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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung der rekombinanten C. elegans-Cystatine rCyselel und rCysele2

3.1.1. RNA-Gewinnung und RT-PCR

Bel der Sequenzierung des Chromosoms |1l von C. elegans wurden zwel cystatinghnliche
Sequenzen beschrieben (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Diese beiden
Cystatinsequenzen wurden isoliert und ohne Signalsequenzen amplifiziert. RNA wurde aus
einer C. elegans-Mischkultur gewonnen, die mRNA wurde mittels Reverser Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Unter Nutzung der C. elegans-Cystatinprimer wurden durch PCR zwel

Sequenzen mit einer Molekulargrofe von 360 bp (Cyselel) bzw. 372 bp (Cysele?)
amplifiziert.

400bp —p
200bp —»

400bp —p
200bp —»

Abb.6: RT-PCR. Durch spezifische Primer wurden die Sequenzen der C. elegans-Cystatine
amplifiziert.
Spur M: DN A-Marker.
Spur 1: Template DNA: cDNA einer C. elegans-Mischkultur
Primer: C. elegans Forward- / Reverse-Primer.
Spur 2: Template DNA: cDNA einer C. elegans-Mischkultur
Primer: C. elegans Forward- / cystatinspezifischer, interner Primer.
Spur 3: Template DNA: cDNA einer C. elegans-Mischkultur
Primer: C. elegans Forward- / Reverse-Primer des jeweils anderen C. elegans-
Cystatins (Negativkontrolle).
A: rCysdel. B: rCysdle2.
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Zur Kontrolle, dal3 es sich bel diesen Sequenzen um Cystatinsequenzen handelte, wurde in
einem weiteren Ansatz ein cystatinspezifischer, interner Primer (basierend auf dem aktiven
Zentrum) as Reverse-Primer eingesetzt. Durch die beiden amplifizierten Sequenzen von 150
bp (Cyselel) bzw. 165 bp (Cysele2) wurde der Nachwels erbracht, dal3 es sich um
Cystatinsequenzen handelte. In Abb.6 sind die Ergebnisse der PCR dargestellt.

3.1.2. Klonierung und Expression von rCyselel und rCysele2 / Sequenzanalyse

Die durch die PCR amplifizierten Sequenzen von Cyselel und Cysele2 wurden in den
Klonierungsvektor pGEM-T Easy kloniert und durch Sequenzierung nach der Methode von
Sanger et a. (1977) Uberprift. Die Nukleotidsequenzen waren identisch mit den durch das
» The C. elegans Sequencing Consortium* verdffentlichten Cystatinsequenzen, mit Ausnahme
des Nukleotids 120 von Cyselel, bel dem anstelle eines Desoxyadenos nmonophosphates ein
Desoxythymidinmonophosphat eingebaut worden war. Diese Veranderung hat keinen Einfluf3
auf die darausfolgende Aminosauresequenz des Proteins. Nach der Sequenzkontrolle von
Cyselel und Cysele2 wurden beide Sequenzen in den Expressionsvektor pET28a gebracht. E.
coli (BL21DE3) wurden mit den Vektoren transformiert. Fllssigkulturen dieser Bakterien
wurden Uber 2 h mit 2 mM IPTG induziert. Durch Lodichkeitstest wurden die Puffer
festgelegt, mit denen die exprimierten Proteine aus den abzentrifugierten Bakterienpellets
aufgereinigt werden sollten. rCyselel und rCysele2 wurden unter denaturierenden und nicht
denatuierenden Bedingungen mittels Affinitatschromatographie tber NENTA-Agarose
aufgereinigt und mehrmals gegen 1 x PBS diaysiert.

In Abb.7 und 8 sind die Nukleotid- und Aminosauresequenzen der rekombinanten C. elegans
Cydstatine dargestellt. rCyselel bestent aus 171 Aminosauren (120 AS des kodierenden
Bereichs des Cystatins, 43 AS aus dem pET-Vekor, 8 AS aus dem pGEM-T Easy-Vektor)
und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 18,5 kDa. rCysele2 besteht aus 175
Aminosduren (124 AS des kodierenden Bereichs des Cystatins, 43 AS aus dem pET-Vekor, 8
AS aus dem pGEM-T Easy-Vektor) und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 19,2
kDa.

