Transilluminator mit einer

CCD-Kamera verwendet.
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3.2.3.5. Nachweis der Genexpression

Um die Expression bestimmter Gene nach einer Stimulation zu quantifizieren, wurden
die Zellen lysiert und die RNA aufgereinigt (Total RNA Isolation NucleoSpin RNA 1l Kit,
Macherey-Nagel, 2012). Nach Bestimmung der Konzentration (3.2.3.2) wurde die RNA
in cDNA umgeschrieben (Reverse Transkription PCR, RT-PCR). In einer gPCR wurde
mit Hilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs (SYBR Green) die Zunahme der
PCR-Produkte in Echtzeit verfolgt. Eine relative Quantifizierung erfolgte mit der ACt-
Methode, Uber einen Vergleich der Genexpression des Zielgens zu der Expression

eines nicht regulierten Gens, einem sogenannten housekeeping Gen (RPL).

Tab. 3.7: Temperaturprofil

Tab. 3.6: Reaktionsansatz RT-PCR. der PCR.
Komponente Eingesetzte Menge pro Ansatz Zeit Temperatur
5x Reaktionspuffer 10 uL 90 min 42 °C
Oligo(dT)18 1L 10 min 70°C
dNTPs 1L 0 10°C
RNA 14 Mg
Reverse Transkriptase 0,2 uL

ddH,0O Endvolumen: 50 uL

Tab. 3.8: Reaktionsansatz qPCR.

Eingesetzte Menge
pro Ansatz
2x SYBR Green 5 L
Primermix 0,2 yL
RNase freies H,O 2,3 uL

Komponente

Tab. 3.9: Primermix qPCR.
Komponente Endkonzentration

Fw Primer 10 uyM
Rev Primer 10 uyM
RNase freies H,O

Tab. 3.10: Temperaturprofil der gPCR.

Vorgang Temperatur Zeit Zyklenzahl
50 °C 2 min 1
Denaturieren 95 °C 3 min 1
Denaturieren 95 °C 15 sec J 39
Annealing + Polymerisation 60 °C 1 min
95 °C 15 sec 1
60 °C 5 sec 1

95 °C 50 sec 1
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3.2.3.6. Site-directed Mutagenesis

Mittels der Site-directed Mutagenesis kénnen u.a. Struktur-Funktions-Beziehungen
analysiert werden (Braman et al., 1996). Die hier gewahlte Methode der QuickChange
Site-directed Mutagenesis ermdglicht es, Mutationen in doppelstrangige DNA
einzufligen. Viele andere bekannte Methoden sind deutlich aufwendiger und setzten
das Vorhandensein einzelstrangiger DNA voraus (Kunkel, 1985; Sugimoto et al., 1989;
Taylor et al., 1985; Vandeyar et al., 1988).

Hier wurde die Site-directed Mutagenesis genutzt, um gezielt AS des
Kalziumbindeproteins S100A12 zu substituieren. Sie wurde mit dem QuickChange Il
Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) durchgefihrt. Das Primerdesign
erfolgte anhand der Angaben des QuickChange Protokolls (Tab. 3.11) mit dem
Programm PrimerX.

Der Site-directed Mutagenesis liegt die Amplifikation eines doppelstrangigen DNA
Vektors zugrunde, der das zu mutierende Insert enthalt. Zum Einflgen der Mutationen
wurden zwei synthetische, zueinander komplementare Oligonukleotid-Primer
verwendet, die in ihrer Mitte den gewlinschten Nukleotidaustausch aufweisen. In einer
PCR (Tab. 3.13) wurden die Primer mittels der PfuUltra HF DNA-Polymerase
entsprechend des urspringlichen Plasmids verlangert. Parentale, methylierte DNA
wurde durch die Endonuklease Dpnl, die spezifisch flr methylierte und hemimethylierte
DNA ist, verdaut. Zuletzt wurden E. coli XL1-blue superkompetente Zellen mit dem
mutierten Plasmid transformiert.

Der korrekte Einbau des mutierten Inserts wurde mittels einer Sequenzierung (3.2.3.7)

bestatigt.

Tab. 3.11: Auswahlkriterien fiir das Primerdesign.

Lange 25-45 Basen
Schmelztemperatur 278 °C
GC Gehalt mind. 40 %
Sollte in einer oder mehreren G oder C Basen enden
Die Mutation sollte auf beiden Seiten von 10-15 korrekten Basen umgeben sein

Tab. 3.12: Reaktionsansatz fiir die PCR der Site-directed Mutagenesis.

Eingesetzte Menge
pro Reaktionsansatz

10x Reaktionspuffer 5uL
dsDNA Template 50 ng
Oligonukleotid Primer Fw 125 ng
Oligonukleotid Primer Rev 125 ng
dNTP Mix 1uL
ddH,O Endvolumen: 50 pL
PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/uL) 1L

Komponente
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Tab. 3.13: Temperaturprofil fiir die PCR der Site-directed Mutagenesis.

Vorgang Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 95 °C 30 sec 1
Denaturierung 95 °C 30 sec

Annealing 55 °C 1 min 16
Polymerisierung 68 °C 7 min
Polymerisierung 68 °C 4 min 1

Pause 4°C 0

3.2.3.7. Sequenzierung

Zur Durchfiihrung der Sequenzierung wurde die DNA zunachst aufgereinigt (3.2.3.1).
Die Sequenzanalyse nach der Site-directed Mutagenesis in dem Vektor pET11b wurde
mit dem T7 Primer durchgeflihrt. Zur Sequenzanalyse nach Umklonierung in pEF-
IRES, wurde der pEF-IRES Seq Primer benutzt. Die Sequenzierung wurde von SeqlLab
Sequence Laboratories, Gottingen durchgefihrt und mit dem Programm BioEdit

ausgewertet.

Tab. 3.14: Sequenzierungsansatz.
Komponente Menge

DNA mind. 110 ng
Primer ~30 uM

3.2.3.8. Stabile Transfektion von HEK293-Zellen

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 6x10° Zellen/Well in einer 6-Well Platte
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 40-80 % kultiviert. Die DNA (pEF-IRES mit
dem entsprechenden Insert) wurde aus den zuvor transformierten E. coli Zellen
aufgereinigt (3.2.3.1). 2 ug DNA in 100 yL DMEM wurden mit 20 yL PolyFect
Transfection Reagent vermischt und fiir 10-15 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden
mit 3 ml frischem Medium versehen, das Transfektionsreagenz mit 600 yL Medium
versetzt und zu den Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen 24 h weiter
kultiviert, bevor die Selektion erfolgte. Hierzu wurde das Kulturmedium zusatzlich mit
20 pyg/mL Puromycin versetzt und die Zellen weitere 17 Tage kultiviert. Das Medium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Zur Expansion wurde jeweils ein Klon gepickt und in
eine 12-Well Platte transferiert. Beim Erreichen einer ausreichenden Dichte wurden die

Zellen expandiert. Zuletzt wurde von den Zellen ein Kryo-Stock angelegt (3.2.2.2).
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3.2.4. Proteinbiochemische Methoden

3.2.4.1. Rekombinante Expression von Proteinen in HEK293-
Zellen

Saugerzellen haben, gegeniber Bakterien, den Vorteil, dass eventuelle
posttranslationale Modifizierungen vorgenommen werden kdnnen und die Proteine frei
von LPS sind. Nachteile sind u.a. die geringere Expressionseffizienz und der deutlich
groliere Zeitaufwand.

Nach der Expression der Proteine in HEK293 Zellen werden sie, aufgrund der
vorhandenen Signalsequenz (LNGFR), sekretiert und befinden sich im Zellkultur-
Uberstand.

Zur Kultivierung zuvor transfizierter HEK293-Zellen (3.2.3.8) fir die Proteinexpression
wurde der Inhalt einer konfluent bewachsenen T175 Zellkulturflasche, wie unter 3.2.1.2
beschrieben, zur Expansion in 500 mL Kulturmedium fir eine Woche in CellStack
Culture Chambers kultiviert.

Der Zellkulturiiberstand wurde abgenommen, steril filtriert, mit 0,01% NaN; versetzt

und bis zur Aufreinigung der Proteine (3.2.4.4) bei 4 °C gelagert.

3.2.4.2. Rekombinante Expression von Protein in E. coli
BL21(DE3)

Fur die Proteinproduktion wurde die plasmidische DNA zunachst in chemisch
kompetente E. coli BL21(DE3) transformiert (3.2.2.4). In diesen Zellen ist die
Herstellung der Proteine durch IPTG induzierbar. Die Expression des in dem pET11b
Vektor kodierten Gens erfolgt unter der Kontrolle des T7/ac-Promotors. Hierbei liegt
hinter dem T7-Promotor ein lac-Operator, der durch den /lac/-Repressor blockiert wird.
Durch Zugabe von IPTG wird der /acl-Repressor vom Operator geldst, sodass die
Translation des Zielgens stattfinden kann (Studier et al., 1986). Die Transformation
wurde auf Selektionsmedium Uberprift. Jeweils ein Klon wurde fir Kryo-Stocks
verwendet. Fur die Proteinaufreinigung (3.2.4.3) wurde aus einem Kryo-Stock eine
Vorkultur (VK) inokuliert und G.N. bei 37 °C im Schdattler kultiviert. Am Folgetag wurde
aus der VK eine Hauptkultur (HK), mit einer Start-ODgo von 0,1, angesetzt und bei
37 °C im Schdttler kultiviert bis eine ODgy von 0,5 erreicht war (logarithmische
Wachstumsphase). Zu diesem Zeitpunkt wurde die HK mit IPTG (Endkonzentration

1mM) versetzt und fir 4 h weiter kultiviert. Nach der Zentrifugation (2500 g, 20 min)
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wurde das Pellet aus 200 mL HK in 10 mL Cytosol-Lysepuffer (LP) resuspendiert, 5x
30 sec auf Eis sonifiziert und erneut zentrifugiert (15000 g, 30 min, 4 °C). Das Protein
befand sich im Uberstand (US).

Um ebenfalls Protein zu isolieren, das sich in Einschlusskérpern (/nclusion bodies, 1B)
befand, wurde das bei der zytosolischen Aufreinigung erhaltene Pellet 2x mit 10 mL
Zytosol-LP + 0,5 % Tween 20 (v/v) gewaschen. Hierzu wurde es resuspendiert, 10 min
bei RT inkubiert und anschliellend pelletiert (15000 g, 10 min, 4 °C). Nach den
Waschschritten wurde das Pellet in 10 mL IB-LP resuspendiert und .N. bei 4 °C und
Rotation inkubiert. Da am Folgetag noch kein vollstandiger Aufschluss erreicht worden
war wurde eine weitere Sonifizierung und Zentrifugation (15000 g, 4 °C, 20 min)

durchgefiihrt. Das Protein befand sich auch hier im US.

3.2.4.3. Aufreinigung der in E. coli exprimierten Proteine

Sowohl fur die AIEX als auch fir die HIC wurden alle Puffer vor Gebrauch filtriert
(0,45 pm) und fur 10-20 min entgast.

3.2.4.3.1. Anionenaustauschchromatographie (AIEX)

Die lonenaustauschchromatographie dient der Separierung von Proteinen anhand ihrer
Ladung. Sie kann sowohl Uber eine Saule oder im ,Batch-Verfahren“ durchgefihrt
werden. Ausgehend von der Nettoladung des Proteins wird eine Anionen- oder
Kationenaustauschchromatographie durchgefiihrt. Die lonisierung der Oberflachen
Aminosaure von Proteinen variiert in Abhangigkeit des pH-Werts. Liegt der pH unter
dem Wert des lIsoelektrischen Punkis (pl), an dem das Protein eine neutrale
Gesamtladung hat, so ist das Protein positiv geladen. Ist der pH jedoch hdher als der
pl, so ist das Protein negativ geladen (Bollag, 1994). Unter den hier verwendeten
Bedingungen liegen die zu separierenden Proteine mit einer negativen Gesamtladung
vor. Daher wurde die Anionenaustauschchromatographie verwendet. Diese kann
wiederum in ,stark® und ,schwach® untergliedert werden, abhangig von der
verwendeten stationaren Phase. Bei starken lonen-Austauschern ist die lonisierung der
funktionellen Gruppen der stationdren Phase lber einen weiten pH-Bereich stabil. Bei
einer schwachen stationaren Phase variiert die lonisierung in Abhangigkeit des pH.
Proteine werden generell bei einer schwachen lonenstarke geladen und kdénnen Uber

Anderung des pH-Werts oder der Salzkonzentration eluiert werden.
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In dieser Arbeit wurde ein starker Anionenaustauscher genutzt und gebundenes
Protein mit einer ansteigenden Salzkonzentration durch Verdrangung gelost.

Die exprimierten Proteine (3.2.4.2) wurden zunachst in AIEX-Puffer A dialysiert (4 h,
4 °C) und steril filtriert (0,22 um). Nachdem die Saule mit AIEX-Puffer A aquilibriert
wurde, wurde die Probe geladen (Flussrate: 2 mL/min). Die Elution erfolgte mit einem
Salzgradienten (Puffer A — Puffer B). Es wurden 2 mL Fraktionen genommen. Nach
dem Erreichen von 100 % Puffer B wurde die Saule noch mit 1 CV (column volume)
AIEX-Puffer B gespilt und anschlieBend in einem Gradienten mit sinkender
Salzkonzentration (Puffer B — Puffer A) und zusatzlichen 1 CV Puffer A Re-aquilibriert.
Die Fraktionen wurden auf ihre Absorption bei 280 nm hin analysiert, um solche zu
identifizieren, die Protein enthielten. Diese wurden dann auf eine denaturierende PAGE
(3.2.4.6) aufgetragen und Fraktionen, die S100A12 enthielten (Laufhdhe ~10 kDa),
wurden fur die HIC (3.2.4.3.2) vereint.

3.2.4.3.2. Kalzium-abhangige hydrophobe
Interaktionschromatographie (HIC)

Zur vollstdndigen Entfernung unerwiinschter Proteine wurden die bei der AIEX
vereinten Fraktionen zusatzlich Uber eine Kalzium-abhangige hydrophobe
Interaktionschromatographie (HIC) aufgereinigt. Aufgrund der Wechselwirkung
hydrophober Bereiche, die durch eine Kalzium-vermittelte Strukturdnderung der
Proteine exponiert werden, mit einer ebenfalls hydrophoben Matrix, wird speziell die
Aufreinigung Kalzium-bindender Proteine erreicht. Diese Interaktion wird durch hohe
Salzkonzentrationen verbessert. Eine Verringerung der Salzkonzentration flhrt dazu,
dass sich die Verbindungen wieder 16sen. Abhangig von ihrer Hydrophobizitat binden
und eluieren die Proteine bei unterschiedlichen lonenkonzentrationen.

Die nach der AIEX (3.2.4.3.1) vereinten Fraktionen wurden in TBS dialysiert (U.N.,
4 °C) und anschlieBend auf eine spezifische Kalziumkonzentration eingestellt (TBS*)
(vgl. 3.1.2). Die Saule wurde mit TBS* aquilibriert und das Protein wurde geladen.
Ungebundenes Protein wurde mit TBS* abgewaschen (=> Durchlauf). Mittels eines
Gradienten wurde die EDTA-Konzentration in der Saule erhdht, was zu einem Entzug
von Kalzium und damit zu einer Anderung der Hydrophobizitét der Proteine fiihrt und
so die Elution induziert. Von den Fraktionen wurde die Absorption bei 280 nm
gemessen und anschlielend eine denaturierende PAGE der Protein-enthaltenden
Fraktionen angefertigt (3.2.4.6).
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Fraktionen, die ausschlieRlich S100A12 enthielten (Laufhdhe ~10 kDa) wurden vereint,
in HBS dialysiert und anschlielend Uber 3 kDa Amicon Ultra Centrifugal Filters
aufkonzentriert. Das LPS wurde mittels EndoTrap (3.2.4.11) entfernt und die

Proteinkonzentration wurde durch eine Absorptionsmessung bestimmt (3.2.4.4.1).

3.2.4.4. Aufreinigung der in HEK293-Zellen exprimierten
Proteine

Zur Aufreinigung der in HEK293-Zellen exprimierten Proteine (3.2.4.1) wurde eine
Affinitatschromatographie mit einem S100A12-spezifischen Antikdrper (a-A12)
verwendet. Hierzu wurde zunachst a-A12 an das Saulenmaterial gekoppelt (HiTrap
NHS-activated HP Instructions 71-700600 AW, 02/2011). Die Saule wurde mit PBS
aquilibriert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiberstand mit PBS, pH 7,6 bzw. PBS*
(vgl. 3.1.2) versetzt, maximal 24 CV bei einer Flussrate von 0,5-1 mL/min auf die Saule
aufgetragen und ungebundenes Protein mit 3 CV PBS* abgewaschen. Die Elution
erfolgte mit 3 CV Elutionspuffer (EP). Der geringe pH-Wert des EP wurde direkt durch
Zugabe von Tris-HCI pH 9,1 neutralisiert. Die Flussrate betrug maximal 1 mL/min. Es
wurden 1 mL Fraktionen genommen die im ELISA auf ihren S100A12-Gehalt hin
Uberprift wurden. Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden vereint, in HBS
dialysiert und Uber 3 kDa Amicon Ultra Centrifugal Filter aufkonzentriert. Anschliel3end

wurde die Saule mit 5 CV WP fur die nachste Aufreinigung re-aquilibriert.

3.2.4.4.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Analog zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration (3.2.3.2) kann auch die
Proteinkonzentration photometrisch ermittelt werden. Proteine absorbieren aufgrund
der enthaltenen Tryptophane und Tyrosine, und im geringen Mafe auch Cysteine, bei
einer Wellenldange zwischen 275-280 nm (Stoscheck, 1990). Aufgrund einer
unterschiedlichen Anzahl dieser Aminosauren hat jedes Protein einen spezifischen
Extinktionskoeffizienten (g). Zur Bestimmung der Absorption bei 280 nm wurde in
dieser Arbeit die Nanodrop-Funktion des Implen Photometers genutzt. Die
Proteinkonzentration wurde automatisch von dem Gerat berechnet. Die Berechnung
berunt auf dem Lambert-Beer'schen Gesetz [1]. S100A12 hat einen

Extinktionskoeffizienten von ¢ = 0,282.



METHODEN 50

Durch Aufnahme eines Spektrums von 250-330 nm konnte die Reinheit der Proteine
ermittelt werden. Eine hohe Absorption im Bereich von 260 nm spricht flr eine
Verunreinigung durch Nukleinsduren, wohingegen andere organische Substanzen (z.B.
Salze, Phenole) zu einer erhéhten Absorption um 230 nm und >280 nm fihren kdénnen.

Abb. 3.1 zeigt typische Spektren fir Proteine, DNA und eine Mischung aus beidem.

[1] A=¢:C-d
A: Absorption
¢: Extinktionskoeffizienten

C: Konzentration
d: optische Schichtdicke (meist =1)

—+—DNA

3 —4+—Protein

-m-DNA/Protein

Absorbance

230 240 250 260 270 280 290

Wavelength (nm)
Abb. 3.1: Absorptionsverlauf von DNA und Proteinen.

Dargestellt sind die charakteristischen Absorptionsspektren von DNA (¢), Proteinen (4) und
einer Mischung aus DNA und Protein (=) (Brescia et al., 2012).

3.2.4.5. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA wurde zur Bestimmung der S100A12-Proteine nach GroRenfiltration
(Tab. 3.15 a), die AK-Bindungsstudien (Tab. 3.15 b), die Rezeptor-
Interaktionsanalysen (Tab. 3.15 ¢) bzw. der IL-8-Konzentrationsbestimmung genutzt.
Fur jede Versuchsdurchfiihrung waren unterschiedliche Aufbauten und Reagenzien
notig. Das Prinzip war jedoch immer das Gleiche und auch die Standard-Reagenzien
(Waschpuffer, Puffer zum Immobilisieren, TMB) waren gleich.

Zunachst wurde das gewlinschte Protein oder der Antikérper in 50 uL Carbonatpuffer
U.N. bei 4 °C oder 1 h bei 37 °C auf einer Nunc MaxiSorp 96-Well Platte immobilisiert
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(Tab. 3.15 ®). Nach dreimaligem waschen mit je 300uL PBST wurden
Ubriggebliebene Bindungsstellen fir 1-4 h bei RT mit Blockpuffer blockiert. Die
Inkubation mit den Proben (je 50 uL) erfolgte flr 1-2 h bei RT oder G.N. bei 4 °C
(Tab. 3.15 @). AnschlieBend wurden die Wells erneut dreimal mit je 300 uL PBST
gewaschen. Zur Detektion wurden die Wells entweder mit einem Primarantikérper fur
1h bei RT inkubiert, die Platten gewaschen und im Anschluss mit einem
Sekundarantikorper (30 min, 37 °C) inkubiert, oder ein biotinylierter AK und Streptavdin
wurden fir mind. 10 min in PBST vorinkubiert, dann zu den Wells gegeben und
ebenfalls fir 30 min bei 37 °C inkubiert (Tab.3.15®). Nach einem letzten
Waschschritt erfolgte die Detektion mit 100 yL TMB. Dieses wird durch die am
Sekundarantikorper bzw. an Streptavidin gekoppelte HRP in einer Farbreaktion
umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 yL H,SO4 nach 5-10 min
gestoppt. Die Konzentrationsanderung des enzymatisch umgesetzten Farbstoffes ist
proportional zur Menge an gebundenem AK/Streptavidin und wurde photometrisch bei

450 nm bestimmt.