In Abb.9 wird die bakterielle Expression der beiden Cystatine veranschaulicht. rCyselel und
rCysele2 wurden stark exprimiert und lief3en sich in Konzentrationen von bis zu 480 pg / ml
aufreinigen. Aus einer 500 ml-Bakterienkultur wurden bis zu 6 mg rekombinantes Protein

gewonnen.
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In den anschlieffenden Untersuchungen wurden weiter folgende in E. coli exprimierte und
unter gleichen Bedingungen aufgereinigte, rekombinante Proteine eingesetzt: rAv17
(Hartmann et al., 1997) mit einem theoretischen Molekulargewicht von 21 kDa, rOv17
(Lustigman et al., 1992; Schonemeyer et a., 2001) mit einem theoretischen Molekul argewicht
von 19,5 kDa und rOv33 (Lucius et al., 1988 a, b; Willenbucher et al., 1993) mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 30 kDa. rOv33 ist ein rekombinantes O. volvulus-
Protein, das Homologien zu einem Aspartylproteinaseninhibitor von Ascaris suum aufweist,

und wurde a's Negativkontrolle verwandt.

[

ATGGGCAGCAGOCATCATCATCATCAT CACAGCAGCGGECCT GGT GCCGCGCGECAGCCAT
1 MGSSHMHMHMHMHHSSGLVPRGSH

61 ATGGCTAGCATGACT GGTGGACAGCAAAT GGGT CGCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTCGA
2. M A S MT GG Q QMGRGSETFETLRR

121 CAAGCTTGCGGCCGCGEGAATTCGATTCAAATTGCTGGTGGATTGTCTGATGTGAATGCC
41 Q A C GR GN S I QI A GGL S DVNA

181 TCTGAGTATACTGGAGCAGCT TGGAATTCGGT GCCGGAAATAAACAGTAAGAATAATGCGA
61 S E Y T G A A WNJ SV P EI NSKNNG

241 CAAAACTACATGGTTCCAATTAAGGTITGI TAAAGCTCAAGTTCAAGI TGTI TGCCGGAACC
81 QO NY MV Pl KVVKAQVQVVAGT

301 AATACAGTTTTGGAAGITCTTGT TGGAGAGT CAACTTGTCCGAGACAAGGATCAGTTCAA
101 N T VL EV L V GESTT CPRIOQGSVAQ

361 GCTTCTCAAGTCACTGCTGCAAATTGICCATTGAAGT CTGGTGECAAGCGTGAACTTTAC
122 A S Q VT A A NCUPL KS G GKIREL'Y

421 AAAGTGTCCATTTGGGAGAAACCAT GCGAAAACTTCAAGCAAACT AAGGCTGAAAAAATC
141 K V S I WEKWPWENZFIKQTK A E K I

481 AGAGGTGTGAAACCTGATGAAAAAATTAATCACTAG
161 R G V K P D E K I N H *

Abb.7: Nukleotid- und Aminosiduresequenz von rCyselel. Die Nummerierung der
Nukleotide beginnt mit dem ersten Nukleotid, die Nummerierung der Aminosauren mit der
ersten Aminosaure des rekombinanten Cystatins. Die Nukleotide des pGEM-T Easy-Vektors
sind fettgedruckt, der fir das Cystatin kodierende Bereich ist unterstrichen, die Nukleotide
aus dem pET-Vektor sind nicht hervorgehoben, mit Ausnahme der sechs Histidine, die kursiv
geschrieben und mit deren Hilfe die rekombinanten Proteine aufgereinigt worden sind. Die
Stelle, an der in der rekombinanten Nukleotidsequenz anstelle eines Desoxyadenosin
monophosphates ein  Desoxythymidinmonophosphat eingebaut wurde, ist fett und
unterstrichen. Dieser Unterschied in der Nukleotidsequenz beeinflufd nicht die sich daraus
ergebende A minosauresequenz des Proteins.
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1 ATGGGCAGCAGOCATCATCAT CATCATCACAGCAGCGGECCT GGT GCCGCGCGECAGCCAT
1 MGSSHMHMHMHMHHSSGLVPRGSH

61 ATGGCTAGCATGACT GGTGGACAGCAAAT GGGT CGCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGT CGA
2. M AS MT GG QQMGRGSEZFETLRR