Tab. 3.15: Auflistung der Ansatze fiir die verschiedenen ELISA-Anwendungen.

Anwendung
a b c
Schritt
@ 1 ug/mL 0,1-5 pg/mL 2,5 ug/mL
o-A12 S100A12 TLR-4 bzw. sRAGE
@ 50 uL Retentat entfallt 0,5-7,5 pg/mL
S100A12in PBS
® 4 pg/mL o-A12-bio + 1 yg/mL a-A12 + 4 pg/mL a-A12-bio +
Streptavidin-HRP o~ Kaninchen Streptavidin-HRP
bzw.
1 ug/mL mono-AK +
a-Maus

3.2.4.6. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zu unterscheiden sind hier die semi-native und denaturierende PAGE. Bei der semi-
nativen PAGE wurden die Proteine, nachdem sie mit Probenpuffer (PP) ohne SDS und
B-Mercaptoethanol versetzt wurden, nicht aufgekocht, um die Proteinstruktur zu
erhalten. Bei der denaturierenden PAGE wurden die Proteine hingegen mit PP
versetzt, der SDS und pB-Mercaptoethanol enthielt, und vor dem Auftrag auf das Gel fir
10 min auf 95°C erhitzt. Die Auftrennung beruht in beiden Fallen auf der

unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit der verschieden grof3en Proteine im
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elektrischen Feld. Um eine bessere Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde die
Gelelektrophorese mit einem kombinierten Gel aus Sammelgel und Trenngel
(Tab. 3.16) in 1x SDS-Laufpuffer durchgefiihrt. Das Sammelgel wies eine geringere
Polyacrylamid-Konzentration auf, sodass die Proteine vor dem Eintritt in das Trenngel
konzentriert wurden. Das in dem PP enthaltene Glycerin erhéhte die Dichte der
Proben, sodass sie in die Geltaschen sinken konnten. Die Elektrophorese wurde flr
15 min bei 120 V und anschlieflend ca. 50 min bei 200 V durchgefihrt, bis die Lauffront
das Ende des Gels erreicht hatte.

Tab. 3.16: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel.
Die Angaben entsprechen jeweils der Menge fiir ein Gel.
Gel Volumen Reagenz
Sammelgel (5 %) 0,5mL Acrylamid + 0,8 % Bisacrylamid
1,75mL  ddH,O
0,75mL  Sammelgelpuffer
12 uL TEMED
12 uL APS (10%)

Trenngel (15%) 3 mL Acrylamid + 0,8 % Bisacrylamid
0,5mL ddH,0
1mL Glycerin 70 %
1,5mL Sammelgelpuffer

12 uL TEMED
12 uL APS (10%)

3.2.4.6.1. Coomassie-Farbung

Proteine kénnen in den Gelen mittels Coomassie Brilliant Blue sichtbar gemacht
werden. Hierzu wurde das Gel zunachst in Coomassie-Farbeldsung inkubiert, bis es
eine gesattigte blaue Farbe aufwies. Anschliefend wurde das Gel soweit mit
Coomassie-Entfarber entfarbt, bis nur noch die Protein-Banden zu erkennen waren.

Die Ergebnisse wurden mittels ChemiDoc dokumentiert und in ImagelLab ausgewertet.

3.2.4.7. Westernblot (WB)

Mittels eines Westernblots kénnen Proteine mit einem Antikérper detektiert werden.
Hierzu wurden im Polyacrylamid-Gel aufgetrennte Proteinbanden mittels der Technik
des semi-dry Blottings (Trans-Blot® Turbo™ StandardSD Protokoll) auf eine
Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
Inkubation der Membran fir 1 h, RT in TBST + 5% Milchpulver blockiert. Anschliel3end
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erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikérper bzw. einem biotinyliertem AK U.N. bei
4 °C. Zur Detektion wurde die Membran zunachst mit TBST gewaschen und im Falle
des Primar-AKs zusatzlich mit einem Sek-AK inkubiert. Bei vorheriger Inkubation mit
dem biotinylierten AK wurde die Membran gewaschen und mit Streptavidin-HRP
inkubiert (jeweils 1 h, RT). Die Membran wurde erneut gewaschen und flr 1 min in
ECL inkubiert. Die Chemilumineszenz wurde mit dem ChemiDoc aufgenommen. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm ImageLab.

3.2.4.8. Densitometrie

Zur Bestimmung der Intensitdt von Proteinbanden in Coomassie-Gelen wurde das
Programm ImagelLab genutzt. Es wurden jeweils der mittlere Intensitatswert (Mean
value (int)) der Banden sowie ein Background bestimmt. Der Background wurde von
den ermittelten Bandenintensitaten abgezogen. Zum Vergleich der Intensitaten von
einzelnen Komplexen wurden zunachst die Werte fur alle Komplexformen addiert und
anschlielend der prozentuale Anteil der einzelnen Komplexe am Gesamtprotein

bestimmt.

3.2.4.9. Stimulation von HEK293/TCM-Zellen

Zwei Tage vor der Stimulation wurden die Zellen mit einer Dichte von 1x10° Zellen/Well
in einer beschichteten 24-Well Platte ausgesat und unter Standardbedingungen
(3.2.1.1) kultiviert. Am Tag der Stimulation wurde das Medium vorsichtig abgenommen
und durch 500 yL Medium, welches je 5 ug/mL der rekombinanten Proteine bzw.
100 pg/mL LPS enthielt, ersetzt. Die Stimulation erfolgte fir 4 h bei 5% CO;, und
37 °C. AnschlieRend wurde der Uberstand fir die Bestimmung der IL-8
Proteinkonzentration (IL-8 ELISA; Technical Data Sheet 2654K_5552444, 2015)
abgenommen und zur Bestimmung der IL-8 Transkription mit den Zellen, wie unter

3.2.3.5, beschrieben weiter verfahren.

3.2.4.10. Stimulation von THP1-Zellen

THP1 Monozyten wurden vor ihrer Stimulation zu THP1-Makrophagen differenziert.
Hierzu wurden 500 pL Zellsuspension mit einer Dichte von 1,6x10° Zellen/mL in

unbeschichtete Wells einer 24-Well Platte ausgesat und mit 10 ng/mL PMA versetzt.
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Nach einer Kultivierungszeit von 48 h wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht.
Nach weiteren 48 h erfolgte die Stimulation der Zellen mit 20 ug/mL rekombinantem
Protein bzw. 100 pg/mL LPS flir 4 h in frischem Medium. Zur Analyse der Transkription
von TNFa, IL-8, IL-6 und IL-1p wurden die Zellen wie unter 3.2.3.5 beschrieben lysiert.

3.2.4.11. Entfernung von LPS mittels EndoTrap

Das Prinzip der EndoTrap ist dhnlich zu dem anderer Chromatographie-Systeme. Die
Matrix ist eine 4 %-ige Sepharose, an die ein Protein zur LPS-Bindung gekoppelt ist
(Hyglos, Short Introduction into the EndoTrap-family, V11/2013). So wurde das LPS
aus den jeweiligen Proteinldsung entfernt und die aufzureinigenden Proteine direkt im
Durchlauf aufgefangen. Um den Proteinverlust so gering wie moglich zu halten, wurde
die Saule mit Aquilibrierungspuffer nachgesplilt. Nach Reaktivierung der Siule wurde
die Prozedur fir jede Proteinmutante zweimal wiederholt. Die endgultige LPS
Konzentration wurde mit einem EndoLISA bestimmt.

Die Entfernung von LPS aus den Proben der aufgereinigten Protein-Mutanten erfolgte
anhand des Standard Application Protocols der EndoTrap (V06/2012). Es wurden
jeweils drei Zyklen durchgefiihrt. Die genaue LPS-Konzentration wurde anschlieRend
mittels EndoLISA (3.2.4.12) ermittelt.

Da eine weitere Aufreinigung mit einem zusatzlichen Verlust an Protein verbunden

gewesen ware, wurde zunachst mit den hier erhaltenen Ergebnissen weiter gearbeitet.

3.2.4.12. Bestimmung der LPS-Konzentration mittels
EndoLISA

Der EndoLISA wurde wie im Package Insert V1.5/2014 (606168) beschrieben,
durchgefiihrt. Die Detektion beruht hier auf dem gleichen Prinzip wie bei einem ELISA
(3.2.4.5). Ein Bakteriophagen Protein, dass LPS bindet, ist immobilisiert und wurde mit
den Proben inkubiert. AnschlieRend wurde der Faktor C (ein Vorlaufer einer Protease,
die durch LPS aktiviert wird), der in dem Assay-Reagenz enthalten ist, durch LPS
aktiviert. Dieser setzt wiederum ein synthetisches Substrat um, wodurch es zu einer
Fluoreszenz kommt, welche proportional zu gebundenen LPS ist. Sie konnte
photometrisch bei einer Anregungswellenlange von 380 nm quantifiziert werden. Die

Emission lagt bei 440 nm.
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3.2.4.13. Chemische Quervernetzung von Proteinen

Die S100A12-Komplexbildung ist stark von der Kalzium- und Zinkkonzentration
abhangig. Um Proteinkomplexe zu stabilisieren wurden sie mit einem Crosslinker
chemisch quervernetzt. Es wurde der sulfo NHS Ester BS® genutzt. Dieser hat,
gegeniber anderen NHS Estern den Vorteil, dass er wasserléslich ist. Die
Verbrickung von Proteinen erfolgt durch Reaktion zweier primarer Amine miteinander
und daraus resultierende Ausbildung einer Amid-Bindung.

Die chemische Quervernetzung wurde anhand der Instructions DSS and BS®
Crosslinkers (0418.9) durchgefihrt. Die Proteine wurden zunachst mind. 30 min unter
den gewlnschten Bedingungen mit verschiedenen Kalzium- und Zinkkonzentrationen
(Tab. 3.17) inkubiert und dann mit einem 50-fach molaren Uberschuss an Crosslinker
versetzt. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit Tris-HCL, pH 7,5 (Endkonz. 50 mM),

wurden die chemisch quervernetzten Komplexe fiir die weiteren Versuche eingesetzt.

Tab. 3.17: Fiir die chemische Quervernetzung verwendete Kalzium- und Zinkkonzen-
trationen.
Kalzium [mM] Zink [pM]
0,00015 /
1 /
/ 0,001
0,001 — Intrazellulare Bedingung
0,01
0,1
10
30
70
0,01
0,1
1
6,5
30 — Extrazelluladre Bedingung
70
100
500

0,0002

1,8
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3.2.4.14. GroRenfiltration der Proteine

In dieser Arbeit wurden die Komplexe zunachst mittels Amicon Ultra Centrifugal Filters
separiert. Diese Methode zeichnet sich durch ein schnelles Verfahren und eine hohe
Proben-Rickgewinnung aus. Das wtS100A12 wurde zunachst in HEK293-Medium
inkubiert und anschliefiend Uber einen Filter mit 50 kDa Ausschlussgrofe filtriert. Das
Retentat wurde im ELISA weiter analysiert (3.2.4.5). Der Durchlauf wurde als Auftrag
fur den nachst kleineren Filter (30 kDa) genutzt. Analog dazu wurde fir die 10 kDa

Filtration vorgegangen.

3.2.5. Statistik

Zur statistischen Auswertung und Anfertigung der Graphen wurde das Programm
GraphPad Prism genutzt. Es wurde jeweils ein Mann-Whitney U-Test durchgefihrt. p-
Werte ab 0,05 wurden als signifikant erachtet. Die Signifikanzniveaus sind wie folgt
definiert: *=p <0,05; **=p <0,01; **=p <0,001.
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KAPITEL 4
ERGEBNISSE

4.1. Isolierung einzelner S100A12-Komplexe durch
GroRenfiltration

Die Isolierung einzelner S100A12-Komplexe ist essentiell fir die Analyse ihrer
Rezeptorinteraktion und -aktivierung. Bisher konnte gezeigt werden, dass S100A12 in
Abhangigkeit der Kalzium- und Zinkkonzentration Dimere, Tetramer und Hexamere
bildet (Moroz et al., 2009a; Moroz et al., 2009b). Jedoch wurden die einzelnen
Komplexe noch nicht gezielt auf ihre Funktionalitat hin analysiert.

Zu Beginn dieser Arbeit ist versucht worden, die unterschiedlichen Protein-Komplexe
durch GroRenfiltration zu isolieren. Je nach Komplexform hat S100A12 ein
Molekulargewicht von ca. 63 kDa (Hexamer), 42 kDa (Tetramer), 21 kDa (Dimer) und
10,5 kDa (Monomer) und lasst sich Uber Filter mit unterschiedlichen Porengrdfien
separieren.

Mittels eines ELISA konnte Protein in den Proben >50 kDa, >30 kDa und >10 kDa
detektiert werden, jedoch nicht in denen kleiner 10 kDa (Abb. 4.1). Aufgetragen ist die

gemessene Absorption (A4s0) gegen die Verdinnung der Retentate.

2.0

Ausschlussgrofie
154 —o— >50 kDa
—a— >30 kDa
3 —— >10 kD
< 1.0 @
<10 kDa
0.54
0.0~ v v W v
1 10 100 1000 10000

Verdiinnung

Abb. 4.1: GroRenfiltration des wtS100A12.

Die Proteine sind in DMEM inkubiert und anschlielRend (ber Filter verschiedener PorengréfRe
mittels Ultrazentrifugation separiert worden. Die Durchlaufe sind jeweils als Auftrag fir den
nachst kleineren Filter genutzt worden. Im ELISA konnten Proteine detektiert werden, die
groéRer sind als 50 kDa (¢), 30 kDa (W) und 10 kDa (4), jedoch keine die kleiner als 10 kDa ()
sind. Aufgetragen ist die gemessene Absorption bei 450 nm gegen die Verdinnung der
Retentate.



ERGEBNISSE 58

Sind die separierten S100A12-Komplexe erneut in DMEM inkubiert und anschlie3end
der GroéfRe nach aufgetrennt worden, so sind in jedem Retentat (AusschlussgréfRe
>50 kDa, >30 kDa, und >10 kDa) wieder Proteine und somit alle Komplexformen zu
detektieren (Abb. 4.2).

a b
50 kDa 30 kDa
2.5
2.0
o 157 °
< <
1.0+
0.5+
0.0 ¥ ¥ g 0.0 T r T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Verdiinnung Verdiinnung
C
10 kDa
2.5
20 AusschlussgréRe
' —e— >50 kDa
o 1.54 - >30 kDa
< —— >10kDa

0.0 T r ¥
1 10 100 1000 10000
Verdiinnung

Abb. 4.2: Zweite GroRenfiltration der zuvor erhaltenen Retentate.

Die zuvor erhaltenen Retentate (Abb. 4.1) sind erneut in DMEM inkubiert und anschlieRend
Uber Filter mit unterschiedlicher Porengrof’e aufgetrennt worden. Der Durchlauf ist jeweils als
Auftrag fur den nachst kleineren Filter verwendet worden. Nach Durchfiihrung eines ELISAs ist
die Absorption bei 450 nm der neu erhaltenen Retentate gegen die Verdiinnung aufgetragen
worden. Bei den vorherigen Proben >50 kDa (a), >30 kDa (b) als auch >10 kDa (c) konnten
wieder alle Komplexformen (Ausschlussgrofle >50 kDa (¢), >30 kDa (W) und >10 kDa (4))
detektiert werden.

Zusammenfassung 4.1:

S100A12 zeigt eine grolRe Plastizitat beziglich der Komplexbildung. In DMEM ist eine
Umwandlung zwischen allen Komplexen moéglich. Den gré3ten Anteil machen jeweils
die Hexamere aus, gefolgt von Tetrameren und Dimeren. Um dennoch eine
Separierung der verschiedenen Komplexe zu ermdglichen sind daher die an der
Kalzium- und Zink-Bindung beteiligten AS mittels Site-directed Mutagenesis substituiert

worden.
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4.2. Herstellung von S100A12-Mutanten

Zur Inhibition der Komplexbildung von S100A12 sind die an der Kalzium- und Zink-
Bindung beteiligten polaren AS mittels Site-directed Mutagenesis gegen die unpolare
AS Alanin substituiert worden. Diese Methode wurde ebenfalls flr die Analyse der
Komplexbildung von S100A8 und S100A9 eingesetzt (Leukert et al., 2006). Durch
Sequenzvergleich (Abb. 4.3) mit den bei S100A9 eingefiigten Mutationen sowie mit
dem S100-Protein S100A10, das nicht in der Lage ist Kalzium zu binden (Rety et al.,
1999), konnten die AS N63 und E72 als erfolgversprechendste Ziele zur Beeinflussung
der Kalzium-Bindung bestimmt werden. Mithilfe der Angaben in der Literatur (Moroz et
al., 2002; Moroz et al., 2003a; Moroz et al., 2001; Moroz et al., 2009a; Rety et al.,
1999) konnten die AS H15, D25, H85 und H89 als essentiell fir die Zink-Bindung

identifiziert werden.

EF - 1
S100A12 1 TKLeEHLeGI VNI VR E‘FTLQKG KQLLTKEL ANTI.KNIKD
S100A9 6 SQLeRNIeTI INTEHQYIVK OTLNQG KELVRKDL QNFLKKENKN
S100A10 3 SQMeHAMeTM MF TEHKE|AGD J.JLTKE RVIMEKEF PGFLENQKDP
EF - 2 /)

S100A12 50 KAVIDEIFQ. ...G DPJEF IS LVAIAL YHTEHKE~ ~~~
S100A9 56 EKVIEHIME. ...D L.SF IM LMARLTWA EK] GDEGP
S100A10 50 LA.VDKIMK. ...D GFOSFFS LIAGLTIACON DYFMVHMKOK

Abb. 4.3: Sequenzvergleich von S100A9, S100A10 und S100A12.

In der Abbildung werden die AS-Sequenzen der EF-Hande von S100A9, S100A10 und
S100A12 verglichen. Die rot markierten AS von S100A9 konnten bereits in einer
vorangegangenen Arbeit als essentiell fir die Kalzium-Bindung identifiziert werden. Da
S100A10 kein Kalzium binden kann, dient der Vergleich der AS dieses Proteins zusatzlich zur
Identifizierung von AS, die an der Kalzium-Bindung beteiligt sind (rot). AS, die fur die Zink-
Bindung erforderlich sind, konnten durch Literaturrecherche ermittelt werden (vgl. 2.3.1.2) und
sind griin hervorgehoben (modifiziert nach (Moroz et al., 2003a)).

4.2.1. Site-directed Mutagenesis

In der Site-directed Mutagenesis sind mit spezifischen Primern in einer PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) Mutationen in dsDNA eingefiigt worden. Als dsDNA ist
der Vektor pET11b verwendet worden, der als Insert das wtS100A12 Gen enthalt (vgl.
3.1.12). Nach der Site-directed Mutagenesis sind die Inserts mittels Sequenzierung auf
die eingeflihrten Mutationen hin analysiert worden. Mit der Site-directed Mutagenesis
konnten die fir die Kalzium- bzw. Zink-Bindung nétigen AS durch Alanin substituiert
werden (Abb. 4.4).
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wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
FEEEEEEEE et @ e e e e e e e e e e e
S100A12 H15A 1 TKLEEHLEGIVNIFAQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
FEErrrrrr e e e e e e
S100A12 H15A 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFBTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
RN RN (AR RN R R R R
S100A12 D25A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFATLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
Frrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
S100A12 D25A 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
FErrrrrrr e e e e e e e e e e e
S100A12 N63A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
RN (RERRE RN
S100A12 N63A 51 AVIDEIFQGLDABODEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
Frrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e
S100A12 E72A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQOEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
RN RERREEREEE] (RERREE R RN
S100A12 E72A 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
FEErrrrrr e e e e e e e e e e e
S100A12 H85A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
RN RE RN (NN
S100A12 H85A 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAAYHTHKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
FEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e el
S100A12 H89A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
RN RN AR R R RN REE N
S100A12 H89A 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTBKE 91
wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
FEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e
S100A12 N63/E72A 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQLLTKELANTIKNIKDK 50
wtS100A12 51 AVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91
ARERREERERE! IRERREEE! IRERRRERERRERRRRREN
S100A12 N63/E72A 51 AVIDEIFQGLDABQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 91

Abb. 4.4: Alignment der AS-Sequenz des wtS100A12 und der jeweiligen Mutanten.
Dargestellt sind die Alignments der AS-Sequenzen von wtS100A12 und den Mutanten (H15A,
D25A, N63A, E72A, H85A, H89A). Nach der Site-directed Mutagenesis des in pET11b
klonierten wtS100A12 Gens ist der Vektor in E. coli XL1-blue transformiert worden. Mit 8 Klonen
pro Mutation ist eine FlUssigkultur angeimpft und die DNA aufgereinigt worden. Diese ist fUr die
Sequenzanalyse (Seqlab; Sequence Laboratories, Gottingen) mit einem T7 Primer eingesetzt
worden. Mit dem Programm BioEdit sind die Nukleotidsequenzen in AS-Sequenzen
umgeschrieben und jeweils mit dem wtS100A12 verglichen worden. Fir alle gewiinschten
Substitutionen konnten entsprechende Klone identifiziert werden. In rot sind die AS-
Substitutionen der Kalzium-Bindungsstellen und in grin der Zink-Bindungsstellen
hervorgehoben.
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4.2.2. Proteinexpression in Sdugerzellen (HEK293)

Um eine stabile Expression und anschlieRende Sekretion der Proteine in Saugerzellen
zu ermoglichen ist eine Umklonierung der mutierten S100A12-dsDNA in den Vektor
pEF-IRES durchgefuhrt worden. Das Alignment der AS-Sequenzen zeigt auch hier,
dass alle gewlnschten Mutationen vorhanden sind und sonst keine weiteren vorliegen
(Abb. 4.5).

wtS100A12 1 TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58
RN RN (RRE RN R R RN
S100A12 H15A 1 TKLEEHLEGIVNIFBQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58
wtS100A12 59 LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 114
FEEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S100A12 H15A 59 LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE 114

wtS100A12

S100A12 D25A

wtS100A12

S100A12 D25A

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFBTLSKGELKQL 58

FEErrrerrrrrrr et e et rr el
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFATLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

frreererrererrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrrr e
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

114

114

wtS100A12

S100A12 N63A

wtS100A12

S100A12 N63A

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e rrr e
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANODEQVDFQEFISLVATALKAAHYHTHKE
RN RN RN RN (AR RN RN RN R R
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDABODEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

114

114

wtS100A12

S100A12 E72A

wtS100A12

S100A12 E72A

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

FEEEEEEEEr et e e e et e ety
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFOBFISLVAIALKAAHYHTHKE

R RN R R R R R (RRRE R R R R RN
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

114

114

wtS100A12

S100A12 H85A

wtS100A12

S100A12 H85A

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

FEEEEEEEEEEr e e e e e ety
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

R R R R R R R R RN R RN R RN (RREEN
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAAYHTHKE

114

114

wtS100A12

S100A12 H89A

wtS100A12

S100A12 H89A

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

FEEEEEEEE et e e e e e e ety
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTHKE

FErrrererrrrrrre e e e et e e e e e e g
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLDANQDEQVDFQEFISLVAIALKAAHYHTAKE

114

114

wtS100A12

S100Al2 N63/E72

wtS100A12

S100A12 N63/E72

59

59

TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

FEErrrrrrrrrrrrr e e e e
TKLEEHLEGIVNIFHQYSVRKGHFDTLSKGELKQL 58

LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLD

Frrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrd
LTKELANTIKNIKDKAVIDEIFQGLD

QDEQVDFQOEFISLVAIALKAAHYHTHKE

(NEEEEEE! IRRRRRERRRREE RN
ODEQVDFQOMFISLVAIALKAAHYHTHKE

114

114
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Abb. 4.5: Alignment der AS-Sequenz des wtS100A12 und der jeweiligen Mutanten in pEF-
IRES.

Zur stabilen Expression der Proteine in Sdugerzellen ist eine Umklonierung in den Saugerzell-
Vektor pEF-IRES vorgenommen worden. Um den Erfolg dieser zu Uberprufen, ist erneut eine
Sequenzierung durchgefiihrt worden. Die Ubersetzung der erhaltenen Nukleotidsequenz in die
AS-Sequenz und das Alignment ist mit dem Programm BioEdit durchgefiihrt worden. Die
Sequenzen stimmen, bis auf die jeweils eingeflihrte Mutation, mit denen des wtS100A12
Uberein. Die Mutationen in den Kalzium-Bindungsstellen (N63, E72) sind rot, die der Zink-
bindenden AS (H15, D25, H85, H89) griin hervorgehoben. In grau ist eine Teilsequenz des
Vektors dargestellt.

4.2.3. Vergleich der Proteinexpression im Zytosol und in
Einschlusskorpern von E. coli BL21(DE3)

Proteine kdnnen nach ihrer Expression in E. coli sowohl frei im Zytosol als auch als
Einschlusskérper (IB, inclusion bodies) vorliegen. IBs werden haufig bei einer
Uberexpression rekombinanter Proteine durch Aggregation dieser gebildet. Um die
Proteinaufreinigung so effizient wie maoglich zu gestalten ist daher zu Anfang der
Proteingehalt im Zytosol und in IBs analysiert worden (Abb. 4.6).

Die Kalziumbindungs-Mutanten N63A, E72A und NG63/E72A liegen in gleicher Menge
sowohl im Zytosol als auch in IBs vor (Abb. 4.6 a-f). FlUr die Zinkbindungs-Mutante
H15A ist die Proteinkonzentration in IBs jedoch deutlich geringer als im Zytosol
(Abb. 4.6 g, h). Aus diesem Grund ist beschlossen worden, ausschlie3lich
zytosolisches Protein fur die weiteren Versuche zu verwenden. Daher ist fur die
Zinkbindungs-Mutanten D25A, H85A und H89A keine Aufreinigung der IBs mehr
durchgefiihrt worden. Beim Vergleich der zytosolischen Proteinmengen aller Mutanten
miteinander (Abb. 4.6 a, ¢, e, g, i-k) ist kein Unterschied auszumachen.

Da nicht alle Proteine Einschlusskorper bilden und die Proteinkonzentrationen im

Zytosol gleich sind, ist lediglich das zytosolische Protein weiter aufgereinigt worden.
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Proteinexpression flir N63A
a Zytosol b Einschlusskorper
Proteinexpression fur E72A
C Zytosol d Einschlusskorper
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Proteinexpression fir N63/E72A
€ Zytosol B f Einschlusskorper

Proteinexpression fur D25A
I Zytosol

Proteinexpression fir H85A
J Zytosol

Proteinexpression flr H89A
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Abb. 4.6: Vergleich der Proteinmengen von S100A12-Mutanten im Zytosol und in
Einschlusskorpern.

Die einzelnen Mutanten sind aus dem Zytosol bzw. Einschlusskdrpern der Bakterien isoliert und
auf eine AIEX-S&ule gegeben worden. Fur Fraktionen, die im Chromatogramm einen Peak
aufwiesen, ist eine denaturierende PAGE und anschlielend eine Coomassie-Farbung
angefertigt worden. Hier sind ausschlieBlich die Bereiche dargestellt, die S100A12
reprasentieren. (a) Zytosolisches Protein der Kalziumbindungs-Mutante N63A. (b) Isoliertes
Protein der Kalziumbindungs-Mutante N63A aus Einschlusskérpern. (c) Zytosolisches Protein
der Kalziumbindungs-Mutante E72A. (d) Isoliertes Protein der Kalziumbindungs-Mutante E72A
aus Einschlusskorpern. (e) Zytosolisches Protein der Kalzium-Doppelmutante N63/E72A. (f)
Isoliertes Protein der Kalzium-Doppelmutante NG63/E72A aus Einschlusskérpern. (g)
Zytosolisches Protein der Zinkbindungs-Mutante H15A. (h) Isoliertes Protein der Zinkbindungs-
Mutante H15A aus Einschlusskorpern. (i) Zytosolisches Protein der Zinkbindungs-Mutante
D25A. (j) Zytosolisches Protein der Zinkbindungs-Mutante H85A. (k) Zytosolisches Protein der
Zinkbindungs-Mutante H89A.
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4.2.4. Proteinaufreinigung aus E. coli BL21(DE3)

4.2.4.1. Anionenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie dient der Separierung von Proteinen anhand ihrer

Ladung. In dieser Arbeit ist sie als erster Schritt der Proteinaufreinigung eingesetzt

worden. Es ist ein ahnliches UV-Spektrum fir alle Mutanten zu erkennen (Abb. 4.7

und Abb. 4.8).

a NG63A

b E72A

C NG3/E72A
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Abb. 4.7: Anionenaustauschchromatographie der
Kalziumbindungs-Mutanten.

Fur die Aufreinigung der S100A12-Mutanten Uber
Anionenaustauschchromatographie wurde sowohl die
Absorption bei 280 nm aufgenommen als auch eine
denaturierende PAGE mit anschlieRender Coomassie-
Farbung angefertigt. Die Proteine befinden sich jeweils
im zweiten Peak im Chromatogramm und kdnnen bei
~10kDa in der PAGE lokalisiert werden (umrahmte
Bereiche). (a) S100A12 N63A, (b) S100A12 E72A, (c)
S100A12 NB3/E72A.
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AnschlieBend sind Proben der Fraktionen zur genaueren Analyse auf eine
denaturierende PAGE geladen und mit Coomassie angefarbt worden (Abb. 4.7 und
Abb. 4.8). S100A12 kann jeweils bei einer molekularen Masse von ~10 kDa in den
Gelen detektiert werden. Durch Vergleich der Proteingele und der Chromatogramme
kénnen die S100A12-Proteine in dem zweiten Peak lokalisiert werden, was ungefahr
den Fraktionen 40-60 entspricht. Die Fraktionen, die S100A12 enthalten (Abb. 4.7 und

Abb. 4.8; umrahmte Bereiche), sind flr die weiteren Schritte vereint worden.

a H15A b D25A 'C H85A

AT AN

g8
SSRSEF £V OY S &

d H89A Abb. 4.8: Anionenaustauschchromatographie der
Zinkbindungs-Mutanten.

Fir die Aufreinigung der S100A12-Mutanten Uber
Anionenaustauschchromatographie  wurde sowohl die
Absorption bei 280 nm aufgenommen als auch eine
denaturierende PAGE mit anschlieRender Coomassie-
Farbung angefertigt. Die Proteine befinden sich jeweils im
zweiten Peak im Chromatogramm und kénnen bei ~10 kDa
in der PAGE lokalisiert werden (umrahmte Bereiche). (a)
S100A12 H15A, (b) S100A12 D25A, (c) S1T00A12 H85A, (d)
.8 S100A12 H89A.
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4.2.4.2. Etablierung der HIC-Aufreinigung fiir die S100A12-
Mutanten

Zur weiteren Aufreinigung ist von den vereinten Fraktionen zusatzlich eine HIC
gemacht worden.

Das wtS100A12 weist die effektivste Bindung bei einer Kalziumkonzentration von
25 mM auf (Foll et al.). Daher ist diese ebenfalls als Anfangskonzentration fir die
Aufreinigung der ersten Mutante (N63A) verwendet worden. Jedoch konnte hier nicht
die gewilnschte Bindungseffizienz erzielt werden. Fur die Kalziumbindungs-Mutante
N63A befindet sich unter diesen Bedingungen das gesamte Protein im Durchlauf
(Daten nicht gezeigt). Daher ist die Bindungseffizienz durch Erhéhung der
Salzkonzentration angepasst worden. Auch bei einer Kalziumkonzentration von 50 mM
wird noch ein starkes Signal fiur den Durchlauf erhalten (Abb. 4.9 a; Pfeil), was fir
einen hohen Proteingehalt spricht. Zusatzlich kdbnnen zwei Peaks detektiert werden,
die beide das Zielprotein enthalten (Abb. 4.9 a, b; umrahmte Bereiche). Dennoch ist
die Konzentration fur den nachsten Lauf auf 100 mM erhdht worden. Auch hier befindet
sich noch Protein im Durchlauf (Abb. 4.9 c; Pfeil), jedoch kdnnen ebenfalls grofl3e
Mengen des Zielproteins ohne weitere Verunreinigungen eluiert werden (Abb. 4.9 d;
umrahmte Bereich). Fur die weiteren Arbeiten sind die umrahmten Fraktionen vereint
worden (Abb. 4.9 und Abb. 7.2 a).

Als nachstes ist die Kalziumbindungs-Mutante E72A aufgereinigt worden. Da bereits
bei der Kalziumbindungs-Mutante NG63A eine deutlich héhere lonenkonzentration flr
die Bindung an die HIC-Saule bendtigt worden ist als fiir das wtS100A12, ist hier direkt
mit einer Konzentration von 100 mM Kalzium begonnen worden. Unter dieser
Bedingung befindet sich das Zielprotein zum gréten Teil im Durchlauf (Abb. 4.10 a;
Pfeil) und den ersten Fraktionen. Jedoch kdnnen in diesen, neben dem Zielprotein bei
~10 kDa, noch weitere Proteine detektiert werden (Abb. 4.10 b). Daher sind der
Durchlauf und die Fraktionen 1-10 vereint und die Kalziumkonzentration auf 200 mM
eingestellt worden. Auch hier ist noch ein Signal fir den Durchlauf zu detektieren
(Abb. 4.10 c; Pfeil). Das Zielprotein eluiert, ohne weitere Verunreinigungen, in den
Fraktionen 11-29 (Abb. 4.10d). Fir die weiteren Schritte sind die umrhamten
Fraktionen vereint worden (Abb. 4.10 und Abb. 7.2 b).
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Abb. 4.9: HIC-Aufreinigung der Kalziumbindungs-Mutante N63A.

Gezeigt sind die Chromatogramme der HIC-Aufreinigung fir die Kalziumbindungs-Mutante
N63A bei einer Kalziumkonzentration von 50 mM (a) und 100 mM (c) sowie die zugehdrigen
Coomassie-Farbungen der denaturierenden PAGEs der angegebenen Fraktionen (50 mM (b);
100 mM (d)). S100A12 kann auf einer Laufhéhe von ~10 kDa detektiert werden. Die Pfeile
markieren jeweils den Durchlauf. Die Fraktionen, die ausschliellich das Zielprotein enthalten,
sind umrahmt.

Fur die Kalziumbindungs-Doppelmutante N63/E72A ist ebenfalls mit einer Kalzium-
konzentration von 100 mM begonnen worden. Das gesamte Protein befindet sich bei
dieser Bedingung im Durchlauf (Abb. 4.11 a; Pfeil) und den ersten Fraktionen. Da
diese jedoch nicht ausschlie3lich das Zielprotein enthalten (Daten nicht gezeigt), sind
der Durchlauf und die Fraktionen 1-30 vereint, auf eine Kalziumkonzentration von
200 mM eingestellt und erneut auf die Saule geladen worden. Bei dieser Bedingung ist
das gesamte Protein im Durchlauf zu detektieren (Abb. 4.11 b; Pfeil). Daher ist die
Kalziumkonzentration weiter erhoht worden, diesmal auf 300 mM. Auch bei dieser
hohen Salzkonzentration bindet die Doppelmutante nicht an die Saule und befindet
sich komplett im Durchlauf (Abb. 4.11 c; Pfeil).
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Abb. 4.10: HIC-Aufreinigung der Kalziumbindungs-Mutante E72A.

Dargestellt sind die Chromatogramme fur die Aufreinigung der Kalziumbindungs-Mutante E72A
bei einer Kalziumkonzentration von 100 mM (a) und 200 mM (c) und die zugehdrigen
Coomassie-Farbungen der denaturierenden PAGEs der angegebenen Fraktionen (100 mM (b),
200 mM (c)). S100A12 kann auf einer Laufhdhe von ~10 kDa detektiert werden. Die Pfeile
markieren jeweils den Durchlauf. Fraktionen, die flr die weiteren Versuche vereint worden sind,
sind umrahmt.

Da fur die Zinkbindungs-Mutanten ein anderes Bindungsverhalten angenommen
worden ist als fur die Kalziumbindungs-Mutanten, ist fir das Protein H15A erneut mit
einer Kalziumkonzentration von 25 mM begonnen worden. Das Protein fallt hier jedoch
aus, weshalb im nachsten Schritt nur 5 mM Kalzium eingesetzt worden ist. Hier kann
das Zielprotein erfolgreich eluiert werden (Abb. 4.12). Fir den Durchlauf ist nur ein
schwaches Signal in dem Chromatogramm zu erkennen (Abb. 4.12 a; Pfeil), was auf

eine geringe Proteinkonzentration schlielen lasst. Das Zielprotein befindet sich in den
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Fraktionen zwischen dem ersten und zweiten Peak (~9-26) und in denen des zweiten
und dritten Peaks (27-38) (Abb. 4.12 b; Banden bei ~10 kDa). Mit einer ausreichenden
Reinheit liegt es jedoch nur in dem zweiten und dritten Peak vor. Alle Fraktionen, die
ausschliellich S100A12 enthalten (Abb. 4.12 und Abb. 7.2 ¢; umrahmte Bereiche)

sind vereint und fur die weiteren Schritte genutzt worden.

v

Abb. 4.11: HIC-Aufreinigung der Kalziumbindungs-Doppelmutante N63/E72A.

Dargestellt sind die Chromatogramme fur die HIC-Aufreinigung der Kalziumbindungs-
Doppelmutante N63/E72A bei einer Kalziumkonzentration von 100 mM (a), 200 mM (b) und
300 mM (c). Die Pfeile markieren jeweils den Durchlauf.

Fur die Zinkbindungs-Mutante D25A ist mit einer Kalziumkonzentration von 5 mM
gestartet worden. Das Zielprotein kann in dem einzigen Peak, der ungefahr den
Fraktionen 1-25 entsprach, eluiert werden (Abb. 4.13 a+b; Bande bei ~10 kDa). Die
Auftragung auf die denaturierende PAGE zeigt jedoch, dass hier auch noch andere
Proteine vorhanden sind (Abb. 4.13 b). Der Durchlauf weist ebenfalls noch ein starkes
Signal im Chromatogramm auf (Abb.4.13 a; Pfeil), was auf eine hohe
Proteinkonzentration zurtickzufiihren ist. Daher sind die Fraktionen und der Durchlauf
vereint und auf eine Kalziumkonzentration von 10 mM eingestellt worden. Auch hier ist
ein starkes Signal flir den Durchlauf vorhanden (Abb. 4.13 c¢; Pfeil). Das Zielproteine
kann allerdings bei dieser Bedingung in den Fraktionen 1-40 (Abb. 4.13 d) eluiert
werden. Die umrahmten Fraktionen (Abb. 4.13 und Abb. 7.2 d) sind fUr die weiteren
Schritte vereint worden.
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Abb. 4.12: HIC-Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante H15A.

Darstellung des Chromatogramms (a) und der zugehoérigen Coomassie-Farbung einer
denaturierenden PAGE der angegebenen Fraktionen (b) der Zinkbindungs-Mutante H15A.
S100A12 kann bei einer Laufhdhe von ~10 kDa detektiert werden. Der Pfeil markiert den
Durchlauf. Die umrahmten Bereiche enthalten ausschlieBlich das Zielprotein.

Fir die Kalziumbindungs-Mutante H85A ist mit der fir D25A evaluierten
Kalziumkonzentration von 10 mM begonnen worden. Hier konnte das Protein ohne
weitere Verunreinigungen eluiert werden (Abb. 14 a). Da sich jedoch auch viel Protein
im Durchlauf befindet (Daten nicht gezeigt) ist die Salzkonzentration auf 25 mM
Kalzium angepasst worden. Das Chromatogramm zeigt weiterhin, dass auch Protein
im Durchlauf vorhanden ist (Abb. 4.14 c; Pfeil), jedoch so wenig, dass es im Gel kaum
sichtbar ist (Abb. 4.14 c¢). Zusatzlich ist im Chromatogramm ein Peak fur die friihen
Fraktionen (3-29) sowie ein Doppelpeak fir die spateren Fraktionen (40-47) zu sehen
(Abb. 4.14 b). In beiden kann das Zielprotein bei ~10 kDa detektiert werden
(Abb. 4.14 c). Die umrahmten Fraktionen sind frei von anderen Proteinen und sind fur
die weiteren Arbeiten vereint worden.

Fir die Zinkbindungs-Mutante H89A =zeigt sich im Chromatogramm der HIC-
Aufreinigung bei einer Kalziumkonzentration von 10 mM ein starkes Signal fur den
Durchlauf (Abb. 4.15 a; Pfeil), was flr eine hohe Proteinkonzentration spricht, und ein
Doppelpeak (Abb. 4.15a). Die Fraktionen 25-35 des Doppelpeaks enthalten das
Zielprotein ohne weitere Verunreinigungen durch andere Proteine (Abb. 4.15 b;
umrahmte Bereiche).

Bei einer Kalziumkonzentration von 25 mM ist ebenfalls ein Doppelpeak im
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Chromatogramm zu sehen (Abb. 4.15 ¢), in dem das Zielprotein detektiert werden
konnte (Abb.4.15d). Fir den Durchlauf ist kein Signal mehr zu detektieren

(Abb. 4.15 c). Die umrahten Fraktionen sind fiir die weiteren Schritte vereint worden.

Abb. 4.13: HIC-Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante D25A.

Dargestellt sind die Chromatogramme fiur die HIC-Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante
D25A bei 5 mM (a) und 10 mM Kalzium (c) sowie die zugehdérigen Coomassie-Farbungen der
denaturierenden PAGEs (5 mM (b), 10 mM (d)). S100A12 befindet sich auf einer Laufhéhe von
~10 kDa. Die Pfeile markieren jeweils den Durchlauf. Fraktionen, die keine Verunreinigungen
durch andere Proteine enthalten, sind umrahmt.
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Abb. 4.14: HIC-Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante H85A.

Dargestellt sind die Coomassie-Farbungen von den denaturierenden PAGEs der HIC-
Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante H85A bei einer Kalziumkonzentration von 10 mM (a)
sowie dass Chromatogramm (b) und die zugehdérigen Coomassie-Farbungen der
denaturierenden PAGEs der angegebenen Fraktionen fiir die Aufreinigung mit 25 mM Kalzium
(c). S100A12 befindet sich auf einer Laufhéhe von ~10 kDa. Die Pfeile markieren jeweils den
Durchlauf. Die umrahmten Fraktionen enthalten ausschlief3lich das Zielprotein und sind fiir die
weiteren Schritte vereint worden.