121 CAAGCTTGCGGCCGCGEGAAT TCGAT TGGTAT GATGACT GGAGGATCTGT TGAACAAGAT
41 Q A CGR GNSI GMMT GG SV E QD

181 GCATCTCAAAAGGAGTATTCTGACAAAGCCT GGAAGGCT GTGAAAGGCATCAACGATCAG
61 AS Q K EY S DKAWKAYVYKGI NUDRQ

241 GCATCCAACAACGGACCTTACTACTACGCCCCGATTAAGGT CACAAAGGCCTCAACCCAA
81 A S NNGPY Y Y API KVTIKASTQ

301 GITGICGCTGGAAT CAGCACCAAGCT CGAGGT GCTCGTCGGT GAATCGAACTGCAAGAAG
101 vV V AGI S T KL E VL V GE SN C KK

361 GGAGAGTTGCAGGCTCACGAGATCACTTCTTCCAACT GCCAAAT CAAGGATGGTGGAAGC
122 G E L Q AHEI T SSNZ COQI KDGG S

421 CGIGCTCTGTACCAAGT CACCAT CTGCGAGAAGCCAT GGGAGAACTTCGAGCAATTCACT
141 R ALY QVTI WEIKW®PWENZFEQFT

481 GIGGAGAAGATCCGCGATGT TACCGCTGACGAGCAGITCAATCACTAG
161 V E K1 R DV T A DEQFNH*

Abb.8: Nukleotid- und Aminosduresequenz von rCysele2. Die Nummerierung der
Nukleotide beginnt mit dem ersten Nukleotid, die Nummerierung der Aminosauren mit der
ersten Aminosaure des rekombinanten Cystatins. Die Nukleotide des pGEM-T Easy-V ektors
sind fettgedruckt, der fir das Cystatin kodierende Bereich ist unterstrichen, die Nukleotide
aus dem pET-Vektor sind nicht hervorgehoben, mit Ausnahme der sechs Histidine, die kursiv
geschrieben und mit deren Hilfe die rekombinanten Proteine aufgereinigt worden sind.

i
b+
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Abb.9: Coomassie-gefarbtes SDS-Polycrylamidgel. Die rekombinanten C. elegans
Cystatine wurden in E. coli (BL21DE3) exprimiert und anschlief3end Gber NFNTA-Agarose
aufgereinigt.

Spur M: Proteinmarker.

Spur A: E. coli—Bakterienkultur vor der Induktion mit IPTG.

Spur B: E. coli—Bakterienkultur nach der Induktion mit 2 mM IPTG.

Spur C: Aufgereinigtes und dialysiertes Protein.

A: rCyselel. B: rCysele2.

M

21,5kDa—p 21,5kDa —p

14,4kDa—p 144kDa —p
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3.2. Kreuzreaktivitét von polyklonalen Antiseren gegen rekombinante C. elegans, A. viteae-
und O. volvulus-Cystatine

Polyklonale Kaninchenantiseren gegen rCyselel, rCysele2, rAv1l7 und rOv17 wurden im
Western-Blot eingesetzt. Untersucht wurde, inwieweit die Antiseren mit den verschiedenen
rekombinanten Cystatinen kreuzreagieren. Die Ergebnisse sind in Abb.10 dargestellt.

Alle Antiseren reagierten mit den untersuchten rekombinanten Cystatinen, mit Ausnahme des
polyklonalen Antiserums gegen rCysele2, welches nur rCyselel bzw. rCysele2 erkannte. Die
Intensitét der Reaktionen war jedoch unterschiedlich. Ein polyklonales Antiserum gegen ein
spezifisches Cystatin erkannte am stérksten dieses Cystatin. Dies deutet darauf hin, dai3 die

untersuchten Cystatine eine begrenzte Zahl gemeinsamer Epitope besitzen.

M 123 45 M12 3 45 M1 2 3 45
32 5kDa —Pp o 325kDa —Pp
325kDa —P
%
165kDa —p 165kDa —> 165kDa —P
A B C
M1 23 45 M 12 34 5
325kDa —P»
325kba —P 25kDa —Pp o .
25kDa —p " 165kDa —P» .
165kDa —p 2
D E

Abb.10: Western-Blot. Untersuchung der Kreuzreaktivitét von rCyselel, rCysele2, rAvl7,
rOv1l7 mit den verschiedenen polyklonalen Kaninchenantiseren gegen rCyselel, rCysele2,
rAv17 bzw. rOv1y7.
. Proteinmarker; 1. rCyselel; 2:rCysele2; 3: rAv17; 4. rOv17; 5. rOv33.