ERGEBNISSE 73

5 |
b S d X
$ N ! g
J @ :
kDAQ ~ S a4 A N r(\o;;b ‘\9 ‘ﬁ/\’ i kDANW@‘{?éb‘\OJ’“?“?“r:\’@"Y’?@‘{)\“?
= — ' -
100-—— — 3 P 100-— -
50- — | 50 — - ‘
-3 — 1 -
35— — P 35+ -
25— — P 2 . N
15— -— {154 ®
g 4 B
10 — —— W e 10

35
6

&

&
NI ER
100 —
50 -

40 -
35—

25+

15

10 — — ]

Abb. 4.15: HIC-Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante H89A.

Dargestellt sind die Chromatogramme der Aufreinigung der Zinkbindungs-Mutante H89A bei
einer Kalziumkonzentration von 10 mM (a) sowie 25 mM (c) und die zugehérigen Coomassie-
Farbungen der denaturierenden PAGEs (10 mM (b), 25 mM (d)). S100A12 befindet sich auf
einer Laufhohe von ~10kDa. Der Pfeil markiert den Durchlauf. Fraktionen, die keine
Verunreinigungen durch andere Proteine enthalten, sind umrahmt.

Um die Ausbeute zu erhohen ist fur alle Mutanten bei der jeweils effizientesten
Kalziumkonzentration eine zweite Aufreinigung des Durchlaufs und eventuell noch

verunreinigter Fraktionen durchgefihrt worden (Abb. 7.2).
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4.2.4.3. Entfernung von Endotoxinen

Wie andere Gram-negative Bakterien auch, enthalt die Membran des hier genutzten
E. coli Stamms LPS. Dieses fungiert in eukaryotischen Zellen als PAMP und aktiviert
PRRs. Um flr die Funktionsanalysen der hier aufgereinigten S100A12-Mutanten falsch
positive Ergebnisse, die durch eine LPS-Kontamination verursacht werden koénnen,
moglichst auszuschliefden, ist dieses mittels des Systems der EndoTrap entfernt
worden. Anhand einer Standardkurve ist die LPS Kontamination der Proben in EU
(Endotoxin  Unit;, 1EU=0,1ngLPS) ermittelt worden (Tab.4.1). Die LPS-
Konzentration lag vor der Aufreinigung Durchschnittlich bei 1280 EU/mL. Durch die

EndoTrap konnte der LPS-Gehalt signifikant verringert werden.

Tab. 4.1: Auflistung der LPS-Konzentrationen der aufgereinigten S100A12-Mutanten nach
der Entfernung des Endotoxins mittels EndoTrap.

S100A12 EU/mL pg LPS /g Protein

H15A 63 6
D25A 109 11
NG3A 13 1,3
E72A 29 5
H85A 17 1,7
H89A 130 13

4.2.4.4. Qualitatskontrolle der aufgereinigten Proteine

Nach Abschluss der Aufreinigung sind die Proteine in HBS dialysiert und mit Amicon
Ultra Centrifugal Filters aufkonzentriert worden. Zur Bestatigung der Reinheit ist eine
denaturierende PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung angefertigt
(Abb. 4.16 a) und zusatzlich ein Westernblot (WB) mit einem S100A12-Antikorper
gemacht worden (Abb. 4.16 b). Der Vergleich der durch Coomassie-Farbung und WB
erhaltenen Banden bestatigt die Reinheit der Proteine. Es sind lediglich Banden bei
~10 und ~20kDa =zu detektieren, die S100A12- Monomere bzw. -Dimere
reprasentieren.

Durch Vergleich der Banden von E. coli exprimierten Protein und solchem aus
HEK293-Zellen zeigt sich, dass die Proteine in ihrer Fahigkeit, Komplexe zu bilden,
identisch sind (Abb. 4.17).

Da davon ausgegangen wird, dass S100A12 keine posttranslationalen Modifizierungen
aufweist und kein Unterschied in der Komplexbildung der unterschiedlich exprimierten
Proteine gezeigt werden konnte (Abb. 4.17) und aufgrund eines besseren Kosten-

Ausbeute-Verhaltnisses, ist das bakterielle Expressionssystem bevorzugt worden.
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Abb. 4.16: Bestatigung der Reinheit der aufgereinigten Proteine.

Von den aufgereinigten Mutanten (H15A, D25A, N63A, E72A, H85A, H89A) und dem
wtS100A12 (WT) ist eine denaturierende PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung (a)
bzw. ein WB mit a-A12 (b) angefertigt worden. Die S100A12-Proteine kdnnen jeweils bei etwa
10 kDa (Monomer) und 20 kDa (Dimer) detektiert werden.

a in E. coli exprimierte Proteine b in HEK-Zellen exprimierte Proteine

10—“ e m- " - 10—

Abb. 4.17: Vergleich der Komplexmuster der S100A12-Proteine aus E. coli bzw. HEK293-

Zellen.

Die aufgereinigten Mutanten (H15A, D25A, N63A, E72A, H85A, H89A) und das wtS100A12
(WT) sind unter extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 yM Zn) chemisch quervernetzt
und auf eine semi-native PAGE aufgetragen worden. Anschliefend ist von den in E. coli
exprimierten Proteinen eine Coomassie-Farbung (a) und von den in HEK-Zellen exprimierten
Proteinen ein WB (b) angefertigt worden. Die Gele zeigen identische Bandenmuster.

Fur jedes Protein ist die Konzentration mittels Nanodrop bestimmt worden. Zusatzlich
ist ein Spektrum zwischen 250 und 330 nm aufgenommen worden (Abb. 4.18).
Proteine absorbieren bei einer Wellenlange von 280 nm. Verunreinigungen durch
Salze oder andere organische Stoffe zeigen sich in einem Wellenlangenbereich
<260 nm oder >300 nm.

Die  Kalziumbindungs-Mutante  N63A  (Abb.4.18 a) zeigt ein typisches
Absorptionsspektrum flr Proteine mit einem Absorptionsmaximum bei 280 nm

(vgl. Abb. 3.1). Fur die zweite Kalziumbindungs-Mutante, E72A (Abb. 4.18 b), kann
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ebenfalls ein fir Proteine typisches Spektrum erhalten werden, jedoch kann eine leicht
erhdhte Absorption <260 nm und >300 nm detektiert werden. Die Zinkbindungs-
Mutanten H15A (Abb. 4.18 c), D25A (Abb. 4.18 d), H85A (Abb. 4.18 e) und H89A

(Abb. 4.18 f) weisen alle ein flr Proteine typisches Absorptionsspektrum auf.

d NG63A

| ‘

b E72A C H15A

d D25A e HB5A f HaoA

|

|
i

|

Wavelensth (nm) Wavelensth (nm) Wavelenath (nm)

Abb. 4.18: UV-Spektren der S100A12-Mutanten.

Dargestellt sind die UV-Spektren zwischen 250 wund 330nm der aufgereinigten
Kalziumbindungs-Mutanten N63A (a) und E72A (b) sowie die der Zinkbindungs-Mutanten H15A
(c), D25A (d), H85A (e) und H89A (f).

Zusammenfassung Abschnitt 4.2:

Bei dem S100A12-Protein konnten jeweils die fur die Kalzium- und Zink-Bindung
erforderlichen AS durch Alanin substituiert werden. Die HIC-Aufreinigung der Proteine
ist fir jede Mutante einzeln angepasst worden, wobei sich die Kalziumbindungs-
Doppelmutante unter keiner hier getesteten Bedingung aufreinigen lie®. Nach allen
durchgefiihrten Aufreinigungsschritten sind die Proteine frei von Verunreinigungen und
auch die LPS-Konzentration konnte signifikant verringert werden. Ein Vergleich der in
E. coli bzw. HEK293-Zellen exprimierten Proteine zeigt keinen Unterschied in ihrer

Fahigkeit, verschiedene Komplexe auszubilden.
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4.3. Bindungsverhalten mono- und polyklonaler Antikorper

Ein Indiz fir eine Veranderung der Proteinstruktur der S100A12-Mutanten ist das
Bindungsverhalten verschiedener mono- und polyklonaler Antikdrper (AK). Andert sich
die Konformation des Proteins durch die eingefugten Mutationen, koénnen
Peptidsequenzen, die von einem Wildtyp-spezifischen AK gebunden werden, partiell
verdeckt oder verandert sein.

Es sind drei monoklonale und ein polyklonaler AK bezuglich ihres Bindungsverhaltens
analysiert worden. Die monoklonalen AK sind spezifisch fir die Erkennung spezieller
Peptide des S100A12 Wildtyp-Proteins. In Vorversuchen wurden die AK auf ihre
Bindung an einzelne Peptide des wtS100A12 getestet. Es zeigte sich, dass die AK
Peptide in der EF1, EF2 und der hinge-Region binden (vgl. 3.1.9.1). In dieser Arbeit
sind alle AK auf ihre Bindungseffizienz bezliglich des wtS100A12 und der Mutanten
unter intrazellularen Bedingungen (0,2uM Ca + 1nM Zn) (Abb.4.19) und
extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 uM Zn) (Abb. 4.20) tberprift worden.
Hierzu sind die Proteine unter den spezifischen lonenkonzentrationen chemisch
quervernetzt worden, um sie auch wahrend der Waschschritte stabil zu halten.

Die Titrationskurven fur alle Proteine zeigen einen stetigen Abfall der Bindungseffizienz
bei Verringerung der Proteinkonzentration. Allerdings kann ein grofer Unterschied in
der Bindungseffizienz der AK fur die verschiedenen Mutanten gezeigt werden. Der
polyklonale AK bindet das wtS100A12 unter intrazelluldaren Bedingungen am
effektivsten (Abb. 4.19 a+b). Auch die Zinkbindungs-Mutante H89A wird von diesem
AK noch gut erkannt (Abb. 4.19 b). Eine schwachere Bindung zeigt sich fir die
Zinkbindungs-Mutante D25A und die Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A
(Abb. 4.19 a+b). Am schwachsten wird die Zinkbindungs-Mutante H15A von dem
polyklonalen AK gebunden (Abb. 4.19 b).

Der monoklonale AK E bindet bei einer Proteinkonzentration von 5 ug/mL alle
S100A12-Varianten in etwa gleich gut (Abb. 4.19 c+d). Dies andert sich jedoch bei
Verringerung der Proteinkonzentration. Hier werden die Zinkbindungs-Mutanten
ahnlich gut gebunden wie das wtS100A12 (Abb. 4.19 d), die Kalziumbindungs-
Mutanten jedoch deutlich schwacher (Abb. 4.19 c).

Far den monoklonalen AK H kann fast ausschlieRlich eine Bindung an das wtS100A12
und in geringem MaRe an die Zinkbindungs-Mutante H89A detektiert werden
(Abb. 4.19 e+f). Alle anderen Mutanten werden fast nicht gebunden.
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Unter intrazellularen Bedingungen bindet der monoklonale AK K sowohl das
wtS100A12 als auch die Kalziumbindungs-Mutanten (Abb. 4.19 g). Die Zinkbindungs-
Mutante H89A wird ebenfalls gebunden, jedoch deutlich weniger effektiv (Abb. 4.19 h).
Fur alle anderen Mutanten (H15A, D25A, H85A) ist fast kein Signal zu detektieren.
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Abb. 4.19: Titrationskurven der Antikérperbindung an die S100A12-Proteine unter
intrazellularen Bedingungen.

Dargestellt sind die Titrationskurven der Bindungseffizienzen unterschiedlicher AK. Die
S100A12 Kalziumbindungs-Mutanten (a, c, e, g), Zinkbindungs-Mutanten (b, d, f, h) und das
wtS100A12 (WT) sind unter intrazelluldren Bedingungen chemisch quervernetzt worden, um die
Komplexe wahrend des ELISAs stabil zu halten. Die Bindungseffizienzen des polyklonalen
S100A12-AK o-A12 (a+b) bzw. der monoklonalen AK E (c+d), H (e+f) und K (g+h) sind
analysiert worden. Dargestellt ist die Bindungseffizienz in Abhangigkeit der Proteinkonzentration
und im Vergleich zum wtS100A12. Die Bindungseffzienz der AK ist jeweils fir den wtS100A12
bei einer Proteinkonzentration von 5 ug/mL auf 1 gesetzt worden.

Unter Bedingungen, die bei dem wtS100A12 zu einer Hexamerisierung flihren (1,8 mM
Ca + 30 pyM Zn) bindet der polyklonale AK die Zinkbindungs-Mutanten D25A, H85A
und H89A gleich gut wie das wtS100A12 (Abb. 4.20 b). Die Zinkbindungs-Mutante
H15A und die Kalziumbindungs-Mutante E72A werden ebenfalls noch gut erkannt,
jedoch schlechter als das wtS100A12 (Abb. 4.20 a+b). Anders als unter Dimer-
Bedingungen wird die Kalziumbindungs-Mutante N63A am schlechtesten gebunden
(Abb. 4.20 a). Fir die Zinkbindungs-Mutanten D25A und H85A ist trotz gleich guter
Bindung bei 5 pg/mL Protein ein deutlich starkerer Abfall der Titrationskurve mit
abnehmender Proteinkonzentration zu sehen als bei dem wtS100A12.

Der AK E zeigt bereits bei einer Proteinkonzentration von 5 pg/mL ein anderes
Bindungsverhalten als unter intrazellularen Bedingungen (Abb. 4.20 c+d). Die
Zinkbindungs-Mutanten H85A und H89A werden weiterhin anndhernd gleich gut
gebunden wie wtS100A12. Fir die Zinkbindungs-Mutanten D25A und H15A zeigt sich
eine etwas schlechtere Bindung (Abb. 4.20 d). Der Abfall der Titrationskurve ist jedoch
erneut deutlich steiler als bei dem wtS100A12. Wie unter intrazelluldaren Bedingungen
auch, werden die Kalziumbindungs-Mutanten am schlechtesten gebunden
(Abb. 4.20 c).

Fir den AKH zeigt sich, dass dieser unter extrazelluldaren Bedingungen die
Zinkbindungs-Mutanten D25A und H89A sowie wtS100A12 am besten bindet
(Abb. 4.20 f). Die Zinkbindungs-Mutanten H15A und H85A werden nur in etwa halb so
gut gebunden. Die Bindung der Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A ist kaum
zu detektieren (Abb. 4.20 e).

Der AK K bindet alle Proteine gleich gut (Abb. 4.20 g+h), bis auf die Kalziumbindungs-
Mutante N63A und die Zinkbindungs-Mutante H85A. Die Kalziumbindungs-Mutante
wird nur halb so gut gebunden und die Zinkbindungs-Mutante wird fast gar nicht mehr

gebunden.
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Abb. 4.20: Titrationskurven der Antikorperbindung an die S100A12-Proteine unter
extrazelluldaren Bedingungen.

Die Bindung verschiedener AK an die S100A12 Kalziumbindungs-Mutanten (a, c, e, g) und
Zinkbindungs-Mutanten (b, d, f, h) ist in Relation zum wtS100A12 (WT) im ELISA analysiert
worden. Die Proteine sind unter extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 uM Zn)
chemisch quervernetzt worden, um die Komplexe wahrend des ELISAs zu stabilisieren. Gezeigt
sind die Titrationskurven mit abfallender Proteinkonzentration fiir den polyklonaler AK a-A12
(a+b) sowie den monoklonaler AK E (c+d), den monoklonalen AKH (e+f) und den
monoklonalen AK K (g+h). Die Bindungseffizienz ist jeweils fur wtS100A12 bei einer
Proteinkonzentration von 5 ug/mL auf 1 gesetzt worden.
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Zusammenfassung Abschnitt 4.3:

Anhand der unterschiedlichen Bindungsaffinititen kdénnen Rickschlisse auf die
Proteinstruktur gezogen werden. Sind die AK nicht mehr oder nur noch in geringerem
Male in der Lage, die Proteine zu binden, deutet dies auf eine veranderte Struktur hin,
in der Epitope verandert oder verdeckt werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die Kalziumbindungs-Mutanten am starksten von dem wtS100A12 unterscheiden. Sie
werden unter allen Bedingungen am schlechtesten von den hier getesteten
monoklonalen AK gebunden. Allerdings haben auch die Mutationen der Zink-

Bindungsstellen einen Einfluss auf die AK-Bindung.

4.4. Analyse der Komplexbildung

Um den Einfluss der eingefuhrten Mutationen auf die Komplexbildung der Proteine zu
untersuchen, ist eine semi-native PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung
gemacht worden. Da eine Abhangigkeit der Komplexbildung von Kalzium und Zink
bereits bekannt ist, sind zur Analyse unterschiedliche Konzentrationen eines oder
beider lonen verwendet worden. Es sind sowohl physiologisch relevante Konzentration
als auch solche, die einen gréReren Konzentrationsbereich abdecken, genutzt worden.
Unter physiologischen Bedingungen herrscht intrazellular eine Kalziumkonzentration
zwischen 0,1 und 0,2 yM und extrazellular zwischen 1 und 3 mM sowie eine

Zinkkonzentration von 0,2 bis 0,4 nM (intrazellular) und 10 bis 50 uM (extrazellular).

4.4.1. Kalzium- und Zink-abhangige Oligomerisierung von
wtS100A12

Das wtS100A12 liegt bei allen lonenkombinationen, aul’er bei 1,8 mM Ca + 1 uM,
6,5 uM bzw. 30 uM Zn, als Monomer, Dimer und Tetramer vor, jedoch mit jeweils
unterschiedlichen Signalstarken (Abb. 4.21). Die lonenkonzentrationen, bei denen
keine Monomere und nur kaum bzw. keine Dimere auftreten (1,8 mM Ca + 100 nM,
1 uM, 6,5 uM bzw. 30 uM Zn), weisen eine zusatzliche Bande auf Hohe des Hexamers
(~60 kDa) auf. Bei einer lonenkonzentration von 70 yM Zn in Kombination mit 0,2 yM
bzw. 1,8 mM Kalzium ist eine leichte Verschiebung in Richtung Hexamer zu erkennen.
Fur die physiologisch relevanten Bedingungen ist ein Densitogramm angefertigt

worden. Dies zeigt fur die intrazelluldre Ca- und Zn-Bedingung (schwarze Saulen) ein
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Signal sowohl fur das Monomer als auch Dimer. Unter extrazelluldren Bedingungen
(weilte Saulen) kdnnen hingegen keine Monomere und Dimere, dafiir aber etwa gleich

viele Tetramere und Hexamere detektiert werden.
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Abb. 4.21: Kalzium- und Zink-abhangige Oligomerisierung des wtS100A12.

Dargestellt ist sowohl die Coomassie-Farbung einer semi-nativen PAGE als auch das
Densitogramm fir wtS100A12 bei ausgewahlten Kalzium- und Zinkkonzentrationen. Zur
Stabilisierung der Komplexformen sind die Proteine vor dem Beladen des Gels unter den
verschiedenen lonenkonzentrationen chemisch quervernetzt worden. Die Komplexformen sind
am Rand markiert. Das Densitogramm ist fUr eine intrazelluldre Ca- und Zn-Konzentration
(schwarze Saulen) und extrazellulare Bedingung (weilte Saulen) mit dem Programm ImagelLab
angefertigt worden. Dargestellt ist der Anteil der Monomere, Dimere, Tetramere und Hexamere
an der gesamten Proteinmenge.

4.4.2. Kalzium- und Zink-abhdngige Oligomerisierung der
Kalziumbindungs-Mutanten

Das Einfligen der Mutationen in den Kalzium-Bindungsstellen fuhrt zu einer deutlichen
Verminderung der Tetra- und Hexamerisierung der Proteine (Abb. 4.22).

Die Kalziumbindungs-Mutante N63A (Abb. 4.22 a) weist bei jeder lonenkombination
sowohl das Monomer als auch Dimer auf. Einige lonenkombinationen fihren ebenfalls
zu einer Tetramerisierung (0,2 uM Ca + 10nM, 100 nM, 10 uM Zn bzw. alle
Kombinationen mit 1,8 mM Ca). Bei 0,2 uM Ca + 100 nM Zn bzw. 10 yM und 1,8 mM
Ca + 10 nM, 100 nM bzw. 1 uM Zn ist eine Verschiebung in Richtung Hexamer zu

sehen. Das Densitogramm fir intrazellulare Ca- und Zn-Bedingungen (schwarze
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Saulen) zeigt, dass hier nur Monomere und Dimere vorliegen. Unter extrazellularen
Bedingungen (wei3e Saulen) sind ebenfalls wenige Tetramere zu detektieren (~3 %)

(vgl. Tab. 7.2). Hexamere liegen in beiden Fallen nicht vor.
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Abb. 4.22: Kalzium- und Zink-abhdngige Oligomerisierung der Kalziumbindungs-

Mutanten.

Dargestellt sind Coomassie-Farbungen semi-nativer PAGEs flr die Kalziumbindungs-Mutanten
N63A (a) und E72A (b) bei verschiedenen Ca- und Zn-Konzentrationen sowie die jeweiligen
Densitogramme fir intrazelluldre (schwarze Saulen) und extrazelluldre (weille S&ulen)
lonenkonzentrationen. Vor dem Beladen der Gele sind die Proteine, zur Stabilisierung der
Komplexformen, unter den verschiedenen lonenkonzentrationen chemisch quervernetzt
worden. Die jeweiligen Komplexformen sind am Rand der Gele beschriftet. Die Densitogramme
zeigen den Anteil der Monomere, Dimere, Tetramere und Hexamere an der
Gesamtproteinmenge. Sie sind mit dem Programm ImagelLab angefertigt worden.

Bei der Kalziumbindungs-Mutante E72A ist flr die meisten Bedingungen lediglich das
Monomer und Dimer sowie teilweise eine sehr geringe Menge Tetramer zu detektieren
(Abb. 4.22 b). Fir die Bedingungen mit 0,2 uM + 100 nM sowie bei 1,8 mM Ca +
10 nM und 100 nM Zn kann ebenfalls ein Ubergang in Richtung Hexamer gezeigt
werden. Das Densitogramm zeigt, dass unter intrazelluldaren Bedingungen (schwarze
Saulen) ausschlieBlich Monomere und Dimere vorliegen. Unter extrazellularen
Bedingungen (weilRe Saulen) ist die Konzentration der Dimere deutlich héher als die
der Monomere. Tetramere liegen ebenfalls nicht vor. Auch Hexamere kénnen unter

keiner der beiden Bedingungen detektiert werden.
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4.4.3. Kalzium- und Zink-abhdngige Oligomerisierung der
Zinkbindungs-Mutanten

Die Mutante H15A ist weiterhin in der Lage Monomere und Dimere sowie teilweise
auch Tetramere und Hexamere auszubilden, jedoch mit unterschiedlichen Anteilen
(Abb. 4.23 a). Tetramere kdnnen nur unter Bedingungen mit 0,2 yM Ca + 100 nM Zn,
10 yM Zn und 30 yM Zn sowie 1,8 mM Ca + 10 nM, 100 nM, 1 uM, 6,5 yM und
30 uM Zn detektiert werden.

Verschiebung Richtung Hexamer

Unter diesen

ebenfalls eine
1,8mM Ca + 30uM Zn eine

Hexamerisierung zu erkennen. Die Komplexformen unter intrazellularen (schwarze

Bedingungen st
bzw. bei

Saulen) und extrazellularen (weille Sdulen) Bedingungen sind in dem Densitogramm
detaillierter dargestellt. Unter intrazellularen Bindungen kdénnen hier Monomere und
eine grolRe Menge Dimere nachgewiesen werden. Tetramere und Hexamere liegen
hingegen nicht vor. Unter extrazellularen Bedingungen sind alle Komplexformen
vorhanden. Den gréfiten Anteil machen hier jedoch auch die Monomere aus.
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Abb. 4.23: Kalzium- und Zink-abhidngige Oligomerisierung der Zinkbindungs-Mutanten
H15A und D25A.

Die Komplexformen der Zinkbindungs-Mutanten H15A (a) und D25A (b) bei verschiedenen
Kalzium- und Zinkkonzentrationen sind mittels Coomassie-Farbung einer semi-nativen PAGE
und eines Densitogramms visualisiert worden. Zur Stabilisierung der Komplexe sind die
Proteine unter den lonenkonzentrationen chemisch quervernetzt worden. Die Laufhéhe der
unterschiedlichen Komplexe ist am Rand angegeben. Die Densitogramme zeigen jeweils den
Anteil der Komplexformen verglichen mit der Gesamtproteinmenge fir intrazellulare (schwarze
Saulen) und extrazellulare (weile Saulen) Ca- und Zn-Bedingungen. Die Densitogramme sind
mit dem Programm ImagelLab angefertigt worden.
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Fir die Mutante D25A sind unter allen Bedingungen sowohl Monomere als auch
Dimere und Tetramere zu detektieren (Abb. 4.23 b). Zusatzlich kann fir fast alle
Bedingungen das Hexamer oder ein Ubergang in Richtung Hexamer gezeigt werden.
Dies bestatigt sich ebenfalls in den Densitogrammen flr die intrazellularen (schwarze
Saulen) und extrazellularen (weile Saulen) Ca- und Zn-Bedingungen. Fuir
intrazellulare Bedingungen sind jedoch deutlich mehr Monomere und Dimere als
Tetramere und Hexamere zu detektieren. Hexamere sind am wenigsten vorhanden.
Unter extrazellularen Bedingungen liegen ungefahr gleich viele Dimere und Hexamere
vor. Tetramere sind etwa halb so viele vorhanden. Den grof3ten Anteil haben hier

jedoch weiterhin die Monomere.
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Abb. 4.24: Kalzium- und Zink-abhdngige Oligomerisierung der Zinkbindungs-Mutanten
H85A und H89A.

Zur Analyse der Komplexformen sind Coomassie-Farbungen von semi-nativen PAGEs der
Zinkbindungs-Mutante H85A (a) und H89A (b) sowie zugehdrige Densitogramme angefertigt
worden. Die Proteine sind vor dem Auftrag auf das Gel unter den angegebenen Ca- und Zn-
Konzentrationen chemisch quervernetzt worden, um die Komplexe wahrend der
Versuchsdurchfiihrung zu stabilisieren. Die verschiedenen Komplexformen der Proteine sind
am Rand angegeben. Die Densitogramme zeigen die Bandenintensitaten bei intrazellularen
(schwarze Saulen) und extrazellularen (weilte Saulen) Ca- und Zn-Konzentrationen als Anteil
der Gesamtproteinmenge. Sie sind mit dem Programm ImageLab angefertigt worden.

Die Zinkbindungs-Mutante H85A ist unter fast allen Bedingungen weiterhin in der Lage
sowohl Dimere als auch Tetramere zu bilden (Abb. 4.24 a). Eine Verschiebung

Richtung Hexamer ist bei den Bedingungen mit 0,2 yM Ca + 100 nM bzw. 10 yM Zn
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und 1,8 mM Ca + 10nM, 100nM, 1 uM und 6,5uM Zn zu erkennen. Das
Densitogramm fur die intrazelluldren (schwarze Saulen) und extrazellularen (weilde
Saulen) Kalzium- und Zink-Bedingungen stellt dar, dass die Komplexbildung &hnlich
dem wtS100A12 ist und unter intrazellularen Bedingungen nur wenige Tetramere und
keine Hexamere vorkommen. Unter extrazelluldaren Bedingungen kénnen jedoch alle
S100A12-Formen detektiert werden. Der Hauptanteil besteht hier, im Gegensatz zum
wtS100A12, aus Dimeren gefolgt von Tetrameren und Monomeren. Hexamere liegen
nur zu einem sehr geringen Anteil vor.

Die Coomassie-Farbung fir die Zinkbindungs-Mutante H89A (Abb. 4.24 b) zeigt, dass
diese Mutante Uberwiegend Dimere und nur wenige Monomere, Tetramere oder
Hexamere ausbildet. Bei Konzentrationen von 1,8 mM Ca + 100 nM Zn, 6,5 yM Zn und
30 uM Zn liegen kaum noch Dimere, daflir aber Tetramere und Hexamere vor. In dem
Densitogramm fir diese Mutante ist zu erkennen, dass unter intrazellularen
Bedingungen (schwarze Saulen) keine Tetramere oder Hexamere vorliegen. Den
Hauptanteil machen die Dimere aus. Unter extrazellularen Bedingungen (weilde
Saulen) sind sowohl Dimere, Tetramere als auch Hexamere, aber keine Monomere zu
detektieren. Das Muster ist hier, bis auf das Vorkommen von Dimeren, dem des
wtS100A12 am ahnlichsten.

Zusammenfassung Abschnitt 4.4:

Es konnte gezeigt werden, dass der Austausch der Kalzium- und Zink-bindenden AS
unterschiedliche Einflisse auf die Komplexbildung der Mutanten hat. Eine Substitution
der Kalzium-bindenden AS inhibiert die Ausbildung von Tetrameren und Hexameren
unter physiologisch relevanten Bedingungen. Die Dimerisierung kann jedoch auch in
Abwesenheit von Kalzium und Zink stattfinden. Zur Ausbildung héherer Komplexe ist
jedoch die Bindung von Kalzium essentiell. Ein anderes Bild zeigt sich fur die Bindung
von Zink. Der Ersatz Zink-bindender AS flhrt zwar zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts in Richtung Dimere, die Ausbildung von Tetrameren und Hexameren
bleibt aber dennoch maoglich. Der Einfluss der Zink-Bindung scheint demnach geringer
zu sein und die Ausbildung héherer Komplexe ist auch nach Substitution einer der
beteiligten AS weiterhin mdglich. Die Mutante D25A liegt sogar unter intrazelluldren
Bedingungen

als Hexamer vor, was bei keiner anderen Mutante oder dem wtS100A12 der Fall ist.
Die Analyse der Komplexbildung von wtS100A12 zeigt, dass Hexamere nur in

Anwesenheit beider lonen ausgebildet werden.
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4.5. Funktionelle Analysen der S100A12-Mutanten

Uber die Kalzium- und Zink-abhéngige Komplexbildung der S100-Proteine scheint eine
Aktivierung verschiedener Rezeptoren reguliert zu werden (Moroz et al., 2002;
Novitskaya et al., 2000; Ostendorp et al., 2007). Fur S100A12 wird dies ebenfalls
angenommen (Moroz et al., 2002). In dieser Arbeit ist zunachst das Bindungsverhalten
des wtS100A12 an die Rezeptoren TLR-4 und RAGE unter verschiedenen Kalzium-
und Zinkkonzentrationen und damit von verschiedenen S100A12-Komplexen
untersucht worden. Anschlief3end sind Bindungsanalysen mit den mutierten S100A12-
Proteinen durchgefiihrt worden. Zusatzlich ist die Fahigkeit der Mutanten,
HEK293/TCM- und THP1-Zellen zu stimulieren, analysiert worden.

4.5.1. Das S100A12-Hexamer zeigt die effektivste Bindung an
TLR-4 und RAGE

Bisher ist nicht abschlieRend geklart, welche S100A12-Komplexform an TLR-4 bindet
und die Signaltransduktion initiiert. Durch spezifische lonenbedingungen sind daher
zunachst verschiedene Komplexformen des wtS100A12 auf ihre Interaktion mit TLR-4
hin getestet worden (Abb. 4.25 a). Die Bindung an RAGE ist zusatzlich als Kontrolle
analysiert worden(Abb. 4.25 b). Hier wird angenommen, dass Hexamere fur die
Bindung bendtigt werden (Srikrishna et al., 2010; Xie et al., 2007). Zur Analyse der
RAGE-Bindung ist die I6sliche Form des Rezeptors (sSRAGE) genutzt worden. Die flr
die Bindung von Liganden essentiellen Bereiche sind hier ebenso vorhanden, wie bei
dem membrangebundenen Rezeptor (Leclerc et al., 2007; Raucci et al., 2008; Xie et
al., 2008). Lediglich die Membrandomane und der intrazellulare Teil fehlen (Raucci et
al., 2008). Es sind Kalzium- und Zinkkonzentrationen ausgewahlt worden, unter denen
das Protein vorwiegend als Dimer (0,2 yM Ca + 1 nM Zn), Tetramer (0,2 uM Ca +
70 uM Zn) oder Hexamer vorliegt (1,8 mM Ca + 30 uM Zn). Unter diesen Bedingungen
ist wtS100A12 inkubiert und zur Stabilisierung chemisch quervernetzt worden.

Die Bindung an TLR-4 und sRAGE ist fir das Hexamer am besten (Abb. 4.25; 1,8 mM
Ca + 30 uM Zn). Allerdings kann ebenfalls eine Bindung von Dimeren (Abb. 4.25;
0,2uM Ca + 70 uM Zn) und Tetrameren (Abb. 4.25; 0,2 uM Ca + 1 nM Zn) an die
Rezeptoren nachgewiesen werden. Es zeigt sich eine ansteigende Bindungseffizienz je

héher der Grad der Oligomerisierung ist.
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Abb. 4.25: Rezeptorbindung von wtS100A12 unter verschiedenen lonen-Bedingungen.

Zur Analyse der Bindungseffizienz unterschiedlicher Komplexformen des wtS100A12 ist dies
zunachst unter Bedingungen, unter denen vornehmlich Dimere (0,2uM Ca + 1nM Zn),
Tetramere (0,2 M Ca + 70 yM Zn) bzw. Hexamere (1,8 mM Ca + 30 uyM Zn) vorliegen,
inkubiert und chemisch quervernetzt worden. Anschlieend ist es zu zuvor auf einer ELISA
Platte immobilisierten TLR-4 (a) bzw. sRAGE (b) gegeben und mittels des AKs a-A12-bio
detektiert worden. Aufgetragen ist das Verhaltnis an gebundenem Protein im Vergleich zum
Hexamer.

*=p<0,05

4.5.2. Analyse der Protein-TLR-4-Interaktion im ELISA

Nachdem bekannt war, dass wtS100A12 die starkste Interaktion mit den Rezeptoren
unter extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 uM Zn) aufweist, sind diese
ebenfalls fur die Analyse der Protein-Rezeptor-Interaktion der Mutanten genutzt
worden. Gebundenes Protein ist sowohl mit dem polyklonalen (Abb. 4.26 a) als auch
mit zwei monoklonalen AK (AK E, AK 3G1D5-bio) detektiert worden. Um einen Effekt
der Bindungseffizienz der AK auszuschlie®en, sind zum einem Titrationen mit
sinkender Proteinkonzentration angefertigt (Abb. 4.26 a) und zum anderen die erhalten
Ergebnisse aller AK gemittelt worden (Abb. 4.26 b).

Die Titrationskurven fallen kontinuierlichen mit sinkender Proteinkonzentration ab.
Weiterhin zeigen die Daten, dass wtS100A12 die starkste Interaktion aufweist
(Abb. 4.26 a+b). Die Bindung der Zinkbindungs-Mutanten ist sowohl bei der Analyse
mit dem polyklonalen AK (Abb.4.26 a) als auch der Mittelung aller AK (Abb. 4.26 b)
besser als die Bindung der Kalziumbindungs-Mutanten. Diese werden nur sehr

schlecht gebunden, weisen aber dennoch einen leichten Titrations-Effekt auf.
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Die Mittelung der erhaltenen Ergebnisse fir die unterschiedlichen AK (Abb. 4.26 b),
zeigt das gleiche Bild wie die Analyse mit dem polyklonalen AK. Die Bindung der
Zinkbindungs-Mutanten ist generell besser als die der Kalziumbindungs-Mutanten.
Insgesamt sind die Bindungen aller Mutanten signifikant schlechter als die des
witS100A12.
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Abb. 4.26: Analyse der TLR-4-Bindung verschiedener S100A12-Proteine.

Mittels eines ELISA ist die Bindung der S100A12 Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A, H85A,
H89A), Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) und des wtS100A12 (WT) an TLR-4
analysiert worden. Die Proteine sind unter extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 uM
Zn) chemisch quervernetzt worden, um ihre Stabilitat wahrend der weiterflihrenden Versuche
zu garantieren, und anschlieffend zu dem zuvor immobilisierten Rezeptor gegeben worden. Die
Detektion erfolgte mit dem AK a-A12-bio (a). Des Weiteren sind ELISA mit dem monoklonalen
AK E und dem AK 3G1D5-bio durchgefihrt worden. Die Ergebnisse aller AK sind gemittelt
worden und sind in (b) dargestellt. Die Bindungseffizienz des witS100A12 ist bei einer
Proteinkonzentration von 1 ug/mL auf 1 gesetzt worden.
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4.5.3. Analyse der Protein-RAGE-Interaktion im ELISA

Ebenso wie die Rezeptorbindung der einzelnen Proteine fir TLR-4 getestet worden ist,
ist auch fiur RAGE verfahren worden. Wie bei den vorangegangenen Analysen
bezlglich der RAGE-Bindung ist auch hier sSRAGE genutzt worden. Die Ergebnisse der
Protein-Rezeptor-Bindung mit dem polyklonalen AK zeigen die starkste Bindung flr
das wtS100A12 und die Zinkbindungs-Mutante D25A (Abb. 4.27 a).

a polyklonaler AK
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Abb. 4.27: Analyse der sRAGE-Bindung verschiedener S100A12-Proteine.

Mittels eines ELISA ist die Bindung der S100A12 Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A, H85A,
H89A), Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) und des witS100A12 (WT) an sRAGE
analysiert worden. Die Proteine sind unter extrazellularen Bedingungen (1,8 mM Ca + 30 uM
Zn) chemisch quervernetzt und anschlieRend zu dem zuvor immobilisierten Rezeptor gegeben
worden. Die Detektion erfolgte mit dem polyklonalen AK a-A12-bio (a) bzw. den monoklonalen
AK E und AK 3G1D5-bio. Die Ergebnisse aller AK sind gemittelt worden und sind in (b)
dargestellt. Die Bindungseffizienz des witS100A12 ist bei einer Proteinkonzentration von
1 ug/mL auf 1 gesetzt worden.

Auch die Zinkbindungs-Mutanten H15A, H85A und H89A binden den Rezeptor, jedoch
schwacher. Am schwachsten ist erneut die Bindung der Kalziumbindungs-Mutanten
N63A und E72A. Die Titrationskurven zeigen fir alle Proteine einen Abfall bei

sinkender Proteinkonzentration.
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Bei der Mittelung Uber die verschiedenen AK fallt auf, dass die Signale fur wtS100A12
und die Zinkbindungs-Mutanten deutlich schwacher sind, als bei dem polyklonalen AK
(Abb. 4.27 b). Allerdings ist weiterhin die Tendenz zu erkennen, dass die

Zinkbindungs-Mutanten besser binden als die Kalziumbindungs-Mutanten.

4.5.4. TLR-4 vermittelte Stimulation von HEK293/TCM-Zellen

Zur Funktionsanalyse der S100A12-Mutanten sind HEK293/TCM-Zellen stimuliert und
die Regulation der IL-8 Produktion ist betrachtet worden. HEK293/TCM-Zellen sind
humane embryonale Nierenzellen (HEK293) die TLR-4, CD14 und MD2 exprimieren.
Normal exprimieren HEK293-Zellen endogen ausschlieRlich TLR-1, TLR-3, TLR-5, und
TLR-6. Die Signalgebung verlauft bei diesen Rezeptoren, ebenso wie bei TLR-4, Uber
TIRAP und MyD88. Deshalb ist eine Weiterleitung des Signalwegs uber TLR-4

ebenfalls moglich.

Nach der Stimulation mit der Zinkbindungs-Mutante D25A zeigt sich sowohl eine
erhohte IL-8 mMRNA-Menge (Abb. 4.28 a; schwarze Saulen) als auch eine vermehrte
IL-8 Proteinproduktion (Abb. 4.28 b). Die Signalstarke ist vergleichbar mit der nach
Stimulation mit 100 pg/mL LPS und unterscheidet sich signifikant zur Negativkontrolle,
bei der die Zellen lediglich mit HEK293-Medium kultiviert worden sind. Die mRNA-
Menge ist ansonsten bei allen Stimulationen mit den Zinkbindungs-Mutanten und mit
dem wtS100A12 erhoht. Die Menge an mRNA nach Stimulation mit den
Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A hingegen unterscheidet sich nicht von der
Negativkontrolle und ist signifikant geringer als die nach Stimulation mit dem
wtS100A12. Damit ausgeschlossen werden konnte, dass die Stimulation durch
restliches LPS beeinflusst worden ist, sind die Proben zuséatzlich auf 95 °C erhitzt
worden, bevor sie zu den Zellen gegeben worden sind. Dies zerstort die Proteine, LPS
bleibt jedoch funktionsfahig. Fur alle Mutanten, fur die eine Stimulation der
HEK293/TCM-Zellen zu detektieren ist (H15A, D25A, H85A, H89A) ist die Stimulation
nach Erhitzen der Proben signifikant geringer und auf dem Level der Negativkontrolle
(Abb. 4.28 a; graue Saulen). Lediglich bei der Mutante D25A ist ein schwaches Signal
fur die auf 95 °C erhitzte Probe zu detektiert. Dies ist jedoch ebenfalls signifikant
geringer als fur das intakte Protein und zusatzlich signifikant geringer als nach LPS-

Stimulation.
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Abb. 4.28: Stimulation von HEK293/TCM-Zellen mit den S100A12-Mutanten und
wtS100A12.

HEK293/TCM-Zellen sind fur 4 h mit je 5 pug/mL der Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A,
H85A, H89A), der Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) und des wtS100A12 (WT) sowie
100 pg/mL LPS stimuliert worden. AnschlieRend sind die Zellen lysiert, die mRNA in cDNA
umgeschrieben und die Transkriptionsrate mittels qPCR bestimmt worden (a; schwarze
Saulen). Zusatzlich sind die Zellkulturiberstédnde beziiglich der Menge an produziertem Protein
analysiert worden (b). Um einen Effekt des in den Proben enthaltenen LPS auszuschlielRen,
sind die Proben vor der Stimulation auf 95°C erhitzt worden (a; graue Saulen). Die gestrichelte
Linie stellt den Grundwert von nicht stimulierten Zellen (neg; Negativkontrolle) dar. Angegeben
ist die mRNA-Menge im Vergleich zu dem housekeeping Gen RPL (ACt) (a) bzw. die
Proteinkonzentration (b).

*=p=<0,05*=p=<0,01;,* =p=<0,001
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Auf Proteinebene (Abb. 4.28 b) ist eine signifikant erhdhte Expression von IL-8 bei der
Stimulation mit den Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A, H85A, H89A) und dem
wtS100A12 zu detektieren. Fur die Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A kann
erneut keine Auswirkung der Stimulation auf die Produktion von IL-8 gezeigt werden.
Die Proteinmenge unterscheidet sich fur diese Mutanten jedoch erneut signifikant im

Vergleich zu der nach der Stimulation mit dem wtS100A12.