Coomassie- geféarbtes SDS-Polycrylamidgel.

Polyklonales Antiserum gegen rCyselel.

Polyklonales Antiserum gegen rCysele2.

Polyklonales Antiserum gegen rAv17.

Polyklonales Antiserum gegen rOv17.

moQow>»<
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3.3. Uberprufung der inhibitorischen Aktivitat von rCyselel und rCysele2

Da Cysteinproteinasen bei der Antigenprozessierung und —prasentation beteiligt sind, war es
von Interesse, inwieweit die rekombinanten C. elegans-Cystatine die enzymatische Aktivitét
von Papain sowie von den humanen Cysteinproteinasen Cathepsin L, B und S beeinflussen.
Die Inhibitionsstudien wurden entsprechend Barrett und Kirschke (1981) durchgefihrt.

Die Inhibition von Cysteinproteinasen durch Cystatine erfolgt kompetetiv nach folgendem
Schema:

E+Sq_—> ES 4__’ E+P E =Enzym
+ S = Substrat
I | = Inhibitor
P = Produkt
?L ES = EnzymSubstratkomplex
El = EnzymInhibitorkomplex

Papain und Cathepsin B, L und S spalten auch kinstliche, fluorogene Substrate, bestehend aus
einem spezifitétsbestimmenden, kurzen Peptid und der Uber eine Peptidbindung gekoppelten
fluorogenen Gruppe. Die Hydrolyse dieser Peptidbindung fihrt zur Freisetzung des
Fluorogens und zu einer gut mef3baren Fluoreszenzanderung. Diese wurde mit einem
Fluorimeter in Abhangigkeit von der Reaktionszeit zwischen Inhibitor und Enzym verfolgt.
Es zeigte sich, dal3 ale untersuchten Inhibitionsreaktionen zum sogenannten , slow-tight-
binding” Typ gehdren und folglich daraus nichtlineare Produktbildungskurven P = f(t) (t =

Zeit) resultieren, die mit Gleichung (1) beschrieben werden kdnnen.

Gleichung (1) f(x) = P(t) = vt + ((Vo- Vi) / Kobs(1 - €"( - Kons)))

Mit dieser Gleichung lassen sich durch nichtlineare Optimierung die Anfangsgeschwindig-
keiten (w, t = 0), die Endgeschwindigkeiten (v, t = unendlich) und die , pseudo first order"-
Geschwindigkeitskonstante (Kqps) fiir den Ubergang von V, zu Vs bestimmen. Die Aktivitét der
Proteinasen wurde bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen tber einen Zeitraum von 5 min
gemessen. Aus den beobachteten Zeitverlaufen der Produktbildung wurden jeweils die eben
aufgefihrten Parameter bestimmt und in einem Sekundérplot as Funktion von [I] dargestellt.
Die Auswertung erfolgte sowohl fir die stationére (v = f(l)) als auch fir die préastationére (Kops
= f(I)) Phase. Beide Ergebnisse wurden verglichen und stimmten bei allen Meldreithen gut
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Uberein. Die K;-Werte und die zugehorigen Standardabwei chungen, die mittels Gleichung (2)

aus den vs-Werten errechnet wurden, sind in Tab.2 gezeigt.

Gleichung (2) Vi = VinaxS/ (Km(1+ 1/ Ki) + S)

In die Berechnung gehen die Substratkonzentrationen der Tests, die sich wahrend der
Messung nicht nennneswert gedndert haben, und die Ky-Werte, die aus der Literatur
Ubernommen wurden, ein. In den Abb.11-14 sind die gemessenen Priméardaten sowie die
daraus errechneten Sekundéardaten zu den einzelnen Cysteinproteinasen und Inhibitoren
gezeigt.