4.5.5. TLR-4 vermittelte Stimulation von THP1-Makrophagen

Ein weniger artifizielles System als das der HEK293/TCM-Zellen zur Analyse der
Funktionsfahigkeit der hergestellten S100A12-Proteine ist die Stimulation von THP1-
Zellen. Dies ist eine humane, monozytare Zelllinie, die aus peripherem Blut eines
einjahrigen Leukamie-Patienten isoliert wurde. Die Zellen exprimieren, neben Monozyt-
spezifischen Markern, ebenfalls TLR-4, CD14 und MD-2 (Ishihara et al., 2004; Mittat,
2011; Tsuchiya et al., 1980). Aus Vorversuchen ging hervor, dass eine bestmdgliche
Stimulation mit THP1-Makrophagen erreicht werden konnte. Daher sind die Zellen

auch in dieser Arbeit vor der Stimulation zu Makrophagen differenziert worden.

Die Menge an TNFa mRNA ist sowohl fir wtS100A12 als auch fir die Zinkbindungs-
Mutanten (H15A, D25A, H85A, H89A) signifikant erhéht (Abb. 4.29 a; schwarze
Saulen). Fir die Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) konnte eine erhéhte mRNA
Menge im Vergleich zu der Negativkontrolle gemessen werden, dies ist jedoch nicht
signifikant. Verglichen mit dem wtS100A12 war die mRNA-Menge hier jedoch
signifikant geringer.

Fur IL-8 ist ein ahnliches Bild zu erkennen (Abb. 4.29 b). Sowohl die Stimulation mit
den Zinkbindungs-Mutanten als auch mit dem wtS100A12 flhrt zu einer signifikanten
Hochregulation der Transkription. Die Stimulation mit D25A zeigt die starkste
Regulation. Fur die Kalziumbindungs-Mutanten ist eine leicht erhdhte mRNA-Menge zu
detektieren, allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant. Im Vergleich zum
wtS100A12 ist diesmal nur bei der Stimulation mit der Kalziumbindungs-Mutante N63A

signifikant weniger mRNA transkribiert.
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Abb. 4.29: Stimulation von THP1-Makrophagen mit den S100A12-Proteinen.

Die monozytdren THP1-Zellen sind zunachst fir 48 h mit PMA inkubiert worden, um eine
Differenzierung zu Makrophagen zu induzieren. Nachdem die Zellen weitere 48 h in Medium
kultiviert worden sind, sind sie fiir 4 h mit je 20 ug/mL der Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A,
H85A, H89A), der Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) sowie des wtS100A12 (WT) und
100 pg/mL LPS stimuliert worden. Als Kontrolle sind alle Proben zusatzlich auf 95 °C erhitzt und
danach fir die Stimulation eingesetzt worden (graue Saulen). Anschlieend ist die erhaltene
mRNA der Zytokine TNFa (a), IL-8 (b), IL-6 (c) und IL-1B (d) mittels gPCR bestimmt worden.
Angegeben ist die Menge an transkribierter mRNA im Vergleich zu dem housekeeping Gen
RPL (ACt).

*=p=<0,05*=p=<0,01;,* =p=<0,001

Die mRNA von IL-6 ist ebenfalls nach Stimulation mit den Zinkbindungs-Mutanten und
dem wtS100A12 signifikant erhoht (Abb. 4.29 c). Die Stimulation mit D25A zeigt die
starkste Regulation. Auch die Stimulationen mit den Mutanten H15A und H85A weisen
mehr mRNA auf, als die Stimulation mit dem wtS100A12. Die Stimulation mit der
Kalziumbindungs-Mutante E72A weist eine leicht erhdhte Menge an IL-6 mRNA auf,
jedoch liegt weiterhin ein signifikanter Unterschied zu der wtS100A12-Stimulation vor.
Bei der Kalziumbindungs-Mutante NG63A zeigt sich erneut kein Unterschied zu der
Negativkontrolle und abermals ein signifikanter Unterschied zum wtS100A12.

Die Transkription des IL-1B Gens ist, nach der Stimulation mit den Zinkbindungs-
Mutanten, der Kalziumbindungs-Mutante E72A und dem wtS100A12 signifikant erhdht
(Abb. 4.29 d). Erneut ist die mRNA-Menge nach Stimulation mit D25A am hdchsten.
Zusatzlich wird hier die mMRNA-Menge ebenfalls durch Stimulation mit H15A, H85A und
H89A starker hochreguliert als mit dem wtS100A12. Fir die Stimulation mit der
Kalziumbindungs-Mutante N63A ist kein Unterschied im Vergleich zur Negativkontrolle
zu sehen, aber wieder ein signifikanter Unterschied zum wtS100A12.

Um auch hier den Einfluss des restlichen LPS zu ermitteln, ist ebenfalls eine
Versuchsreihe mit Proben, die auf 95°C erhitzt worden sind, durchgeflihrt worden.
Nach dem Erhitzen der Proben sind die Signale bei allen analysierten Zytokinen flr
das witS100A12 und die Zinkbindungs-Mutanten H15A, D25A, H85A und H89A
deutlich, in den meisten Fallen sogar signifikant schwacher (Abb. 4.29; graue Saulen).
Lediglich die Kalziumbindungs-Mutanten weisen keinen Unterschied zwischen der
Stimulation mit intaktem Protein (schwarze Saulen) und dem Erhitzen (graue Saulen)

auf. Die Signale sind demnach auf die LPS-Kontamination zuriickzufihren.
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4.5.6. Stimulation von THP1-Makrophagen in Anwesenheit
eines TLR-4 Antikorpers

Durch pra-Inkubation der THP1-Makrophagen mit einem a-TLR-4 AK sollte der
Signalweg Uber diesen Rezeptor blockiert und eine mdgliche Signaltransduktion Uber
RAGE analysiert werden. Allerdings konnte trotz des AKs eine Stimulation mit LPS
erreicht werden. Am starksten ist der Einfluss von LPS auf die Expression von IL-8
(Abb. 4.30 b; graue Saule). Beim Vergleich aller Ergebnisse (TNFa, IL-8, IL-6, IL-1p)
mit und ohne AK zeigt sich jedoch, dass die Stimulation durch LPS generell signifikant
verringert werden kann, wenn die Zellen zuvor mit a-TLR-4 inkubiert worden sind.

Die TNFa-Produktion ist nach Stimulation mit den Zinkbindungs-Mutanten H15A, H85A
und H89A ohne Einsatz des TLR-4 AKs signifikant hoher als mit dem Einsatz
(Abb. 4.30 a). AusschlieBlich die Zinkbindungs-Mutante D25A weist weiterhin eine
starke Stimulation, auch nach pra-Inkubation mit o-TLR-4 auf. Fur die
Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A unterscheiden sich die Ergebnisse nicht.
Hier ist in beiden Fallen kaum ein Einfluss der Mutanten auf die Rezeptor-Aktivierung
auszumachen.

Die IL-8 Transkription ist nur fir LPS und wtS100A12 nach pra-Inkubation mit a-TLR-4
signifikant geringer (Abb. 4.30 b). Bei den Zinkbindungs-Mutanten ist eine leichte
Reduktion der Proteinexpression nach «-TLR-4 Inkubation zu erkennen. Die
Stimulationen mit den Kalziumbindungs-Mutanten unterscheiden sich erneut nicht.
Hingegen andert sich die IL-6-Transkription nach Blockade von TLR-4 stark
(Abb. 4.30 c). Im Gegensatz zu der Stimulation ohne a-TLR-4 ist hier keine Regulation
der Transkription zu erkennen. Sogar die Stimulation mit der Mutante D25A zeigt eine
deutlich geringere Regulation als Ublich.

Die Produktion von IL-18 mRNA ist ebenfalls weniger ausgepragt, wenn die Zellen
zuvor mit dem AK inkubiert worden sind (Abb. 4.30 d). Erneut ist fir die Mutante D25A
kein Unterschied zwischen beiden Versuchen zu erkennen. Fur alle anderen Mutanten
und wtS100A12 ist die mMRNA Menge nach pra-Inkubation deutlich geringer als ohne a-
TLR-4.
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Abb. 4.30: Vergleich der THP1-Stimulationen mit und ohne a-TLR-4.

Die Ergebnisse aus Abb. 4.28 und die Ergebnisse flir die Stimulationen nach TLR-4 Blockade
sind in dieser Abb. vereint worden. Dargestellt ist die Menge an transkribierter mRNA im
Vergleich zu den housekeeping Gen RPL (ACt) von TNFa (a), IL-8 (b), IL-6 (c) und IL-1B (d).
Schwarze Saulen reprasentieren die Ergebnisse der Stimulationen ohne «-TLR-4, weilte
Saulen solche mit a-TLR-4 pra-Inkubation.

*=p<0,05 *=p<0,01; ™ =p<0,001

Zusammenfassung Abschnitt 4.5:

Zunachst konnte fir die Bindung des wtS100A12 an die Rezeptoren TLR-4 und RAGE
gezeigt werden, dass diese unter extrazelluldren Bedingungen am starksten
ausgepragt ist. Die Bindungsanalysen und die funktionellen Analysen zeigen ein
differentielles Verhalten der Mutanten bezlglich ihrer Rezeptorbindung und
-aktivierung. Generell sind die Zinkbindungs-Mutanten eher in der Lage, TLR-4 und
RAGE zu binden als die Kalziumbindungs-Mutanten. Die Bindung an RAGE ist fir alle
Mutanten deutlich schwacher ausgepragt als fir wtS100A12, allerdings ebenfalls flr
die Kalziumbindungs-Mutanten am schwachsten.

Eine Aktivierung der Signaltransduktion durch S100A12 kann nur fir TLR-4 gezeigt
werden. Hier weisen sowohl wtS100A12 als auch die Zinkbindungs-Mutanten eine
Stimulation auf. Die Stimulation mit der Kalziumbindungs-Mutanten N63A zeigt sowohl
bei HEK293/TCM-Zellen als auch THP1-Makrophagen keine erhéhte Expression der
analysierten Zytokine. Fur die Kalziumbindungs-Mutante E72A sind die Ergebnisse der
Stimulation von HEK293/TCM-Zellen und THP1-Makrophagen unterschiedlich. Jedoch
ist bei den HEK293/TCM-Zellen die Stimulation nach dem Erhitzen der Probe ebenfalls
erhoht, was auf die LPS-Kontamination zurickzufihren ist. Wahrend bei
HEK293/TCM-Zellen die Expression nicht induziert werden kann, kann bei THP1-
Makrophagen eine leichte Regulation detektiert werden.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass ausschliel3lich das S100A12-Hexamer in
der Lage ist, die Signalleitung mittels TLR-4 zu induzieren. Dies stiitzt die Annahme,
dass die Proteinaktivitdt Gber den Grad der Oligomerisierung reguliert wird und
S100A12 in verschiedenen Milieus unterschiedliche Effekte haben kann.

Nach Blockade des TLR-4 lasst sich die Signalleitung iber RAGE hingegen nur durch
die Zinkbindungs-Mutante D25A initiieren. Da ein geringer Einfluss von TLR-4 doch
auch hier nicht komplett ausgeschlossen werden kann, ist dieses Resultat vermutlich
auf eine Restaktivitat des TLR-4 zurlickzufihren. Demnach scheint keine Komplexform
des S100A12 in der Lage zu sein, eine RAGE-vermittelte Signaltransduktion zu

induzieren.
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KAPITEL 5
DISKUSSION

5.1. Darstellung verschiedener S100A12-Komplexformen

Viele S100-Proteine dienen intrazellular als Regulatoren der Kalziumkonzentration und
spielen extrazellular eine Rolle in der Kalzium-vermittelten Signaltransduktion (Donato
et al., 2013; Moroz et al., 2009b; Schafer et al., 1996; Zimmer et al., 1995). Das
ebenfalls zu der S100-Familie gehérende Protein S100A12 ist als Biomarker fir
verschiedene autoimmun- und (auto)inflammatorische Erkrankungen etabliert (Bovin et
al., 2004; Foell et al., 2004a; Foell et al., 2003a; Foell et al., 2004b). Speziell bei der
rheumatoiden Arthritis und bei anderen Formen der Arthritis korreliert die S100A12-
Expression mit dem Entziindungsverlauf. Bei der juvenilen rheumatoiden Arthritis
konnte gezeigt werden, dass die im Serum vorhandenen Menge an S100A12 von der
Aktivierung von Neutrophilen abhangt (Foell et al., 2004b). Des Weiteren ist S100A12
an der Aktivierung verschiedener Signalwege Uber die PRRs TLR-4 und RAGE
beteiligt (Foell et al., 2013; Hofmann et al., 1999; Moroz et al., 2009b; Srikrishna et al.,
2010; Xie et al., 2007; Yang et al., 2007). Nach der Bindung von S100A12 endet die
Signalleitung dieser Rezeptoren mit der Produktion sowohl pro- als auch anti-
inflammatorischer Zytokine. Diese Zusammenhange machen das Protein zu einem
potentiellen Ziel fur Therapien. Hierzu ist jedoch noch ein genaueres Verstandnis der
S100A12-Rezeptor-Interaktion erforderlich.

5.1.1. Aminosaureaustausch durch Site-directed Mutagenesis

Durch gezielte Substitution von AS in den Kalzium- und Zink-bindenden
Proteindomanen konnte die Oligomerisierung des S100A12 beeinflusst werden. Der
Austausch von Kalzium-bindenden AS inhibiert die Komplexbildung hierbei effektiver
als der Austausch der Zink-bindenden AS.

In ersten Versuchen zur Separierung der Komplexe konnte gezeigt werden, dass die
Oligomerisierung des wtS100A12 eine hohe Plastizitat aufweist. Nach Auftrennung der

einzelnen Komplexformen mittels GroRenfiltration und einer weiteren Inkubation sowie
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Auftrennung der zuvor erhaltenen Oligomere kénnen erneut alle Komplexe detektiert
werden (Abb.4.1 und Abb. 4.2). Auch unter artifiziellen Bedingungen mit klar
definierten Kalzium- und Zinkkonzentrationen, liegt eine Mischung aller bekannten
Komplexe vor (Abb. 4.21). Erstmals konnte somit widerlegt werden, dass unter
extrazelluldren Bedingungen ausschlieRlich das Hexamer vorliegt, wie es zuvor
beschrieben wurde (Moroz et al., 2009b). Die diskrepanten Befunde kénnten u.a. auf
die verschiedenen Nachweismethoden zurickgefliihrt werden. Fir S100A8 und
S100A9 wurde ebenfalls gezeigt, dass die Nachweismethode bei der Analyse des
Oligomerisierungsverhaltens eine grof3e Rolle spielt (Berntzen et al., 1988; Edgeworth
et al., 1991; Hunter et al., 1998; Strupat et al., 2000; Teigelkamp et al., 1991; Vogl et
al., 1999b). Des Weiteren wurden in der Literatur keine GréRenstandards mitgefuhrt
und nur Ausschnitte der entsprechenden Gele gezeigt (Moroz et al., 2009b), was die
Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse erschwert. Fragwulrdig bleiben insbesondere die
Daten fur die PAGE (Moroz et al., 2009b). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
ohne vorherige Quervernetzung der Proteine unter allen Bedingungen die gleichen
Komplexmuster erhalten werden (Abb. 7.3). Zurickzufuhren ist dies vermutlich auf die
bei der PAGE auftretende Mischung der Proben mit dem Laufpuffer und dadurch
hervorgerufene Verdinnung der lonenkonzentration. Wie bereits gezeigt werden
konnte weisen die Komplexe eine hohe Plastizitdt auf und bilden bei geringen
lonenkonzentrationen ausschlieBlich Monomere, Dimere und Tetramere. Die
Quervernetzung ermoglicht die Analyse stabiler Komplexe, die durch etwaige auliere
Einflisse wie lonenkonzentrationen oder Scherkrafte nicht beeinflusst werden. Die
hohe Plastizitdt deutet darauf hin, dass S100A12 in verschiedenen Millieus sehr
unterschiedliche Formen einnehmen kann. So kdnnte es nicht nur differentielle intra-
und extrazellulare Eigenschafen haben, sondern auch in der Zirkulation oder im
Gewebe unterschiedliche Funktionen Ubernehmen, die durch den Grad der

Oligomerisierung reguliert werden.

Da die einzelnen Komplexe nicht allein durch Anpassung der lonenkonzentration
separiert werden konnen, musste fur eine Trennung auf eine andere Methode
zuruckgegriffen werden. Die Site-directed Mutagenesis wurde bereits erfolgreich bei
der Analyse des Dimerisierungsverhaltens von S100A8 und S100A9 eingesetzt
(Leukert et al., 2006). Des Weiteren konnte durch den Austausch einer polaren AS
gegen eine unpolare bei dem Kalzium-Bindeprotein Calbindin Dgx eine verringerte
Proteinstabilitdt gezeigt werden (Wendt et al., 1988).

Sowohl die Kalzium- als auch die Zink-Bindungsstellen, welche essentiell fur die
Induktion der Oligomerisierung sind, sind bei S100A12 bekannt (Moroz et al., 2009a;
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Zimmer et al., 1995). Hierbei wird das Kalzium durch die EF2 effektiver gebunden als
durch die EF1 (Moroz et al., 2009a). Zusatzlich wird die Affinitat der EF2 fir Kalzium
durch die Bindung von Zink noch um das 1500-fache verstarkt (Dell'Angelica et al.,
1994). Daher schien es am wahrscheinlichsten, dass die Substitution der Kalzium-
bindenden AS in der EF2 den grofiten Effekt auf die Komplexbildung von S100A12 hat.
Ein Austausch der Kalzium-bindenden AS der EF2 sowie der an der Zink-Bindung
beteiligten polaren AS gegen unpolare sollte demnach dazu flihren, dass Kalzium und
Zink nicht mehr bzw. weniger effizient gebunden werden. Dies wiederum sollte einen

Einfluss auf die Komplexbildung haben.

5.1.1.1. Die Mutationen der Kalzium- und Zink-bindenden AS
haben unterschiedliche Einfliisse auf die tertidre bzw.
guaterndre Proteinstruktur

Obwohl davon ausgegangen wird, dass die Tetramerisierung auch durch Zink-Bindung
induziert wird (Moroz et al., 2009a) haben die Substitutionen der Kalzium-bindenden
AS einen grofieren Einfluss auf die Proteinkonformation und auch die Komplexbildung
als die Mutationen der Zink-bindenden AS. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass drei
Bindungsstellen fiir die Koordination von Zink ausreichen (Cook et al., 1994), weshalb
die Bildung von Tetrameren trotz Substitution einer Zink-bindenden AS weiterhin
moglich sein kann. Auch die verschiedenen, durch die lonen-Bindung induzierten,
strukturellen Veranderungen legen nahe, dass der Verlust von Kalzium-
Bindungsstellen einen grélkeren Einfluss auf die Struktur und Funktion von S100A12
hat. Die Kalzium-Bindung nimmt groRen Einfluss auf die Konformation der EF2 sowie
der hinge-Region und des N-Terminus (Hung et al., 2013; Moroz et al., 2009a). Diese
sind vermutlich an der Interaktion mit Zielproteinen beteiligt (Hung et al., 2013; Moroz
et al., 2009a). Die Zink-Bindung scheint jedoch eher Einfluss auf die EF-Hande und
damit auf die Affinitdt zu Kalzium zu haben (Dell'Angelica et al., 1994; Moroz et al.,
2009a; Moroz et al, 2009b), anstatt generelle Konformationsdnderungen zu
induzieren.

Erste Hinweise auf eine veranderte Struktur nach Substitution der fir die lonenbindung
essentiellen AS hat es bei der Aufreinigung der Proteine gegeben. Die Bedingungen
der HIC-Aufreinigung mussten hier fir jede Mutante angepasst werden. Die HIC ist ein
spezielles Aufreinigungsverfahren fur Kalzium-Bindeproteine. Diese werden unter
spezifischen Kalziumkonzentrationen an eine hydrophobe Matrix gebunden. In den

Proteinen werden durch die Bindung von Kalzium konformationelle Anderungen
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induziert, welche die Ausbildung hydrophober Bereiche erméglichen (Moroz et al.,
2009a; Xie et al., 2007). Hierdurch wird die Bindung an die Matrix verbessert. Durch
den Einfluss der Substitution auf die Struktur und damit die Hydrophobizitat liefert das
unterschiedliche Bindungsverhalten der Mutanten erste Hinweise auf eine veranderte
Konformation.

Um flr die Kalziumbindungs-Mutanten N63A und E72A eine Bindung an die Matrix zu
erreichen musste eine 4-8-fach hdohere Kalziumkonzentration eingesetzt werden als fir
wtS100A12. Die Kalziumbindungs-Doppelmutante N63/E72A kann selbst bei einer 12-
fachen Kalziumkonzentration nicht an die Saule gebunden werden. Die bei dem
wtS100A12 durch Kalzium-Bindung induzierte Strukturanderung der Helix lll und der
hinge-Region, welche die Ausbildung hydrophober Bereiche induziert (Moroz et al.,
2009a), findet aufgrund der Mutationen in den Kalzium-Bindungsstellen eventuell nicht
mehr statt. Fir das Kalzium-Bindeprotein Calbindin Dy, konnte beispielsweise ebenfalls
gezeigt werden, dass der Austausch einer polaren gegen eine unpolare AS sowohl zur
Reduktion der Kalzium-Affinitdt als auch zu einer verringerten Hydrophobizitat des
Proteins fuhrt (Kragelund et al., 1998). Dass am Ende dennoch eine Bindung erreicht
werden konnte liegt vermutlich daran, dass hohe lonenkonzentrationen generell die
Hydrophobizitat von Proteinen verstarken (Queiroz et al., 2001).