In Tab.2 sind die K;-Werte von rCyselel und rCysele2 gegeniiber den Cysteinproteinasen auf-
gefuhrt. Die Werte zeigen, dal3 rCyselel und rCysele2 starke Inhibitoren von Papain und den
humanen Cathepsinen L und S sind, humanes Cathepsin B wird geringer inhibiert, wobei die
Hemmung der Aktivité von humanem Cathepsin B durch rCyselel am schwéchsten ist.

Die Kinetik der Inhibition von Cathepsin B durch rCysele2 weist auf eine Besonderheit
gegeniiber der Inhibition von Cathepsin B durch rCyselel hin. rCysele2 inhibiert langsam
Cathepsin B, mit zunehmender Reaktionsdauer wird rCysele2 sehr fest von Cathepsin B
gebunden. Man kann davon ausgehen, dal3 sich die Strukturen von rCysele2 sowie von
Cathepsin B wahrend des Inhibitionsprozesses dndern. Diese Anderung fihrt zur Bildung

eines festen Enzym:- / Inhibitorkomplexes (Schilling, personliche Mitteilung).

rCysel el r Cysel e2
Papai n 0,1950 + 0,0039 nM 0,2831 + 0,0159 nM
Cat hepsin B 38,8854 + 4,0613 nM 1,1828 + 0,8954 nM
Cat hepsin L 0,0143 + 0,0014 nM 0,0360 + 0,0037 nM
Cathepsin S 0,1214+ 0,0168 nM 0,1805 + 0,0141 nM

Tab.2: Ki-Werte von rCysalel und rCysele2 fur Papain und Cathepsin B, Sund L. Die
Aktivitét der Cysteinproteinasen wurde Uber einen Zeitraum von 5 min unter Zusatz von
rCyselel und rCysele2 fluorometrisch gemessen. Basierend auf den Mef3werten wurden die
Ki-Werte bestimmt.
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3.3.1. Inhibition von Papain
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Abb.11: Inhibition von Papain durch rCyseel und rCysee2. 0,223 mU / ml Papain
wurden mit 10 uM Substrat ZPhe-Arg-AMC unter dem Zusatz von rCyselel und rCysele2
im angezeigten Konzentrationsbereich Uber 5 min inkubiert. Die Fluoreszenz der
Reaktionslésung wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 360 / 440 nm gemessen.
Die Reaktionstemperatur betrug 37 °C.
1A / 2A: Primérplot.

Punkte: Gegen die Zeit aufgetragene, gemessene Fluoreszenz der Reaktions Gsung.

Linien: Kurven, aus den Primérdaten berechnet.
1B / 2B: Sekundarplot.

Aufgetragen sind die aus den Primérdaten errechneten Parameter v und Kops Uber

der Inhibitorkonzentration.
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3.3.2. Inhibition von humanem Cathepsin L
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Abb.12: Inhibition von Cathepsin L durch rCyselel und rCysde2. 0,095 mU / ml
Cathepsin L wurden mit 10 uM Substrat ZPhe-ArgAMC unter dem Zusatz von rCyselel
und rCysele2 im angezeigten Konzentrationsbereich tber 5 min inkubiert. Die Fluoreszenz
der Reaktionddsung wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 360 / 440 nm
gemessen. Die Reaktionstemperatur betrug 37 °C.
3A / 4A: Primarplot.

Punkte: Gegen die Zeit aufgetragene gemessene Fluoreszenz der Reaktionsl dsung.

Linien: Kurven, aus den Primérdaten berechnet.
3B / 4B: Sekundarplot.

Aufgetragen sind die aus den Priméardaten errechneten Parameter v und Kops Uber

der Inhibitorkonzentration.
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3.3.3. Inhibition von humanem Cathepsin S
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Abb.13: Inhibition von Cathepsin S durch rCyselel und rCysele2. 5,25 nM Cathepsin S
wurden mit 10 uM Substrat Z-Val-Val-ArgAMC unter dem Zusatz von rCyselel und
rCysele2 im angezeigten Konzentrationsbereich tber 5 min inkubiert. Die Fluoreszenz der
Reaktiond dsung wurde im Photometer bel einer Wellenlange von 360 / 440 nm gemessen.
Die Reaktionstemperatur betrug 37 °C.
5A / 6A: Primérplot.

Punkte: Gegen die Zeit aufgetragene gemessene Fluoreszenz der Reaktionsl dsung.

Linien: Kurven, aus den Primérdaten berechnet.
5B / 6B: Sekundarplot.

Aufgetragen sind die aus den Primérdaten errechneten Parameter vi und Kops Uber

der Inhibitorkonzentration.
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3.3.4. Inhibition von humanem Cathepsin B
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Abb.14: Inhibition von Cathepsin B durch rCyselel und rCysele2. 117 nM Cathepsin B
wurden mit 10 uM Substrat ZArg-ArgsAMC unter dem Zusatz von rCyselel und rCysele2

im angezeigten Konzentrationsbereich dber 5 min

inkubiert. Die Fluoreszenz der

Reaktiond dsung wurde im Photometer bel einer Wellenlange von 360 / 440 nm gemessen.

Die Reaktionstemperatur betrug 37 °C.
7A [ 8A: Primarplot.

Punkte: Gegen die Zeit aufgetragene gemessene Fluoreszenz der Reaktionsl 6sung.

Linien: Kurven, aus den Priméardaten berechnet.

7B / 8B: Sekundarplot.

Aufgetragen sind die aus den Primérdaten errechneten Parameter vi und Kops Uber

der Inhibitorkonzentration.
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3.4. Immunol ogische Untersuchungen

3.4.1. Stimulation der induzierbaren Stickoxidsynthetase durch rCyselel und rCysele2

Die induzierbare Stickoxidsynthetase (INOS) von Mausperitonealmakrophagen (MPM) kann
durch Cystatine stimuliert werden (Verdot et al., 1996; Hartmann et al., 2002). Deshalb
wurden ebenfalls rCyselel und rCysele2 auf ihre Fahigkeit zur Stimulation der iINOS
untersucht. Die iINOS setzt das Substrat L-Arginin mit Sauerstoff um, es entstehen L-Citrullin
und Stickoxid (NO). Damit die gebildete Menge des leicht zerfallenden NO quantifiziert
werden kann, wird NO in der sog. Griessreaktion in das stabile Produkt Nitrit umgewandelt.
Der Gehalt an Nitrit im Uberstand der MPM-Zellkultur kann anhand eines Farbumschlages
im Photometer bestimmt werden und |&/3 auf die NO-Konzentration schlief3en.
Peritonealmakrophagen wurden aus BALB/c-Mé&usen gewonnen und in einer Zahl von 2 x 10°
Zellen je Loch ener 96-LochFlachbodenplatte ausplattiert und mit 100 U / ml IFN-g
stimuliert. rCyselel und rCysele2, sowie rOv17 und rOv33 wurden in einer Konzentration
von 0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 uM und 0,5 uM hinzugefiigt. Nach 24 h wurden die Uberstande
abgenommen und mit Griessreagenz versetzt. Der Farbumschlag in den Ubersténden wurde
im Photometer bei 560 nm bestimmt.

In Abb.15 ist das Ergebnis dargestellt. rCyselel, rCysele2 sowie rOv17 stimulierten die INOS
konzentrationsabhangig. Bel einer Konzentration von 0,1 pM rCyselel wurde die NO-
Produktion von 2,02 uM auf 4,37 uM gesteigert. Dies entspricht einer Steigerung um 124 %
(p = 0,001). Unter Einfluf3 von 0,1 uM rCysele2 wurde eine Steigerung auf 2,78 uM (dies
entspricht einer Erhdhung um 93,5 % (p = 0,001)) und unter Einfluf3 von 0,1 uM rOv17 auf
347 UM (dies entspricht einer Erhéhung um 1153 % (p = 0,001)) gemessen. rOv33
stimulierte die Stickoxidsynthetase nicht.

Bel ener Konzentration von 0,5 pM rCyselel wurde die NO-Produktion auf 852 puM
gesteigert. Dies entspricht einer Steigerung um 224 % (p = 0,001). Unter Einflul® von 0,5 uM
rCysele2 wurde eine Steigerung auf 4,06 uM (dies entspricht einer Erhdhung um 93,5 % (p =
0,001)) und unter Einflu von 0,5 uM rOv17 auf 5,43 uM (dies entspricht einer Erhhung um
115,3 % (p = 0,001)) gemessen.
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ADbDb.15 Stickoxidproduktion unter dem EinfluR von rCyselel und rCysde2. MPM
wurden in vitro mit 100 U / ml IFN-g stimuliert und mit 0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 uM sowie 0,5
UM rCyselel, rCysele2, rOv17 und rOv33 Uber 24 h inkubiert. Durch Griessreaktion wurde
NO in Nitrit umgewandelt, der Nitritgehalt wurde im Photometer bestimmt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis, bei dem die MPM von einem Einzeltier genutzt wurden. Dargestel It
sind die Mittelwerte + Standardabweichung, die aus den Dreifachbestimmungen berechnet
wurden.