Eine veranderte Struktur der Kalziumbindungs-Mutanten bestétigt sich weiter bei dem
Vergleich der Bindungseffizienz verschiedener AK. Sowohl der polyklonale als auch
alle monoklonalen AK zeigen eine deutlich schwachere Bindung der Kalziumbindungs-
Mutanten im Vergleich zum wtS100A12 (Abb.4.19 und Abb. 4.20). Die
Erkennungssequenzen der monoklonalen AK liegen zum Teil in Bereichen, in denen
nach einer Kalzium-Bindung eine Konformationsdnderung induziert wird (vgl. 3.1.9.1)
(Moroz et al., 2009a). Durch das Fehlen einzelner Kalzium-Bindungsstellen scheint
diese Konformationsdnderung nicht mehr induzierbar zu sein. Ahnliches wurde
ebenfalls bei dem S100-Protein S100P gesehen. Hier flhrt das Einfigen von
Mutationen in den EF-Handen zu einer starken Beeinflussung der Proteinstruktur
(Austermann et al., 2009). Auch die Erhdhung der lonenkonzentration kann die beim
wtS100A12 vonstattengehenden Konformationsanderungen anscheinend nicht mehr
induzieren. Die Bindung der AK ist bei hdheren lonenkonzentrationen ebenfalls
deutlich schlechter als bei wtS100A12 (Abb. 4.20). Einzige Ausnahme bildet hier die
Bindung des AK K an die Kalziumbindungs-Mutante E72A. Dieser AK bindet allerdings
ebenfalls eine Peptidregion der EF1, deren Konformationsdnderung eigentlich
unabhéngig von Kalzium ist. Dass die Kalziumbindungs-Mutante N63A dennoch
schlechter gebunden wird kénnte daran liegen, dass diese Mutation einen Einfluss auf

die Peptidregion der EF1 hat, da sie naher bei dieser liegt als die Mutation an
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Position 72. Solche sogenannten long-distance Effekte wurden bereits mehrfach
beschrieben (Fulle et al., 2015; Goldschen-Ohm et al., 2010; Tanio et al., 1999). Die in
allen Fallen auftretende schwache Bindung der AK ist wahrscheinlich ebenfalls auf die
Bindung anderer Peptidregionen, die nicht durch die Kalzium-Bindung beeinflusst
werden, zurtickzufihren.

Die anscheinend divergente Proteinkonformation der Kalziumbindungs-Mutanten wird
durch die Analyse der sich bildenden Komplexe erneut bestatigt. Die Komplexbildung
der Kalziumbindungs-Mutanten ist durch die Substitution der AS deutlich beeinflusst
(Abb. 4.22). Eine Ausbildung von Hexameren ist unter keiner Bedingung zu
detektieren und auch die Tetramerisierung ist deutlich beeintrachtigt. Bei
lonenkonzentration, die bei dem wtS100A12 zu einer deutlichen Hexamerisierung
fuhren (1,8 mM Ca + 100 nM, 1 uM, 6,5 uM bzw. 30 yM Zn), ist hier maximal eine
leichte Verschiebung in Richtung Hexamer zu sehen. Die Bindung von Kalzium fihrt
bei S100-Proteinen zu Konformationsanderungen, die die Oligomerisierung induzieren
(Bhattacharya et al., 2003; Chazin, 1995; Inman et al., 2002; Moroz et al., 2009a; Rety
et al., 2000; Rety et al., 1999; Rustandi et al., 2000; Smith et al., 1998). Diese sind
durch die eingefligten Mutationen wahrscheinlich nicht mehr mdglich, was eine
Erklarung fur das Fehlen von Hexameren sein kdonnte. Fur die auch zur S100-Familie
gehdrenden Proteine S100A8 und S100A9 wurde dieses Verhalten ebenfalls gezeigt.
Die Substitutionen N69A und E78A, die im Sequenzvergleich den hier eingefihrten
Mutationen N63A und E72A entsprechen, inhibieren die Ausbildung des

Heterotetramers, eine Heterodimerisierung bleibt jedoch mdglich (Leukert et al., 2006).

Bei den Zinkbindungs-Mutanten sind die Unterschiede zum wtS100A12 generell
weniger stark ausgepragt. Um eine effiziente Bindung bei der HIC zu induzieren
werden die gleichen oder sogar geringere Kalziumkonzentrationen wie bei dem
wtS100A12 bendtigt. Obwohl die Bindung von Zink eine Oligomerisierung in
Abwesenheit von Kalzium induzieren kann (Moroz et al., 2009b), scheint hier kein
Einfluss auf die Bildung der hydrophoben Interaktionsflachen vorhanden zu sein. Dies
ist vermutlich darauf zurlckzufihren, dass die Zink-Bindung primar zu einer
Strukturanderung der Helix | und IV fuhrt, welche nicht direkt an der Ausbildung der
hydrophoben Interaktionsflachen beteiligt sind (Moroz et al., 2009a). Des Weiteren
deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass die Helices der EF2 unterschiedliche Einflisse
auf die Ausbildung der hydrophoben Bereiche haben. Die durch Kalzium induzierte
Konformationsdnderung der Helix lll fihrt zur Ausbildung einer hydrophoben
Oberflache. Die Zink-vermittelte Rekonstruktion der Helix IV hat hierauf jedoch keinen
Einfluss (Moroz et al., 2009a; Xie et al., 2007). Dass die Helix lll scheinbar mehr
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Einfluss auf die Ausbildung hydrophober Bereiche hat als die Helix IV wird ebenfalls in
der Literatur impliziert (Moroz et al., 2009a; Xie et al., 2007).

Der generell geringere Einfluss der Zink-Mutationen auf die Proteinkonformation zeigt
sich zusatzlich bei den Bindungsanalysen mit den verschiedenen AK (Abb. 4.19
und Abb. 4.20). Zwar ist die Bindung des polyklonalen AKs und der monoklonalen
AKH und K unter intrazelluldaren Bedingungen deutlich schlechter als bei dem
wtS100A12, jedoch kann sie durch Erhéhung der Kalzium- und Zinkkonzentration
verbessert werden. Die Bindung der Mutanten D25A und H89A durch den AK H war
hier sogar starker als die Bindung des wtS100A12. Das Fehlen einer der Zink-
bindenden AS scheint demnach durch héhere lonenkonzentrationen kompensierbar zu
sein. Der AS-Austausch fihrt vermutlich zu einer Reduktion der Zink-Affinitat, die
Bindung wird aber nicht komplett inhibiert. Ahnliches konnte nicht nur fiir das Kalzium-
Bindeprotein Calbindin D,gx beobachtet werden (Bauer et al., 2008), sondern ebenfalls
fur das virale Protein C2 des Tomato yellow leaf curl virus China (Van Wezel et al.,
2003). Obwohl die Affinitat fur Zink in beiden Fallen nach der Mutation von Zink-
bindenden AS verringert ist, blieben die Proteine weiterhin aktiv. Fur das Zink-Finger
Protein ADR1 aus Hefen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Proteinaktivitat
nach Substitution einer Zink-bindenden AS erhalten bleibt und drei AS fur die
Koordination von Zink ausreichen (Cook et al, 1994). Interessanterweise ist die
Bindung der AK an die Mutante H15A unter extrazellularen Bedingungen schlechter als
die Bindung der anderen Zinkbindungs-Mutanten. Die AS-Substitution an Position 15
scheint durch Erhéhung der lonenkonzentration nicht so gut kompensierbar zu sein wie
die restlichen Mutationen. Eventuell spielen auch hier die bereits erwahnten long-
distance Effekte eine Rolle. Dass dieses Ergebnis durch ein unterschiedliches
Bindungsverhalten der AK hervorgerufen wird ist eher unwahrscheinlich. Alle AK
binden ebenfalls in einer Region, in der die Mutationen H85A und H89A liegen. Diese
Mutanten werden allerdings gut gebunden.

Auch die Analyse der Komplexbildung macht deutlich, dass die Mutationen der Zink-
Bindungsstellen weniger Einfluss auf die Proteinkonformation zu haben scheinen. Alle
Mutanten sind unter extrazelluldren Bedingungen weiterhin in der Lage Hexamere zu
bilden (Abb. 4.23 und Abb. 4.24). Lediglich der Anteil der einzelnen Komplexformen
variiert. Ahnliches zeigt sich auch bei dem S100-Protein S100A1 und dem Kalzium-
Bindeprotein Calbindin Dg. Die Substitution von lonen-Bindungsstellen, die flr
Konformationsanderungen bendtigt werden, fuhrt zu einer veranderten Affinitat der
lonenbindung, beeintrachtigt die strukturellen Veranderungen jedoch nur gering
(Carlstrom et al., 1993; Goch et al., 2005). Im Gegensatz zu allen anderen Mutanten
und dem wtS100A12 weist die Mutante D25A ebenfalls bei geringen
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Kalziumkonzentrationen (0,2 yM) Hexamere auf. Die Substitution hat anscheinend
einen erheblichen Einfluss auf die Proteinstruktur, sodass weitestgehend unabhangig
von der Kalzium- und Zinkkonzentration eine Oligomerisierung stattfinden kann.
Normal wird durch die Bindung von Kalzium und Zink ein , Tetramerisierungs Interface*
ausgebildet. Durch die somit erfolgende Tetramerisierung stehen weitere Kalzium-
Bindungsstellen zur Verfigung und die Hexamerisierung wird induziert (Moroz et al.,
2009a). Eventuell fiihrt diese Mutation zu einer Stabilisierung des Proteins, sodass das
Tetramerisierungs Interface auch ohne Kalzium und Zink vorhanden ist. Somit ware die
Ausbildung von Hexameren eventuell auch bei geringeren Kalziumkonzentrationen
moglich. Die durch Mutationen hervorgerufene erhohte Stabilitat von Proteinen in
bestimmten Konformationen ist bereits mehrfach beschrieben (Borgo et al., 2012;
Frenz, 2005; Lamazares et al., 2015).

Sowohl das wtS100A12 als auch die Zinkbindungs-Mutanten weisen starke
Differenzen bezlglich der Komplexbildung unter intra- und extrazellularen
Bedingungen auf. Die intrazelluldaren Funktionen des Proteins sind weitestgehend
unbekannt. Anhand der Ergebnisse lasst sich jedoch vermuten, dass sie durch das
Dimer vermittelt werden. Dies kdnnte, wie bereits vermutet (Donato et al., 2013; Moroz
et al., 2009b), fur eine Rolle des Proteins bei der Kalziumhomdostase sprechen. Die
Ausbildung  weiterer, interdimerer = Kalzium-Bindungsstellen = wahrend  der
Oligomerisierung deutet auf eine Funktion als Kalzium-Sensor hin. Im Gegensatz dazu
ist die extrazellulare Funktion des Proteins als DAMP bereits beschrieben (Donato et
al., 2013; Yan et al., 2008; Yang et al., 2001). Da die Funktion als DAMP von der
Interaktion mit PRRs abhangt, ist ein Einfluss der Komplexbildung unter extrazellularen
Bedingungen auf die Funktionalitdt von S100A12 anzunehmen. Ist verstanden, wie die
einzelnen Komplexformen auf die PRRs wirken, so kann durch Manipulation der
Mengenanteile einzelner Komplexe eventuell Einfluss auf die Signaltransduktion
genommen werden. Denkbar ware hier beispielsweise der Einsatz synthetischer

Proteine, die mit der aktiven Form um Bindungsstellen konkurrieren.
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5.2. Charakterisierung der extrazellularen S100A12-
Rezeptor-Interaktion

5.2.1. Die Rezeptorbindung ist unter extrazellularen
Bedingungen am effizientesten

Unter extrazellularen Bedingungen konnte die beste S100A12-Rezeptor-Interaktion
erzielt werden. Der fir die S100A12-Komplexbildung relevanteste Unterschied
zwischen intra- und extrazellularen Bedingungen besteht in der Konzentration der
Kalzium- und Zink-lonen. Die Menge an Kalzium ist extrazellular um das 10*fache
hoher als intrazellular und die Zinkkonzentration ist 10°-mal so hoch.

Fir S100A12 wurde bereits angenommen, dass eine RAGE-Aktivierung nur mit der
hexameren Form mdglich ist (Moroz et al., 2002; Xie et al., 2007). In dieser Arbeit
konnte zusatzlich gezeigt werden, dass das Hexamer ausschlielllich unter
extrazelluldaren Bedingungen vorliegt (Abb. 4.21 und Tab. 7.2). Daher wird davon
ausgegangen, dass diese Bedingung am ehesten fir eine effiziente Bindung an die
Rezeptoren in Frage kommt. Diese Hypothese konnte durch Rezeptor-
Bindungsanalysen mittels ELISA und unterschiedlichen lonenbedingungen bestatigt
werden.

Sowohl die Bindung an TLR-4 als auch sRAGE ist unter extrazellularen Bedingungen
(1,8 MM Ca + 30 uM Zn) am starksten (Abb. 4.25). Des Weiteren kdnnen ebenfalls
Signale unter Bedingungen, unter denen in der PAGE keine Hexamer-Banden zu
sehen sind (0,2 uM Ca + 1 nM Zn bzw. 70 yM Zn), detektiert werden. Eine Bindung
von Tetrameren scheint hier jedoch effizienter zu sein als die von Dimeren. Jedoch
sind die Signale in beiden Fallen signifikant schwacher als unter extrazellularen
Bedingungen. Eine ansteigende Bindungseffizienz mit dem Grad der Oligomerisierung
war zu erwarten. Fir die Bindung von S100A12 an RAGE ist bereits bekannt, dass sie
Uber hydrophobe Oberflachen erfolgt (Xie et al., 2007). Diese werden bei den S100-
Proteinen durch die Oligomerisierung ausgebildet (Bhattacharya et al., 2003; Chazin,
1995; Inman et al., 2002; Moroz et al., 2009a; Rety et al., 2000; Rety et al., 1999;
Rustandi et al., 2000; Smith et al., 1998). Zusatzlich konnten Moroz et al. eine
ansteigende S100A12-RAGE-Interaktion durch Erhdhung der lonenkonzentration
beschreiben (Moroz et al., 2009b). Des Weiteren wird bei S100A12 durch die Bindung
von Kalzium und die damit verbundene Oligomerisierung zusatzlich die hinge-Region
exponiert (Moroz et al., 2009a), welche ebenfalls als moégliche Bindungsstelle fir
Zielproteine gilt (Kligman et al., 1988). Ein Unterschied, hervorgerufen durch ein

differentielles Bindungsverhaltens des AKs bezlglich Dimeren, Tetrameren und
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Hexameren liegt wahrscheinlich nicht vor. Die AK-Bindung an die Hexamere ist etwa
um das 2-fache starker als die Bindung an Dimere (Abb. 7.1). Der Unterschied in der
Signalintensitat zwischen Dimeren und Hexameren betragt bei den Analysen zur
Rezeptorinteraktion jedoch ungefahr das 7-fache (TLR-4) bzw. 5-fache (RAGE)
(Abb. 4.25).

5.2.2. Alle S100A12-Mutanten kénnen die Rezeptoren TLR-4
und RAGE binden

Alle Mutanten sind in der Lage sowohl TLR-4 als auch RAGE zu binden, die Bindung
von wtS100A12 ist jedoch am besten. Vermutlich kénnen alle Mutanten binden, da sie
weiterhin zumindest als Dimere vorliegen (vgl. Tab. 7.2) und auch das wt-Dimer die
Rezeptoren bindet (Abb. 4.25). Bei den Kalziumbindungs-Mutanten kann die
schlechtere Bindung darauf zurickgefiihrt werden, dass diese auch unter
extrazellularen Bedingungen maximal Dimere und nur auferst wenig Tetramere
ausbilden. Die wt-Dimere binden ebenfalls schlechter als das wt-Tetramer und
-Hexamer. Die Bindung der Hexamere ist am besten, da Hexamere mehr hydrophobe
Bereiche exponieren, welche wiederum eine Rezeptor-Interaktion stabilisieren (Moroz
et al., 2009a; Xie et al., 2007). Zusatzlich ist die Kalzium-Bindung fur die Ausbildung
hydrophober Bereiche essentiell und Moroz et al. konnten zeigen, dass die S100A12-
RAGE-Bindung mit steigender Kalziumkonzentration verbessert wird (Moroz et al.,
2009b). Ferner fuhrt die Bindung von Kalzium zu einer erhéhten Flexibilitdt des N-
Terminus, welcher vermutlich ebenfalls an der Bindung von Zielmolekulen beteiligt ist
(Hung et al., 2013). Aufgrund der Mutationen findet diese jedoch mdglicherweise nicht
mehr oder weniger effizient statt. Ein Effekt der AK-Affinitdt ist hingegen
unwahrscheinlich. Zum einen bindet der polyklonale AK die Mutanten H15A in den
Vorversuchen geringer (Abb. 4.20 a), das Signal war hier jedoch deutlich zu
detektieren. Zum anderen zeigt eine Mittelung Uber alle eingesetzten AK das gleiche
Bild wie der polyklonale AK (Abb. 4.26 b).

Fur die Zinkbindungs-Mutanten ist eine schlechtere Bindung im Vergleich zum
wtS100A12 darauf zurtickzufiihren, dass hier ebenfalls deutlich weniger Hexamere und
Tetramere vorliegen als bei dem wtS100A12 (Tab. 7.2), die Bindungseffizienz jedoch
sehr wahrscheinlich mit dem Grad der Oligomerisierung steigt (Moroz et al., 2009b).
Bei den Zinkbindungs-Mutanten lasst sich zusatzlich postulieren, dass nicht nur die
Komplexform einen Einfluss auf die Bindung an TLR-4 hat. Interessanterweise ist die
Bindung der Zinkbindungs-Mutanten H85A und H89A schwéacher als die der Mutanten
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H15A und D25A. Unter extrazellularen Bedingungen liegen fir H85A und H89A
allerdings gleich viele bzw. mehr Hexamer und Tetramere vor, als fir H15A und D25A
(Abb. 4.23 und Abb. 4.24). Dass dieses Ergebnis allein durch unterschiedliche AK-
Affinitdten hervorgerufen wird ist auch hier weitestgehend unwahrscheinlich. Der
polyklonale AK erkennt die Mutanten H85A und H89A in den Vorversuchen besser als
H15A. Die Signalintensitaten sind hier jedoch entgegengesetzt. Eventuell haben die
Mutationen an Position 15 und 25 einen weniger negativen Effekte auf die
hydrophoben Bereiche, da sie sich in der EF1 befinden. Diese ist von der hinge-
Region, welche hydrophobe Wechselwirkungen ausbilden kann, raumlich getrennt. Die
Mutationen H85A und H89A liegen hingegen in der hinge-Region, die vermutlich direkt
an der Rezeptor-Bindung beteiligt ist (Kligman et al., 1988). Dadurch ist der Einfluss

dieser Mutation eventuell gréRer.

Im Falle des polyklonalen AKs zeigt sich fir die Bindung an sRAGE ein ahnliches Bild
wie fur die TLR-4 Bindung. Bei der Mittelung Uber alle AK ist die Bindung des
wtS100A12 jedoch deutlich schwacher als bei der Analyse mit dem polyklonalen AK
(Abb. 4.27). Allerdings ist auch hier der gleiche Trend zu erkennen. Generell zeigen
die Zinkbindungs-Mutanten eine deutlich bessere Bindung als die Kalziumbindungs-
Mutanten, was auch hier vermutlich auf die unterschiedlichen Anteile der

Komplexformen und deren unterschiedliche Bindungseffizienz zurlckzufihren ist.

5.2.3. Hexameres S100A12 ist fiir die Signalweiterleitung liber
TLR-4 essentiell

AusschlieBlich hexameres S100A12 fuhrt zur Aktivierung des TLR-4 Signalwegs.
Obwonhl alle Mutanten sowie alle Komplexformen des wtS100A12 befahigt sind, mit
den Rezeptoren TLR-4 und RAGE zu interagieren, besteht dennoch die Mdglichkeit,
dass eine Rezeptor-Aktivierung nur durch das Hexamer induziert wird. Xie et al.
konnten bereits zeigen, dass das Hexamer fiir die Bindung an RAGE bendtigt wird und
Moroz et al. postulieren eine Hexamer-abhangige Aktivierung des Rezeptors (Moroz et
al., 2002; Xie et al., 2007). Auch die Ausbildung hydrophober Bereiche durch die
Protein-Oligomerisierung (Moroz et al., 2009a) sowie die Restrukturierung der hinge-
Region (Moroz et al., 2009a) und das anscheinend fast ausschlieRliche Vorkommen
von Tetrameren und Hexameren unter extrazellularen Bedingungen (Abb. 4.21),

deuten auf eine Rezeptor-Aktivierung durch hohere Komplexe hin.
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Zur genaueren Analyse der Funktionalitdt der S100A12-Mutanten sind zunachst
Stimulationsassays mit der Zelllinie HEK293/TCM durchgefuhrt worden. Anhand der
PAGE konnte bereits gezeigt werden, dass die Zinkbindungs-Mutanten (H15A, D25A,
H85A, HB89A) unter extrazellularen Bedingungen, wie sie auch in dem
Stimulationsmedium vorliegen, weiterhin in der Lage sind, Hexamere auszubilden
(Abb. 4.23 und Abb. 4.24). Die Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A) hingegen
liegen noch maximal als Tetramere vor (Abb. 4.22). Bei diesen beiden Mutanten
unterscheidet sich die Expression an IL-8 nicht im Vergleich zur Negativkontrolle und
ist zusatzlich signifikant geringer als fir das wtS100A12 (Abb. 4.28 a, b). Durch
Stimulation mit den Zinkbindungs-Mutanten und dem wtS100A12 ist hingegen eine
erhohte IL-8 Expression zu detektieren. Daher kann die Aktivierung des Rezeptors
weder auf Dimere noch auf Tetramere zuriickgeflihrt werden.