3.4.2. Einfluld von rCyselel und rCysele2 auf die Proliferation von Mausmilzzellen

3.4.2.1. Einfluf? von rCyselel und rCysele2 auf die Proliferation polyklonal stimulierter
Milzzellen von BALB/c-Mausen

Da rAv17, das rekombinante Cystatin der Nagetierfilarie A. viteae, die Proliferation von
polyklonal stimulierten Mausmilzzellen inhibiert (Hartmann et al., 1997), wurde zum
Vergleich der Einflufd von rCyselel und rCysele2 auf die ConA-stimulierte Proliferation von
Milzzellen von BALB/c-Méausen untersucht. Dazu wurden Mausmilzzellen gewonnen und in
einer Zahl von 3,5 x 10° Zellen je Loch einer 96-L och-Flachbodenplatte ausplattiert. rCyselel
und rCysele2, sowie rAvl7 und rOv33 wurden in einer Konzentration von 0,25 puM
hinzugefligt. Die Zellen wurden mit ConA in einer Konzentration von 2 pg / ml 72 h
stimuliert. Gemessen wurde die Proliferation der Milzzellen tUber den Einbau von
radi oaktivmarkiertem *H-Thymidin. Die Ergebnisse sind in Abb.16 dargestellt.
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rAv17 inhibiert im Durchschnitt die Proliferation der Mausmilzzellen um 63,5 % (p = 0,001).
Im Gegensatz dazu haben rCyselel, rCysele2 und rOv33 keinen Einfluf3 auf die Proliferation.

RPMI RPMI
ConA H ConA H
ConA + rCyselel H ConA + rCyselel ]
ConA + rCysele2 H ConA + rCysele2 H
ConA +rAv17 JETH ConA +rAvl7 T H
ConA +rOv33 H ConA +rOv33 H
0 40000 80000 120000 0 40000 80000 120000
cpm cpm

Abb.16: Proliferation von Milzzellen von BALB/c-M&usen unter dem Einfluf3 von
rCyselel und rCysele2. Milzzellen einzelner BALB/c-Méause wurden in vitro mit 2 pug / ml
Concanavalin A stimuliert und mit 0,25 uM rCyselel, rCysele2, rAv17 und rOv33 Uber 72 h
inkubiert. Die Proliferation wurde tiber den Einbau von 3H-Thymidin wahrend der letzten 20
h in die DNA der proliferierenden Zellen gemessen. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse

von Milzzellen von Einzeltieren. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung, die
aus Dreifachbestimmungen berechnet wurden.

3.4.2.2. Einflud von rCyselel und rCysele2 auf die Proliferation antigenspezifisch stimulierter
Milzzellen von OvA-Méusen

rCyselel und rCysele2 beeinfludten die polyklonal stimulierte Proliferation von
Mausmilzzellen nicht. In einem weiteren Versuch wurde der Einflul? der rekombinanten C.
elegans-Cystatine auf die antigenspezifische Proliferation von Milzzellen untersucht. Fir eine
antigenspezifische Proliferation wurden beispielhaft Ovalbumin Rezeptor-transgene Mause
(OvA-Méuse) genutzt. Thymozyten und periphere TZellen dieser OvA-Mause exprimieren
einen transgenetischen T-Zellrezeptor, der Hihner-Ovalbumin erkennt (Murphy et al., 1990).
Dazu wurden Mausmilzzellen dieser M&use gewonnen und in einer Zahl von 3,5 x 10° Zellen
je Loch einer 96-Loch-Flachbodenplatte ausplattiert. rCyselel und rCysele2, sowie rAv17
und rOv33 wurden in einer Konzentration von 0,25 uM hinzugeftigt. Die Zellen wurden mit
Ovabumin in einer Konzentration von 40 puM Uber 72 h stimuliert. Gemessen wurde die
Proliferation der Milzzellen tber den Einbau von radioaktivmarkiertem 3H-Thymidin. Die
Ergebnisse sind in Abb.17 dargestellt.
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Abb.17: Proliferation von Milzzellen von OvA-Mausen unter dem Einflul von rCyselel
und rCysele2. Milzzellen einzelner OvA-Mausewurden in vitro mit 880 pg / ml Ovalbumin
stimuliert und mit 0,25 pM rCyselel, rCysele2, rAv17 und rOv33 Uber 72 h inkubiert. Die
Proliferation wurde tiber den Einbau von 3H-Thymidin wahrend der letzten 20 h in die DNA
der proliferierenden Zellen gemessen. Dargestellt sind die Proliferationswerte (%) in Bezug
auf die OvA-Kontrolle. Gezeigt sind die Ergebnisse von 5 Einzeltieren. Die Querstriche
kennzeichnen die Mittelwerte.