Dass die erhdhten Signale auf das Vorhandensein von LPS zurlickzufiihren ist konnte
weitestgehend ausgeschlossen werden. Nach dem Erhitzen der Proben auf 95 °C ist
kein Unterschied der IL-8 Expression im Vergleich mit der Negativkontrolle zu sehen
(Abb. 4.28 c; graue Saulen). Diese Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass, wie bei
RAGE (Moroz et al., 2003b; Srikrishna et al., 2010; Xie et al., 2007), hexameres
S100A12 zur Induktion der Signaltransduktion nétig ist (Moroz et al., 2002; Xie et al.,
2007).

Interessanterweise ist die Stimulation mit der Mutante D25A deutlich starker als mit
dem wtS100A12. Obwohl ein Einfluss von LPS nicht generell ausgeschlossen werden
kann, erklart die LPS-Kontamination allein das erhéhte Signal nicht. Vor allem auch, da
die Mutante H89A eine hdohere LPS Konzentration enthalt (Tab. 4.1), das Signal hier
aber schwacher ist. Es ware denkbar, dass die AS-Substitution einen Effekt auf die
Bindungsaffinitat hat. Fir die Liganden-Bindung der Protein-Tyrosin Phosphatase 1B
wurde ebenfalls eine hohere Bindungsaffinitdt nach einer C—»S Substitution gesehen
(Zhang et al., 2000). Fur die Mutante D25A kann in den Bindungsanalysen zwar keine
effizientere Bindung als fur wtS100A12 gesehen werden, jedoch kann sich das
Bindungsverhalten zwischen dem ELISA und den Stimulationsanalysen, da es sehr
verschiedene Systeme sind, unterscheiden. Des Weiteren kénnte bei dieser Mutante
eine strukturelle Veranderung induziert worden sein, wodurch eine effizientere
Quervernetzung der Rezeptoren stattfindet. Die Mutation einer Kalzium-Bindestelle des
Kalzium-Bindeproteins Calmodulin fihrt ebenfalls zu einer geringeren Kalzium-Affinitat,
hatte jedoch auch weitreichendere Effekte (Fefeu et al., 2000). Ein so genannter ,long-
distance* Effekt, der durch einzelne Mutationen induziert werden kann (Fulle et al.,
2015; Goldschen-Ohm et al., 2010; Tanio et al., 1999), kdnnte ebenfalls durch die

Mutation D25A auftreten. Ferner konnten fir diese Mutante bereits bei der
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Komplexbildung unter intrazellularen Bedingungen Hexamere detektiert werden, die
bei keinem der anderen hier analysierten Proteine vorliegen. Dies lasst auf eine hohe
Stabilitdt des Hexamers schliellen, was es vermutlich weniger anfallig fir aullere
Einflisse macht. Aufgrund der hohen Stabilitdt der Hexamere lasst sich weiterhin auf
eine permanente Aktivierung des Proteins schlielen. Beides kdnnte eine konstantere
Rezeptorbindung und -aktivierung hervorrufen, wie es bereits fir andere Proteine
gezeigt wurde (Bos, 1989; Parnot et al., 2002; Rolz et al., 1999). Eventuell kénnte
D25A jedoch auch ein starkerer Agonist sein. Rallabhandi et al. und Resman et al.
beschrieben bereits ahnliche Beobachtungen fiir die Aktivierung von TLR-4 ber LPS.
Hier wurden zwei unterschiedliche LPS-Arten verglichen. LPS, welches als schwacher
Agonist gilt, zeigt eine deutlich schwachere Induktion der Zytokinproduktion als LPS,
das als starker Agonist fungiert. Ebenfalls kann der schwachere Agonist - im
Gegensatz zum Starkeren - keine Signaltransduktion Uber einen TLR-4 Rezeptor
induzieren, bei dem durch Mutation die Hydrophobizitdt der Bindungsstelle verringert
wurde. Der starke Agonis hingegen fuhrt zu einer Aktivierung des Rezeptors
(Rallabhandi et al., 2008; Resman et al., 2014).

Dass die Expression von IL-8 durch die Stimulation mit den meisten Zinkbindungs-
Mutanten schwacher reguliert wird als durch wtS100A12 korrelierte mit der Menge an

Hexameren, die in den Densitogrammen detektiert werden konnten.

Die Ergebnisse der TCM-Stimulation konnten zusatzlich mit einem weniger artifiziellen
System bestatigt werden. Hierzu ist die monozytare Zelllinie THP1 genutzt worden. Die
Regulation der Transkription verlauft in ahnlicher Weise wie bei den TCMs. Die
Stimulation mit LPS und wtS100A12 sowie mit den Zinkbindungs-Mutanten (H15A,
D25A, HB85A, H89A) fuhrt bei allen Zytokinen zu einer signifikant erhéhten
Transkription (Abb. 4.29). Die Mutante D25A zeigt, wie bei der Stimulation der TCMs
zuvor auch, das starkste Signal. Im Gegensatz zu den Stimulationen der TCMs
relativiert sich diese Beobachtung hier jedoch, wenn der Einfluss der LPS-
Kontamination in Betracht gezogen wird. Somit ist die Stimulation durch D25A in etwa
genauso stark wie bei den restlichen Zinkbindungs-Mutanten. Dass die TNFao-
Transkription durch H15A starker reguliert wird ist eher darauf zurtickzufuhren, dass
die verwendeten TNFa Primer eventuell unspezifisch sind. Dadurch entstanden
vermutlich unerwiinschte Nebenprodukte. Der Trend ist hier jedoch der gleiche wie bei
den anderen Zytokinen.

Die THP1-Zellen reagieren generell sensitiver auf die Restmengen LPS. Der Einfluss
von LPS kann nur bei dem wtS100A12 komplett ausgeschlossen werden, da sich

dieses Signal nach Erhitzen auf 95°C auf das Niveau der negativ-Kontrolle reduzieren
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lasst. Bei den Zinkbindungs-Mutanten kann das Signal ebenfalls signifikant reduziert
werden, was auf einen geringen Einfluss des LPS schliel3en lasst. Die Stimulationen,
die durch die Kalziumbindungs-Mutanten hervorgerufen werden, kdnnen hingegen
komplett auf LPS zurtickgefuhrt werden, da sich die Signalintensitat nach Erhitzen der
Proben auf 95 °C nicht andert.

Alles in allem steht das hier erhaltene Ergebnis im Einklang mit den Resultaten der
TCM-Stimulation und zeigt erstmals, dass die Aktivierung von TLR-4 nur durch das
Hexamer induziert werden kann. Die Interaktion von hexamerem S100A12 mit RAGE

war hingegen bereits bekannt (Moroz et al., 2009a; Xie et al., 2007).

5.2.4. Stimulation der THP1-Makrophagen nach TLR-4
Blockade

Durch Inkubation der THP1-Makrophagen vor der Stimulation mit einem a-TLR-4 AK
sollte eine Aktivierung der Zytokinproduktion tiber RAGE anstatt Gber TLR-4 analysiert
werden. Nach der Blockade kann ausschliellich eine signifikante Stimulation mit der
Mutante D25A erreicht werden. Bei der gemessenen Menge der TNFa-mRNA wird
zwar ebenfalls fur die anderen Zinkbindungs-Mutanten und wtS100A12 ein signifikant
erhdhtes Signal erhalten, dieses Ergebnis ist jedoch erneut mit Vorsicht zu betrachten.
Allerdings zeigt sich auch hier wieder der gleiche Trend, wie bei den anderen
Zytokinen.

Eine inkomplette Blockade des TLR-4 ist sehr wahrscheinlich nicht vollig
auszuschlieBen, da auch nach der Stimulation mit LPS eine leicht erhohte
Zytokinproduktion zu detektieren ist. Beim Vergleich der Stimulationen mit und ohne
AK zeigt sich jedoch, dass die Signale sowohl fir LPS als auch fir alle Zinkbindungs-
Mutanten, auRer D25A, und wtS100A12 nach der TLR-4-Blockade signifikant geringer
sind (Abb. 4.30). Dies sogar obwohl bei der Stimulation nach der TLR-4 Blockade die
4-fache Menge an Protein eingesetzt worden ist. Die Blockade von TLR-4 scheint im
Fall der D25A-Mutante nicht effizient genug gewesen zu sein. Zu beachten ist hier,
dass auch diese Mutante durch Restmengen an LPS kontaminiert war. Aufgrund der
héheren Proteinmenge, die eingesetzt worden ist, war auch mehr LPS wahrend der
Stimulationen vorhanden. Dennoch weist die Mutante D25A ein starkeres Signal auf
als die Mutante H89A, welche eine grolRere Menge an LPS enthielt. Auch bei der TCM-
Stimulation ist das Signal fur D25A hdher als fur die restlichen Mutanten und kann nicht
allein auf die LPS-Kontamination zurlckgefuhrt werden. Eventuell kénnte hier die

bereits vermutete hohe Stabilitdt und eventuell permanente Aktivitat dazu fihren, dass
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die Restaktivitat des TLR-4 groRRere Einflisse hat, als es bei den anderen Mutanten der
Fall ist. Eventuell fiihrt dies zu dem starkeren Signal im Falle der D25A Mutante. Dass
auch bei der Mutante D25A eine Reduktion der IL-6 mMRNA nach Blockade des TLR-4
auftritt, kdnnte an der Kinetik der Zytokinproduktion liegen. TNFa gehort beispielsweise
zu den primary response genes, welche nach Einleitung einer Signaltransduktion
schnell transkribiert werden (Fowler et al.,, 2011). IL-6 hingegen ist ein secondary
response gene, weshalb es erst spater verfligbar ist (Buxade et al., 2012). Die mRNA
Mengen von TNFa, IL-8 und IL-1B erreichen ihr Maximum nach ca. 4-6 h, IL-6
hingegen erst nach 24 h (Harrison et al., 2005; Harrison et al., 2004; Mukherjee et al.,
2009; Wolk et al., 2004). Daher konnte die Produktion der IL-6 mRNA anfalliger fur
eine TLR-4 Blockade sein.

Die gering erhohten Signale kénnen sehr wahrscheinlich sowohl auf die generell
grolkere Menge Protein und damit auch hdhere LPS-Konzentration als auch die
Restaktivitat des TLR-4 zurlickgefihrt werden. Bereits in den Versuchen ohne TLR-4
AK konnte ein starkerer Einfluss des LPS auf die Stimulation von THPs, im Gegensatz
zu TCMs, gesehen werden. Daher wird die S100A12-induzierte Signaltransduktion auf
humanen monozytaren Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit durch TLR-4 vermittelt und
eine mogliche Signaltransduktion tGber RAGE ist eher unwahrscheinlich. In der Literatur
(Xie et al., 2007) und auch in dieser Arbeit konnte zwar die Bindung von S100A12 an
RAGE gezeigt werden, jedoch herrscht bei der S100A12-Beteiligung an der
Signaltransduktion Uber diesen Rezeptor generell Uneinigkeit. Studien mit humanem
S100A12 zeigen, dass die Blockierung von RAGE keine Auswirkungen auf die
Aktivierung von Monozyten und die Expression von TNFa und IL-8 haben (Foell et al.,
2013). Jedoch konnte fur S100A12 ebenfalls eine RAGE-abhangige Produktion von
TNFa, IL-1B und IL-22 gezeigt werden (Chellan et al., 2014; Hofmann et al., 1999).

5.3. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass wtS100A12 unter intrazellularen
Bedingungen keine Hexamere ausbildet und unter extrazellularen Bedingungen
vorwiegend als Tetramer und Hexamer vorliegt. Dies stutzt die Theorie, dass die
Protein-Aktivitat Uber den Grad der Oligomerisierung reguliert wird und dass die
einzelnen Komplexformen unterschiedliche Funktionen innehaben koénnen. Da
extrazellular sowohl Tetramere als auch Hexamere vorhanden sind, aber

ausschliellich die Hexamere in der Lage sind die TLR-4-vermittelte Signaltransduktion
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zu induzieren, kdnnte durch vorhandene Tetramere eine Regulation der Signalstarke
erfolgen. Tetramere sind ebenfalls in der Lage an TLR-4 zu binden, weshalb das
Verhaltnis von Tetrameren zu Hexameren die Aktivierung des Rezeptors beeinflussen
kdénnte. Die Bindung von Tetrameren wirde zu einer Blockade der Rezeptoren fuhren,
wodurch weniger aktiviert werden kdnnen und das Signal somit schwacher ware.

Durch die Mutationen von einzelnen Kalzium- und Zink-bindenden AS ist das
Oligomerisierungsverhalten des Proteins beeinflusst worden. Hierbei ist der Einfluss
von Mutationen in Kalzium-Bindungsstellen auf die Komplexbildung deutlich gréfier als
die Substitution der Zink-bindenden AS. Der Austausch einer einzelnen Aminosaure
reicht aus, die Bildung héherer Komplexe partiell zu inhibieren, fihrt allerdings nicht
dazu, dass die Ausbildung dieser grundsatzlich verhindert wird. Hier ware es
interessant, eine Kombination verschiedener AS zu substituieren. Fir die Kalzium-
Bindungsstellen konnte in dieser Arbeit eine Kalzium-Doppelmutante erzeugt werden.
Jedoch konnte das Protein mit den verwendeten Methoden nicht aufgereinigt werden.
Eine Alternative zu der Aufreinigung mittels HIC stellt die AK-Saule dar, die auch fur
die Proteinaufreinigung aus HEK293-Zellen genutzt worden ist. Dies kdnnte als
alternatives, wenn auch aufwendigeres und teureres, Verfahren eingesetzt werden.
Durch alle hier durchgefuhrten Analysen kann die Theorie gestitzt werden, dass
hexameres S100A12 fir die Aktivierung von Rezeptoren bendtigt wird. Erste Hinweise
darauf liefern die Komplexanalysen. Unter extrazellularen Bedingungen liegen
Uberwiegend Tetramere und Hexamere vor. Anhand des Bindungsverhaltens des
wtS100A12 an TLR-4 und RAGE konnte weiter gezeigt werden, dass die
Rezeptorbindung fiir das Hexamer am starksten ist und sukzessive in Richtung Dimer
abnimmt. Dieses Bild bestatigt sich zusatzlich bei Betrachtung der Mutanten. Fur die
Kalziumbindungs-Mutanten (N63A, E72A), die nicht mehr in der Lage sind Hexamere
zu bilden, sind die Signalintensitaten bei der Analyse der Rezeptorbindung deutlich
schwacher. Allerdings ist das unterschiedliche Bindungsverhalten der AK an die
S100A12-Proteine ein nicht zu vernachlassigendes Problem. Durch einen veranderten
Versuchsaufbau, in dem nicht die Rezeptoren sondern die Proteine immobilisiert
werden, konnte dieses Problem umgangen werden. Dies ist ebenfalls versucht worden
und die ersten Ergebnisse zeigen eine Tendenz dahingehend, dass S100A12 sowohl
TLR-4 als auch RAGE bindet. Allerdings waren die Signale sehr schwach, weshalb mit
dem hier beschriebenen Versuchsaufbau weiter gearbeitet worden ist.

In den Stimulationsanalysen mit HEK293/TCM-Zellen und THP1-Makrophagen ist
deutlich geworden, dass ausschliel3lich hexameres Protein zu einer Aktivierung von
TLR-4 fihrt.
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Bei den hier durchgefuhrten Analysen scheint S100A12 keine RAGE-vermittelte
Signaltransduktion zu induzieren. Jedoch ist die Interpretation der Daten aufgrund der
unvollstandigen Blockade des TLR-4 schwierig. Daher ware es sinnvoll die Ergebnisse
mit Zellen, die ausschliel3lich RAGE exprimieren, zu bestatigen. Hier wirden sich
HEK293/RAGE-Zellen anbieten. Im Gegensatz zu HEK293/TCM-Zellen sind diese
stabil mit RAGE transfiziert. Jedoch konnte in dieser Arbeit auch flir die positiv
Kontrollen HMGB1 und AGEs kein Signal nach Stimulation der HEK293/RAGE-Zellen
detektiert werden. Im Weiteren Verlauf ware es sinnvoll noch humane Makrophagen

zum Vergleich zu nutzen, um die Ergebnisse in einem nativen System zu bestatigen.

Zusammenfassend konnte durch diese Arbeit gezeigt werden, dass sowohl unter
intrazelluldaren als auch extrazellularen Bedingungen immer eine Mischung
verschiedener Komplexformen vorliegt (intrazellular: Monomere, Dimere, Tetramere;
extrazellular: Tetramere, Hexamere) und die Kalzium-Bindung einen grof3eren Einfluss
auf die Komplexbildung von S100A12 hat als die Bindung von Zink. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass alle Komplexformen an die Rezeptoren TLR-4 und RAGE
binden, die Aktivierung humaner monozytarer Zellen jedoch ausschlief3lich durch
hexameres S100A12 und Uber den PRR TLR-4 induziert wird.

Damit ist eine wesentliche Grundlage dafiir gelegt, in der Zukunft die genaue
Funktionalitdt dieses komplexen Entzindungsmediators besser zu verstehen und

eventuell zu beeinflussen.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis
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7.4. Weitere Tabellen und Abbildungen

Tab. 7.1: Buchstabencode der fiir diese Arbeit wichtigen Aminosauren.

Aminosaure

Dreibuchstabencode Einbuchstabencode

Alanin

Asparagin
Asparaginsaure

Glutamin

Glutaminsaure

Histidin
Lysin
Serin

Threonin

Ala
Asn
Asp
GIn
Glu
His
Lys
Ser
Thr

A

- o X I mOOZ

Tab. 7.2: Ubersicht iiber die Konzentration, den LPS-Gehalt und die Komplexformen der
S100A12-Proteine.

S100A12

Konzentra-
tion

LPS

intrazellulare
Komplexe

extrazellulare
Komplexe

wtS100A12

1000 pg/mL

0 EU/mL

25 % Monomer
68 % Dimer
7 % Tetramer
0 % Hexamer

<1 % Monomer
1 % Dimer

52 % Tetramer

46 % Hexamer

Kalziumbindungs-
Mutanten

NG3A

E72A

1000 pg/mL

600 pg/mL

13 EU/mL

29 EU/mL

37 % Monomer
63 % Dimer
0 % Tetramer
0 % Hexamer

31 % Monomer
69 % Dimer
0 % Tetramer
0 % Hexamer

33 % Monomer
64 % Dimer
3 % Tetramer
0 % Hexamer

16 % Monomer
84 % Dimer
0 % Tetramer
0 % Hexamer

Zinkbindungs-Mutanten

H15A

D25A

H85A

H89A

1000 pg/mL

1000 pg/mL

1000 pg/mL

1000 pg/mL

63 EU/mL

109 EU/mL

17 EU/mL

130 EU/mL

32 % Monomer
67 % Dimer
1 % Tetramer
0 % Hexamer

32 % Monomer

49 % Dimer

13 % Tetramer
6 % Hexamer

22 % Monomer
78 % Dimer
0 % Tetramer
0 % Hexamer

31 % Monomer
69 % Dimer
0 % Tetramer
0 % Hexamer

22 % Monomer
23 % Dimer

32 % Tetramer
23 % Hexamer

43 % Monomer
15 % Dimer

26 % Tetramer
16 % Hexamer

17 % Monomer

52 % Dimer

26 % Tetramer
5 % Hexamer

0 % Monomer
26 % Dimer
46 % Tetramer
28 % Hexamer
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Abb. 7.1: Vergleich der Antikérperbindung unter intrazelluliren- und extrazelluldren
Bedingungen.

Die Signalintensitaten unterscheiden sich fur die einzelnen AK in Abhangigkeit der Komplex-
form des wtS100A12. Bis auf den AK H ist das Signal bei allen AK fiur das Hexamer
(extrazellulare lonenbedingung) um das 1,3-2-fache starker im Vergleich zum Dimer
(intrazellulare lonenbedingung). Fir den AK K ist das Ergebnis umgekehrt, hier ist das Signal
fur das Dimer um das 1,5-fache starker als fiir das Hexamer.
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Abb. 7.2: HIC-Aufreinigung.

Dargestellt sind die Chromatogramme und/oder Coomassie-Farbung denaturierender PAGEs
der jeweils letzten HIC-Aufreinigung der Mutante NG63A (a), E72A (b) H15A (c) und D25A (d).
Die umrahmten Bereiche enthalten ausschlieBlich S100A12 und sind fir die weiteren Schritte
eingesetzt worden.
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Abb. 7.3: Ohne chemische Quervernetzung sind S100A12-Hexamere nicht stabil.

Dargestellt ist die Coomassie-Farbung einer semi-nativen PAGE. wtS100A12 ist unter den
angegebenen Bedingungen inkubiert und ohne Quervernetzung auf das Gel geladen worden.
Fir alle lonenkonzentration sind die gleichen Bandenmuster zu erkennen.
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7.5. Eidesstattliche Erklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich die hier vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt sowie alle Stellen,
die wortlich oder sinngemaly aus Veroffentlichungen entnommen worden sind, als

solche kenntlich gemacht habe.

Munster,

Sonja Brockmeyer
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