Die durch OvA stimulierte Proliferation der T-Zellen ohne Zusatz von Cystatinen entsprach
100 %. Gegenuiber der OvA-Kontrolle inhibierte rCyselel im Durchschnitt die Proliferation
um 3,7 %, rAvl7 um 684 % (p = 0,01), rOv33 um 7,16 %. rCysele2 stimulierte die
Proliferation um durchschnittlich 7,22 %.

Wird das Kontrollprotein rOv33 as Bezugspunkt gewdahlt, stimulierte rCyselel die
Proliferation durchschnittlich um 5,9 % und rCysele2 um 17,5 %. rAv17 inhibierte die
Proliferation im Durchschnitt um 64 % (p = 0,01).

3.4.3. Einflu® von rCysalelund rCysele2 auf die Proliferation humaner PBMC

3.4.3.1. Einflul von rCyselelund rCysele2 auf die Proliferation polyklonal stimulierter,
humaner PBMC

Da rOv17, das rekombinante Cystatin der humanpathogenen Filarie O. volvulus, die

Proliferation von polyklonal stimulierten, humanen PBMC inhibiert (Schonemeyer et al.,
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2001), wurde zum Vergleich der Einflu3 von rCyselel und rCysele2 auf die anti-CD3-
stimulierte Proliferation von humanen PBMC untersucht.

PBMC freiwilliger, gesunder Spender wurden aus humanem Blut durch
Dichtegradzentrifugation mittels Ficoll gewonnen und in einer Zahl von 3,5 x 10° Zellen je
Loch einer 96-LochFlachbodenplatte ausplattiert. rCyselel und rCysele2, sowie rOv17 und
rOv33 wurden in einer Konzentration von 0,5 pM hinzugefiigt. Die Zellen wurden mit anti-
CD3-Antikorpern in einer Konzentration von 100 ng / ml Uber 72 h stimuliert. Gemessen
wurde die Proliferation der PBMC (iber den Einbau von radioaktivmarkiertem *H-Thymidin.
Die Ergebnisse sind in Abb.18 dargestellt.
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Abb.18: Proliferation von humanen PBMC unter dem Einflul von rCyselel und
rCysele2. Humane PBMC wurden in vitro mit 100 ng / ml anti-CD3-Antikérpern stimuliert
und mit 0,5 uM rCysdlel, rCysele2, rOv17 und rOv33 Uber 72 h inkubiert. Die Proliferation
wurde (iber den Einbau von *H-Thymidin wahrend der letzten 20 h in die DNA der
proliferierenden Zellen gemessen. Dargestellt sind die Proliferationswerte (%) in Bezug auf
die anti-CD3-Antikorper-Kontrolle. Die Querstriche kennzeichnen die Mittelwerte der 10

untersuchten Spender.

rCyselel inhibierte im Durchschnitt die Proliferation um 15,1 % (p = 0,05), rCysele2 um 21,6
% (p = 0,001), rOv17 um 43,6 % (p=0,001) und rOv33 um 12,1 % (p = 0,01) gegeniiber der
anti-CD3-Antikorper-Kontrolle. Wird das Kontrollprotein rOv33 als Bezugspunkt gewahit,
inhibierte rCyselel die Proliferation durchschnittlich um 3,2 %, rCysele2 um 10,4 % (p =
0,05) und rOv17 um 35,8 % (p = 0,001).



